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RESUMO

VILLAS BOAS-SILVA, I. M. Caracterizagao bioldgica e imunoquimica da peconha da lagarta de
Premolis semirufa, agente etiolégico da pararamose, doen¢a ocupacional dos seringueiros da
Amazonia. 2013. 207 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Presente na regido amazonica brasileira, a lagarta de Premolis semirufa (Pararama) é parasita da
seringueira do género Hevea. O contato com as cerdas, na maioria dos casos, desperta sensacao
pruriginosa intensa, seguida dos sintomas da inflamag¢do aguda como dor, calor e rubor, com
duracdo de trés a sete dias. Por outro lado, as formas cronicas estdo frequentemente presentes nos
individuos poliacidentados, ocorrendo espessamento da membrana sinovial articular, muitas vezes,
com deformidades comuns as sinovites crénicas mono ou oligoarticulares. Até o momento, nao
existe tratamento eficaz para os acidentes com a pararama. Trabalhos sobre a pararamose sdo
escassos nao s6 no que concerne a caracterizacao das substancias toxicas liberadas pelas cerdas da
lagarta, bem como sobre os mecanismos moleculares envolvidos em sua patogénese. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar as propriedades téxicas e imunoquimicas das cerdas da lagarta de
P. semirufa, bem como suas propriedades pré-inflamatdrias, em modelo murino, e sua acao sobre o
Sistema Complemento. Em adicdo, pretendeu-se isolar e caracterizar o(s) componentes(s) presentes
no extrato responsavel(is) pela interferéncia sobre o Sistema Complemento. Extratos das cerdas de
lagartas, analisados por eletroforese, apresentaram varias bandas com Mrs entre 20 e 200 kDa,
sendo a de 82 kDa majoritaria. Este componente também apresentou atividade gelatinolitica,
dependente, principalmente, da acdo de serinoproteinases, como determinado pelo uso de inibidor
especifico (PMSF). Em adicdo, foi detectada uma intensa atividade proteolitica sobre o peptideo
Abz-FRSSRQ-EDDnp, também inibida por PMSF. O extrato foi capaz de ativar as vias Alternativa e
das Lectinas do Sistema Complemento, promover hidrdlise da cadeia alfa dos componentes C3, C4 e
C5 e induzir a geracdo das anafilatoxinas C3a, C4a e C5a no soro humano. A andlise cromatografica
do extrato das cerdas permitiu o isolamento de uma protease com forte atividade gelatinolitica,
capaz de ativar as trés vias do Sistema Complemento, promover hidrélise da cadeia alfa dos
componentes C3, C4 e C5 e induzir a geracdo das anafilatoxinas C3a, C4a e C5a. O extrato ndo foi
letal, como analisado em modelo murino, mas apds multiplas inoculacdes, foi capaz de induzir
edema e uma pronunciada reac¢do inflamatéria, caracterizada pela presenca de macréfagos e
neutréfilos. A imunofenotipagem das células dos linfonodos popliteos e sanguineas revelou que o
extrato promoveu aumento do numero de células nos linfonodos, ativacdo de linfécitos T e das
células apresentadoras de antigeno. Em adicdo, induziu aumento na producdo de citocinas proé-
inflamatdrias. Houve producdo de altos titulos de anticorpos nos camundongos, embora varios
componentes presentes no extrato foram reconhecidos ndo so pelo soro imune, como também
pelos soros de animais ndo imunizados. Os dados obtidos demonstram a existéncia, no extrato das
cerdas da pararama, de vdrias enzimas que podem em conjunto talvez atuar na geracdo e
desenvolvimento das manifestacGes clinicas da pararamose. A resposta imune celular ao extrato
tem um perfil pré-inflamatério; isto, somado a ativacdo do sistema complemento, geragdo de
anafilatoxinas e presenca de anticorpos naturais, com reatividade cruzada aos componentes do
extrato, podem contribuir na génese das reacdes inflamatdrias observadas na pararamose.

Palavras-chave: Premolis semirufa. Lagarta. Pararamose. Proteases. Sistema complemento.
Inflamacdo. Citocinas. Linfécitos. Anticorpos.



ABSTRACT

VILLAS BOAS-SILVA, |. M. Immunochemical and biological characterization of the venom from
caterpillar Premolis semirufa, etiological agent of pararamose, occupational disease of rubber
tappers in the Amazon. 2013. 207 p. Ph. D. Thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Found in the Brazilian Amazon region, the caterpillar of Premolis semirufa (Pararama) is a parasite of
the rubber tree Hevea genus. Contact with bristles, in most cases, causes an intense itching
sensation, followed by symptoms of an acute inflammation such as pain, heat and redness, which
last for three to seven days. On the other hand, a chronic inflammatory reaction, characterized by
articular synovial membrane thickening with joint deformities common to chronic synovitis,
frequently occurs in individuals after multiple accidents. This chronic inflammatory reaction is called
“Pararamose”. So far, there is no effective treatment for accidents with pararama. Studies about
“pararamose” are scarce not only regarding the characterization of the toxic substances released by
the caterpillar bristles, but also on the molecular mechanisms involved in its pathogenesis. The aim
of the present study was to evaluate the toxic and immunochemical properties of the Premolis
semirufa’s bristles extract, as well as its proinflammatory properties in a murine model, and its
action on the Complement System. In addition, we intended to isolate and characterize the
component present in the extract acting on the Complement System. Electrophoresis analysis
showed the presence of several components in the caterpillar bristle extract, with Mrs between 20
and 200 kDa, and a major band with Mr around 82 kDa. This band showed gelatinolytic activity,
predominantly dependent of serine proteinases, as determined by the use of a specific inhibitor
(PMSF). In addition, an intense proteolytic activity was detected on the peptide Abz-FRSSRQ-EDDnp,
which was also inhibited by PMSF. The bristles extract was able to activate the alternative and the
lectin Complement System pathways and induce the cleavage of C3, C4 and C5 alpha chains, with
the generation of C3a, C4a and C5a anaphylatoxins in human serum. Chromatographic analysis of
the bristles extract allowed the isolation of a protease with high gelatinolytic activity, able to
activate the three Complement System pathways, promote direct cleavage of C3, C4 and C5 alpha
chains and induce the generation of the C3a, C4a and C5a. The extract did not present lethal
toxicity, as analyzed in murine model, but after multiple inoculations, it was able to induce edema
and a pronounced inflammatory reaction, characterized by the presence of macrophages and
neutrophils. Popliteal lymph nodes and blood cells immunophenotyping revealed that the extract
promoted increase of the total cell number and the activation of T and antigen-presenting cells. In
addition, the extract induced the generation of proinflammatory cytokines. There was production of
high antibody titers in mice, although a variety of components present in the extract were also
recognized by sera from non-immunized animals. The data demonstrate the existence, in the
pararama bristles extract, of numerous enzymes that can act together in the generation and
development of clinical manifestations of pararamose. The potent cellular and humoral immune
responses in association with complement activation can contribute to the genesis of inflammatory
reactions observed in patients after contact with P. semirufa caterpillar bristles.

Keywords: Premolis semirufa. Caterpillar. Pararamose. Proteases. Complement system.
Inflammation. Cytokines. Lymphocytes. Antibodies.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biologia

A Ordem Lepidoptera, que compreende as borboletas e mariposas, constitui uma das
ordens de insetos mais abundante, com aproximadamente 146.000 espécies descritas
(HEPPNER, 1991), compreendidas em quatro subordens e 71 familias (RICHARDS; DAVIES,
1997). Sdo insetos que possuem asas recobertas por escamas pigmentadas na fase adulta e
corpo vermiforme na fase larval, na qual, determinadas espécies apresentam cerdas (BARNES;
RUPPERT, 1996). As borboletas apresentam habitos diurnos, enquanto as mariposas,
geralmente, habitos noturnos (CARDOSO; HADDAD JR., 2005; MORAES, 2003).

As lagartas desta ordem tém corpo cilindrico dividido em cabeca, térax e abdémen. A
cabeca é composta pelo aparelho bucal mastigador, estruturas para visdo, antenas e inUmeras
cerdas com diversas funcdes. O térax é composto por trés pares de pernas verdadeiras. O
abdémen contém quatro pares de pernas falsas na maioria das lagartas, munidas de ganchos
que servem para fixacdo e locomocgdo. Além destas caracteristicas, o corpo das lagartas
urticantes é ornamentado, dorsolateralmente, por cerdas de origem diversa que contém
glandulas secretoras de toxinas (MORAES, 2003).

Os lepiddpteros se desenvolvem por holometabolia, ou desenvolvimento completo, que
consiste num ciclo bioldgico caracterizado pelas fases de ovo — larva ou lagarta — pupa e adulto;
sua alimentacdo consiste em folhas de vegetais diversos (BARNES; RUPPERT, 1996; CARDOSO,
1992; CARRERA, 1991; MORAES, 2003).

1.2 Familias de importancia médica

Relatos de lesdes dermatoldgicas, apds contato com as lagartas irritantes, sao descritos
desde a Grécia antiga (ALEXANDER, 1984; FONSECA, 1949). Entre as familias que compdem o
grande grupo de importancia médica, seis despertam interesse: Megalopygidae, Saturniidae,

Arctiidae, Limantriidae, Notodontidae e Limacodidae. No Brasil, as familias que contém espécies
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causadoras de acidentes sdo Saturniidae, Megalopygidae, Limacodidae e Arctiidae (MORAES,
2003).
Os saturnideos, que apresentam suas espécies distribuidas pelo mundo (SCOBLE, 1995),

III

apresentam cerdas organizadas em um “tronco central”, com ramifica¢des laterais contendo,
em seu apice, a glandula de veneno (BARTH, 1954a). J& os megalopigideos, encontrados nas
regioes Neotropical e Neodrtica (SCOBLE, 1995), apresentam cerdas longas, sedosas e
inofensivas, assemelhando-se a pelos, com a colora¢do variando do cinza até o vermelho
(MORAES, 2003), que escondem as verdadeiras cerdas que contém a glandula de veneno na
base (BARTH, 1954b).

O representante da familia Limacodidae, predominantemente tropical, é Sibine sp
(BARTH; JUNQUEIRA, 1954; SCOBLE, 1995). Essas lagartas sdo lentas, possuem a maior parte do
dorso nu e suas cerdas de veneno sdo restritas as regides cefalica e anal (MORAES, 2003).

Da familia Arctiidae, que inclui cerca de 11.000 espécies com 6.000 representantes na
regido neotropical (SCOBLE, 1995), o Unico exemplar de relevancia em saude publica é Premolis
semirufa, pertencente a ordem Lepidoptera, superfamilia Noctuoidea, familia Arctiidae,
subfamilia Arctiinae e tribo Phaegopterini, originalmente descrita por Walker em 1856 (In
DRUCE, 1900) e reclassificada, no século passado, por Hampson (1901).

O género Premolis Hampson, 1901 contém quatro espécies: P. semirufa registrada na
regido Amazonica do Brasil, na Guiana Francesa, no Equador, no Peru e no Panama; P. excavata
Forbes, 1839 presente no Panama; P. rhyssa (DRUCE, 1906) no Peru e P. amaryllis Schaus, 1905
na Guiana Francesa. Embora a espécie P. semirufa apresente a maior distribuicdo geografica, o
género se restringe as Américas Central e do Sul.

Vulgarmente chamada de PARARAMA, seu habitat sdo as planta¢des de seringueiras da
regido Amazonica, planta nativa pertencente ao género Hevea, familia Euphorbiaceae. Sio
descritas 11 espécies de Hevea no Brasil, encontradas em margens de rios e lugares inundaveis
da mata de terra firme. O maior valor dessa planta reside no latex extraido do seu tronco, que é
transformado em borracha de excelente qualidade (CARDOSO; HADDAD JR., 2005; COSTA, 1981,
1994; COSTA et al., 1993, 19953a,b; DIAS, 1986; DIAS; AZEVEDO, 1991; MATOS; AZEVEDO, 1991;
RODRIGUES, 1976).
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Sua ornamentacdo assemelha-se, morfologicamente, a de Megalopygidae (MORAES,
2003), mas apesar de apresentar cerdas inofensivas, as que contém veneno sdo de coloracgao
castanho escuro e estdo dispostas sobre “verrugas” (COSTA, 1991, 2003; MORAES, 2003). A
larva é bastante ativa ao se movimentar, sendo favorecida pelas falsas pernas vermelhas

(COSTA, 1991, 2003).

1.3 Pararamose

1.3.1 Histdrico da doenga

Médicos da antiga Companhia Ford Industrial do Brasil foram os responsaveis pelas
primeiras observa¢des da doenca, durante a fase de extracdo do latex da Hevea brasiliensis nas
cidades de Aveiro e Santarém do Estado do Para, na década de 40 (COSTA; SOUZA; COSTA,
1978; DIAS, 1986; DIAS; AZEVEDO, 1991; DIAS; RODRIGUES, 1997; FONSECA, 1949). No entanto,
os primeiros relatos sobre altera¢des osteoarticulares, causadas pelo contato acidental com as
cerdas da “pararama”, ocorreram nas plantagdes de seringueiras nos anos sessenta (COSTA et
al., 1993; DIAS; RODRIGUES, 1997). Os casulos, igualmente responsdveis por acidentes, sdo
também encontrados nos troncos das seringueiras e revestidos de cerdas pequenas,
provenientes da Ultima troca de pele da larva, servindo como defesa na sua fase inerte (COSTA,
1991, 2003; COSTA et al., 1995b).

A pararamose, como é conhecida a doenca causada pela penetracdo acidental das
cerdas da pararama na pele, € uma entidade clinica com sintomatologia definida que acomete o
aparelho osteoarticular, predominantemente das maos, tendo sido descrita em 1967 por Vianna
e Azevedo, em seringueiros da Amazonia. Dias e Azevedo (1973) foram capazes de reproduzir,
em macacos e cobaias, as reacgdes patoldgicas, utilizando as cerdas da P. semirufa,
demonstrando, assim, a acdo lesiva das mesmas e permitindo uma melhor avaliacdo clinica e

identificacdo do agente causal.
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Com o titulo de “Periartrite falangeana por pararama”, devido a sua importancia como
doenga ocupacional, a pararamose foi inserida no “Manual de diagndstico e tratamento de

acidentes por animais peconhentos”, lancado pelo Ministério da Saude em 1992.

1.3.2 Os acidentes

Os acidentes por lepidépteros tém sido subnotificados, dificultando, dessa forma, seu
real dimensionamento (BRASIL, 2001).

Como as cerdas conferem as lagartas um mecanismo de defesa bioldgica contra
predadores naturais, o contato com os seres humanos é acidental (CARDOSO; HADDAD JR.,
2005). As propriedades urticantes destas decorrem da presenga, em seu interior, de liquido
toxico secretado por células situadas na base das mesmas, denominadas tricégenas. As cerdas,
guando penetram na pele e se quebram, liberam uma secrecdo que exerce acao irritante
(ALEXANDER, 1984; DIAS; RODRIGUES, 1997; FONSECA, 1949).

O acidente causado pelo lepidéptero Premolis semirufa foi descrito e encontrado apenas
nos seringais da Amazo6nia, comprometendo quase com exclusividade os extratores do latex das
seringueiras (DIAS; RODRIGUES, 1997), ndo havendo referéncias em outras regiées do planeta
(COSTA, 2003; MORAES, 2003). Considerada doenca ocupacional e de natureza inflamatéria,
causada pelo contato com as cerdas, apresenta manifestacdes agudas e cronicas que podem
evoluir para deformidade por altera¢des osteoarticulares (COSTA, 1991, 2003; COSTA et al.,
1995a; DIAS, 1986, 1990; DIAS; AZEVEDO, 1973, 1991).

A maioria dos acidentes, que sdo causados por pequenas cerdas encontradas no dorso
dos segmentos abdominais Il a VIII da larva da mariposa Premolis semirufa (COSTA, 1981;
COSTA; SOUZA; COSTA, 1978; DIAS; AZEVEDO, 1991; DIAS; RODRIGUES, 1997), ocorre durante o
ato de retirar, com os dedos, o codgulo de latex depositado no fundo da tigela utilizada para sua
coleta dos cortes das seringueiras. Esse mecanismo facilita o contato das maos com as cerdas
soltas nas vasilhas (DIAS, 1986; COSTA, 1991, 2003). Outras formas de acidentes sdo
decorrentes do contato acidental com casulos ou lagartas camufladas no tronco das arvores.

Dessa forma, as cerdas ficam incrustadas como espinhos na epiderme humana, desencadeando



Introducdo 8

reacdo pruriginosa que é agravada pelo ato de cocar (COSTA, 1991, 2003; COSTA; SOUZA;
COSTA, 1978; DIAS; AZEVEDO, 1991).

Os acidentes ocorrem durante o ano todo, havendo discreta reducdo nos meses de
novembro a janeiro, época desfavoravel para extracao do latex. Ha descri¢cdes de acidentes nos
pés, pescoco e regido abdominal, porém, a maioria dos eventos acontece nas maos (COSTA,
1991, 2003; VIANNA; AZEVEDO, 1967), o que corresponde a mais de 90% dos casos (DIAS;
RODRIGUES, 1997).

1.3.3 A¢do do extrato das cerdas

Experimentos em camundongos, reproduzindo a reagao inflamatéria induzida pelo
contato com as larvas ou suas cerdas isoladas, sugeriram a existéncia de substancias associadas
as cerdas que poderiam facilitar a penetracdo através do tecido apds a injuria na pele. Estudos
histopatoldgicos mostraram um processo granulomatoso ao redor dos fragmentos de cerdas
afetando o peridsteo, membrana sinovial e cartilagem articular (DIAS, 1986; DIAS; AZEVEDO,
1973).

Em ensaios utilizando ratos, processo inflamatdrio foi induzido pela injecdo de extrato
salino das cerdas, caracterizado pela presenga de grande numero de células inflamatdrias
dispersas ao redor do sitio da lesdo. Tal achado sugere a existéncia de substancias quimicas
soluveis nas cerdas, com a habilidade de participar no recrutamento das células, sendo que
somente a presenga fisica das cerdas pode nao ser suficiente para o desencadeamento de todas
as manifestacdes inflamatdrias observadas na pararamose (COSTA et al., 1995b).

Matos e Azevedo (1991) relataram a presenca de corpos elétron-densos no interior das
cerdas e sua associacdo com elementos glandulares, sugerindo que substancias secretadas
podem exercer funcdo na etiopatogénese do processo articular. Costa et al. (1995a) mostraram
que tanto as cerdas, quanto o extrato salino, inativam a atividade hemolitica do sistema
complemento e do componente C2; geram C3d, a partir da clivagem de C3, sem afetar os niveis

de Clq.
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Observacgdes clinicas e experimentais (COSTA, 1991) sugerem que o primeiro contato é
autolimitado e com cura espontanea; porém, para as manifestagdes cronicas, ha uma longa
permanéncia das cerdas nos tecidos, devido a sua composicdo quitinosa, de lenta absorcao,

provocando, por sua vez, a reacao inflamatdria granulomatosa, com subsequente fibrose.

1.3.4 Quadro clinico da pararamose

Quando se trata do primeiro acidente, o contato com as cerdas causa, ha maioria dos
casos, sensagao pruriginosa intensa, seguida dos sintomas da inflamac¢ao aguda como dor, calor
e rubor, que duram de trés a sete dias (COSTA, 1981; COSTA, 2003; COSTA et al., 19953, b; DIAS;
AZEVEDO, 1991; DIAS, RODRIGUES, 1997). A dor pode atingir maior intensidade e o processo
pode se cronificar levando a imobilidade articular (COSTA et al., 1993; COSTA et al., 1995a,b;
DIAS; AZEVEDO, 1991). Quando as manifestacées imediatas ndo sdo exuberantes, torna-se dificil
o diagndstico pela similitude com as demais sinovites cronicas que também ocorrem por corpo
estranho exégeno (SILLS, 1973).

As manifestagdes cronicas irreversiveis e, frequentemente, presentes nos individuos
poliacidentados, constituem o mais importante problema clinico, pois podem levar a uma
permanente incapacidade funcional da articulagdo falangeana, por anquilose (DIAS;
RODRIGUES, 1997). Elas sdo caracterizadas por espessamento da membrana sinovial articular,
muitas vezes, com deformidades comuns as sinovites cronicas mono ou oligoarticulares, como
ocorre na artrite reumatoide (COSTA, 1981, 1991, 2003). O estudo radiolégico apenas constata,
nas fases mais precoces, edema periarticular e, nas fases mais tardias, diferentes graus de danos
primarios ou secunddrios, periarticulares e articulares, de fibrose evoluindo para a anquilose
(DIAS; AZEVEDO, 1991; DIAS; RODRIGUES, 1997).

Em bidpsias dos tecidos periarticular e sinovial, de pacientes com lesdes de longa
duracao, foram observadas fibrose densa e hialinizagdo. Porém, nas lesdes mais recentes, de
24-48 horas, edema e infiltrado leucocitario agudo estavam presentes, com posterior formacdo
de células gigantes e granulomas envolvendo as cerdas, com graus varidveis de proliferacdo

fibrosa (DIAS; AZEVEDO, 1973, 1991).
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1.3.5 Tratamento

Como ndo existe tratamento adequado, a evolucdo para a deformidade é facilitada nos
pacientes que sofreram multiplos acidentes, ao contrario do primeiro contato, que tende a
evoluir para cura total (COSTA, 2003). Corticosteroides tém sido utilizados com a finalidade de
diminuir ou evitar a instalacdo do quadro crénico (CARDOSO; HADDAD JR., 2005; DIAS, 1986;
DIAS; AZEVEDO, 1991). O ato de cocar e as condi¢cGes higiénicas permitem o aparecimento de
infeccdo secundaria, que pode evoluir para artrite piogénica (COSTA, 2003).

A reducdo na ocorréncia da doenga, nos ultimos anos, foi atribuida a implantagdo de
medidas profilaticas como o uso de luvas, botas e 6culos protetores, embora as condicoes
sociais e culturais dos extrativistas de latex prejudiquem a instituicdo de medidas preventivas,

principalmente pela falta de suporte de programas educacionais (COSTA et al., 1993).

1.4 Toxinas

Os venenos de serpentes, escorpides, aranhas e outros animais pegonhentos sdo uma
fonte rica de toxinas, capazes de comprometer a funcdo vital de outros organismos, entre as
guais se destacam fosfolipases A,, metaloproteinases, serinoproteinases e hialuronidases.

As Fosfolipases A, pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam fosfolipidios,
catalisam a deacilacdo dos glicerofosfolipidios gerando acidos graxos livres e lisofosfolipidios,
que sdo potentes agentes ativos da membrana (BANKS; SHIPOLINI, 1986; KINI, 2006; SEIBERT et
al.,, 2006; WATALA; KOWALCZYK, 1990). Tém sido descritas em vertebrados (mamiferos,
lagartos e muitos venenos de serpentes) e insetos (abelhas e vespas) (CHAKRABORTI, 2003;
DENNIS, 1994; KINI, 2003). As fosfolipases A, sao classificadas em grupos de acordo com a fonte,
localizacdo celular, massa molecular, sequéncia de aminoacidos e dependéncia de cdlcio
(CHAKRABORTI, 2003; DENNIS, 1994, 1997). Os venenos que contém fosfolipase A, podem
causar uma extensa variedade de efeitos toxicos e farmacolégicos, tais como neurotoxicidade,

cardiotoxicidade, inibicdo da agregacdo plaquetaria, miotoxicidade, necrose, anticoagulacao,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Seibert%20CS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Seibert%20CS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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hemorragia, hipotensdo, formacdo de edema e hemdlise (DOLEY; MUKHERJEE, 2003; FULY et
al., 2002; SERRANO et al., 1999; TOYAMA et al., 2003).

Metaloproteinases de venenos sdo enzimas endoproteoliticas cuja atividade catalitica é
dependente de ions zinco (Zn2+) (BJARNASON; FOX, 1995; FOX; SERRANO, 2005). Sao
responsaveis pelo efeito hemorragico caracteristico dos envenenamentos por serpentes
(BJARNASON; FOX, 1994; HATI et al., 1999; KAMIGUTI et al., 1998), além de estarem envolvidas
na patogénese da mionecrose local (GUTIERREZ et al., 1995b), lesdo da pele (RUCAVADO;
NUNEZ; GUTIERREZ, 1998), edema e outras reacdes como a inflamacdo (GUTIERREZ et al.,
1995a; MOURA DA SILVA et al., 1996). Grande numero de metaloproteinases sdo
fibrinogenases, capazes de liberar peptideos da por¢cdao C-terminal do fibrinogénio (OUYANG;
TENG, 1976).

As serinoproteinases, encontradas em muitos venenos animais (NEURATH, 1984, 1985),
afetam varias etapas da cascata da coagulacdo sanguinea, de forma ndo especifica, por
degradacdo proteolitica ou, seletivamente, ativando ou inibindo fatores sanguineos envolvidos
na agregacdo plaquetdria, coagulacdo e fibrindlise (KINI; EVANS, 1990; MARKLAND, 1997;
MITRAKUL, 1979). Elas também interferem na cascata do sistema complemento (YAMAMOTO
et al., 2002). Estas enzimas compartilham muitas propriedades bioquimicas e estruturais, tais
como uma triade catalitica conservada, composta por histidina, acido aspartico e serina (His,
Asp, Ser), e sao classificadas em trés grupos: serinoproteinases semelhantes a tripsina,
subtilisina e carboxipeptidase (PERONA; CRAIK, 1995).

As hialuronidases sdao uma familia de enzimas que degrada o acido hialurénico e varios
outros constituintes como glicosaminoglicanos da matriz extracelular de vertebrados (STERN;
JEDRZEJAS, 2006). Em insetos, as hialuronidases sao bem conhecidas compondo os venenos de
Hymenodpteros e representam alérgenos, clinicamente importantes, em abelhas e vespas (BILO
et al.,, 2005; KING et al., 1996; MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2000). No envenenamento, as
hialuronidases exercem importante funcao para acesso ao sangue, uma vez que a degradacao
do 4acido hialurénico, abundante na pele, aumenta a permeabilidade tecidual para outros
componentes presentes no veneno (CHARLAB et al., 1999; RIBEIRO et al., 2000). Por esse

motivo, as hialuronidases sdo frequentemente chamadas de “fatores de difusdao” (KREIL, 1995).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T9R-4F6MR82-2&_user=5674931&_coverDate=06%2F30%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5121&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049650&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5674931&md5=6db63362491aba218a57e1e1433dd4fd#bib34
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Recentemente, foi demonstrado que fragmentos do acido hialurénico apresentam propriedades
imunomoduladoras, interferindo com a maturacao e migracao de células dendriticas, inducao
da dxido sintase induzivel (iNOS), secrecdo de quimiocinas pelos macréfagos e proliferacao de

células T ativadas (MUMMERT, 2005).

1.5 Aspectos da artrite reumatoide

Como mencionado, as manifestacdes clinicas, os aspectos histopatoldgicos das lesdes e
as deformidades anatémicas descritas na pararamose guardam similaridade com as observadas
na artrite reumatoide (AR). A artrite reumatoide é uma doenca multifatorial, caracterizada por
autoimunidade, infiltracdo de células inflamatérias ativadas, hiperplasia sinovial, neo-
angiogénese e destruicdo progressiva da cartilagem e osso. Fatores ambientais e genéticos
estdo envolvidos na patogénese da destruicdo das articulacbes e da desabilidade. Na artrite
reumatoide, a sindvia se apresenta altamente infiltrada por células T CD4’, linfécitos B e
macréfagos (KAROUZAKIS et al., 2006).

A etiologia da artrite reumatoide nao é conhecida, mas citocinas pré-inflamatdrias, como
TNF-a e IL-1, parecem ter um papel crucial na patogénese dessa doenca, levando a um aumento
na produgdo de citocinas, quimiocinas e metaloproteinases (AREND; DAYER, 1995; KAROUZAKIS
et al., 2006; WEISSMANN, 2004). Os linfécitos T representam uma grande proporgao das células
gue invadem o tecido sinovial na artrite reumatoide. Interessantemente, a grande maioria das
células T de memdria produz IL-17, que é regulada positivamente na fase inicial da doenga, e
que pode contribuir para a inflamacdo associada a AR (CHABAUD et al.,1999; RAZA et al., 2006).
Com base nesses achados, uma questdo interessante é se tais elementos do sistema imune

estariam também envolvidos na etiologia da pararamose.

1.6 O sistema imune e suas citocinas

Em resposta a um estimulo infeccioso, dois tipos de resposta imune podem ocorrer: a

inata e a adquirida. Estas sdo distintas, mas intimamente ligadas. O sistema imune inato é um
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mecanismo de defesa que fornece protecdo imediata contra a infecgcdo ou inflamacdo. Este age
por meio do recrutamento de células do sistema imunoldgico, pela ativagdo do Sistema
Complemento, pela identificacdo e remocdo de substancias estranhas, e pela ativacdo do
sistema imune adquirido. Com o inicio da resposta imune inata, as células fagociticas, tais como
neutroéfilos, mondcitos e macréfagos, dao inicio a liberagdo de citocinas, incluindo o fator de
necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL), como IL-1 e IL-6; além disso, ocorre a ativacdo do
sistema complemento e da resposta de fase aguda (JANEWAY JR; MEDZHITOV, 2002), que
auxiliam os anticorpos na remocdo de patdgenos ou sinalizam para a destruicdo por outras
células.

Além da imunidade inata, o organismo é capaz de estabelecer uma resposta mais
especifica, a adquirida (HANSSON et al., 2002). Quando a lesdo ocorre, ha a proliferacdo de
células T e B antigeno especificas e, para isso, é necessario o estabelecimento de uma precisa
sequéncia de eventos, incluindo apresentacdo do antigeno, liberacdo de mediadores
inflamatorios e uma complexa dindmica celular em tecidos periféricos e linfoides. Este processo,
gue envolve linfécitos e células acessérias, inclui a ativacao e expansao de células T, contracdo e
geracao de memoria (REINER; SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 2007).

As células T reconhecem o antigeno apresentado pelas células apresentadoras de
antigenos e estimulam as células B a produzirem anticorpos para o dado antigeno (HANSSON et
al., 2002). A quantidade e a duracdo da apresentacdo de peptideos antigénicos e o meio
inflamatorio, resultante do reconhecimento de padrées de “ndo-self”, por receptores
“scavenger” como Toll (TLRs) e Nod, que podem ser encontrados na superficie ou no citoplasma
das células apresentadoras de antigenos, exercem uma funcdo crucial na determinacdo da
qualidade das células T ativadas (FRITZ et al., 2006; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004). A ativacao das
células T acontece, geralmente, em dareas especializadas de drenagem dos 6rgdos linfoides, tais
como linfonodos e baco, locais onde os linfécitos T naive sdo estimulados (CASTELLINO;
GERMAIN, 2006; CASTELLINO et al., 2006).

Estudos sobre a funcdo das células B tém indicado que estas ndo sdo apenas precursoras
dos plasmécitos, mas desempenham um papel essencial na regulacdo da resposta imune.

Dentre as fungdes das células B incluem-se a apresentacdo de antigenos, producao de citocinas,
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organogénese linfoide, diferenciacdo das células T efetoras e modulacao da funcdo das células
dendriticas (LIPSKY, 2001). As células B ativadas expressam, em niveis elevados, o complexo
principal de histocompatibilidade de classe || (MHC) e moléculas co-estimuladoras, e sao quase
tdo eficazes quanto as células dendriticas em sua capacidade de apresentar antigenos
(MACATONIA et al., 1995).

A molécula CD19 é um coreceptor especifico de células B e estd expressa desde os
estagios iniciais de desenvolvimento desta célula. Tem sido demonstrado que esta molécula
apresenta capacidade de acentuar a sinalizagao através do BCR, reduzindo o limiar de ativagao
destas células (CARTER; FEARON, 1992). Na membrana plasmdatica das células B, a molécula
CD19 é encontrada predominantemente associada a um complexo proteico composto por CD21
(CR2), CD81 (TAPA-1) e leu-13 (FEARON; CARROLL, 2000). O complexo CD19-CD21 é crucial para
a funcdo da célula B, como a secre¢do de anticorpos, formagao de centros germinativos e
maturacdo de afinidade (AHEARN et al., 1996; RICKERT; RAJEWSKY; ROES, 1995).

Os mondcitos estdo presentes nos sitios de entrada dos antigenos, podendo ser,
também, encontrados no sitio de ativacdo das células T; estas células expressam receptores de
reconhecimento de padrdo, tais como receptores do tipo Toll. Alguns trabalhos tém sugerido
gue os mondcitos possam ter efeitos importantes sobre a polarizacdo e expansdo de linfdcitos
e, também, possam contribuir para a ativacdo primaria e resposta das células T de memdria em
humanos e camundongos (AUFFRAY et al., 2007; EVANS et al., 2007; GEISSMANN; JUNG;
LITTMAN, 2003; KRUTZIK, 2005; LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007; PALFRAMAN et al., 2001;
SERBINA; PAMER, 2006). Considerados precursores das células dendriticas (DC), foi mostrado,
recentemente, que os mondcitos podem exercer fungao distinta, quando comparados as células
dendriticas, na indugdo da resposta imune (EVANS et al., 2007).

A funcdo das células dendriticas (DC) é absolutamente essencial para a ativacdo e
regulacdo das respostas das células T (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998). Elas sdo capazes de
processar e apresentar os antigenos de patégenos, células infectadas ou, até mesmo, de células
alteradas, expressando peptideos ligados as moléculas do complexo de histocompatibilidade

(MELLMAN; STEINMAN, 2001). No entanto, o resultado da apresentacdo do peptideo antigénico
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pelas DCs pode levar tanto a uma imunidade protetora, quanto a tolerancia ou a autoimunidade
(STEINMAN; BANCHEREAU, 2007; STEINMAN; NUSSENZWEIG, 2002).

A polarizacao das células TCD4 depende da diferenciacdo das células T naive em subtipos
de células efetoras tais como: Thl, Th2, Treg e Thl7, com fung¢bes antagbnicas como
estabelecimento da inflamag¢do ou tolerancia, respostas imunes agressivas ou protetoras
(SUNDRUD; RAO, 2007). Por outro lado, os linfécitos TCD8 representam as principais células
efetoras na resposta imune adaptativa contra microrganismos intracelulares (BADOVINAC;
HARTY, 2006).

As células apresentadoras de antigenos desempenham um papel fundamental na
diferenciacdo dos linfécitos Th. As células dendriticas, preferencialmente, induzem uma
resposta Thl pela producdo de IL-12 (MACATONIA et al.,, 1995), enquanto as células B
promovem o desenvolvimento de células Th2 (MASON, 1996). Alternativamente, as células B
podem influenciar o balanco Th1/Th2 pela regulagdo da func¢do das células dendriticas e, dessa
forma, a IL-10 produzida pelas células B ativadas inibe a producdo de IL-12 pelas células
dendriticas, promovendo, assim, a diferenciacdo em células Th2 (SKOK; POUDRIER; GRAY, 1999).

Como visto, muitos sdo os fatores que influenciam a diferenciagao das células em Th1 ou
Th2, incluindo a dose de antigeno, a natureza e o grau de coestimulacdo, e o meio de citocinas

em torno das células em diferenciacao.

1.7 O sistema complemento

O sistema complemento, uma das primeiras linhas de defesa da imunidade inata, € um
dos principais mecanismos pelo qual o corpo reconhece substancias estranhas e patdgenos
(HOLERS, 2003). Este sistema é composto por mais de 35 proteinas, dentre elas reguladores e
receptores ligados a membrana, bem como proteinas do plasma que interagem com varias
células e mediadores do sistema imune (MASTELLOS et al., 2003). Estas interagdes variam de
acordo com o contexto fisiopatoldgico e ocorrem em diferentes etapas da reacdo imune.

A principal fungdo do complemento tem sido associada ao reconhecimento e eliminagao

de patdgenos por meio da lise direta (MOFFITT; FRANK, 1994) e/ou estimula¢do da fagocitose
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(BROWN, 1991; MUELLER-ORTIZ; DROUIN; WETSEL, 2004). Entretanto, nas ultimas décadas tem
se comprovado que este pode também exercer fungdes imunorreguladoras importantes, tais
como de potencializar a resposta imune humoral (BARRINGTON, et al., 2009; FEARON;
LOCKSLEY, 1996; MOLINA et al., 1996), por meio da interacdo dos fragmentos C3d aos
receptores CD21 (CR2) e CD35 (CR1), presentes em células dendriticas foliculares e células B;
auxiliar na manutencdo de células secretoras de anticorpos e células B de memodria
(BARRINGTON et al., 2001); reduzir o limiar de ativacdo das células T especificas (KAYA et al.,
2001); modelar o desenvolvimento do repertério de anticorpos naturais (FLEMING et al., 2002)
e regular a tolerancia a antigenos nucleares proprios, tais como DNA e cromatina (BOACKLE et
al., 2001; CARROLL, 2000; PICKERING et al., 2000; PRODEUS et al., 1998; WU et al., 2002). Outra
fungdo bioldgica do sistema complemento inclui a remogado de “debris” indesejaveis, tais como
células apoptoticas e necréticas (MARKIEWSKI; LAMBRIS, 2007). Em adigdo as suas fungdes
imunorreguladoras, muitos estudos tém sido realizados sobre a funcdo patogénica do
complemento em doencas inflamatdrias, autoimunes e isquémicas (HOLERS, 2003).

O sistema complemento é ativado por trés mecanismos, os quais permitem que o
organismo responda a eventos inflamatérios, infecciosos, isquémicos ou necréticos, bem como
a antigenos proéprios e estranhos (CARROLL, 1998; DALMASSO, 1986). Assim, a Via Cldssica é
ativada pela ligacdo de Clq, que forma um complexo pentamérico, na presenca de Ca?, com
um tetramero de serinoproteases Clr, e Cls,, as regides Fc de anticorpos IgM (DUNCAN;
WINTER, 1988; REID, 1986) e certos isotipos de IgG, complexados aos antigenos (LACHMANN;
HUGHES-JONES, 1984). A interacdo de Clg ao anticorpo permite a ativacdo de Clr, e este,
ativado, cliva Cls, que por sua vez atua sobre os componentes C4 e C2 formando o complexo C3
convertase (C4b2a) e agindo, posteriormente, sobre C3 e formando a C5 convertase C4b2a3b
(SIM; REID, 1991).

Em adicdo, a via classica pode ser ativada, de maneira independente de anticorpo, por
outros agentes como a proteina C reativa (CRP) e a proteina amiloide sérica (SAP) (GEWURZ;
ZHANG; LINT, 1996; STEEL; WHITEHEAD, 1996), que podem se ligar a alvos tais como cromatina,
permitindo que o complemento seja ativado na superficie de células que estdo morrendo por

necrose (BICKERSTAFF et al., 1999; BIRO et al., 2007). Além disso, esta via também pode ser
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ativada por fosfatidilserina, mecanismo importante para a eficiente remoc¢do de células
apoptoticas (PAIDASSI et al., 2008).

A Via Alternativa é a forma mais ancestral de ativacdo do complemento, pois em
invertebrados marinhos, como os equinodermos, foram identificados o componente C3 e uma
sequéncia semelhante a do fator B, indicando a presenca da via alternativa ja nestas espécies
animais (SMITH; CLOW; TERWILLIGER, 2001). Ela é primeiramente ativada sobre a superficie de
patdégenos ou outros alvos por um processo denominado de “tickover”, mecanismo de
autoativa¢do (MULLER-EBERHARD, 1988).

O “tickover” ocorre em uma razao de 1% por hora do total de C3 do soro, quando este
sofre, espontaneamente e em solucdo, alteracdo conformacional, gerando uma forma
denominada C3(H,0), o que entdo permite que o fator B interaja com esta forma molecular.
Quando ligado ao C3(H,0) e na presencga de Mg2+, o fator B pode ser clivado em Ba e Bb, pelo
fator D. Este processo gera uma C3 convertase, C3(H,0)Bb, que é relativamente instavel, com
uma meia-vida de 90 segundos sob condi¢des fisioldégicas (MEDICUS; GOTZE; MULLER-
EBERHARD, 1976; PANGBURN; MULLER-EBERHARD, 1986), sendo, dessa forma, estabilizada pela
properdina (FEARON, 1979; FEARON; AUSTEN, 1975). A C3 convertase cliva moléculas adicionais
de C3, resultando na geracdo de C3b que se liga covalentemente a superficies alvo, por meio da
sua ligagao tioéster.

Em adicdo, a via alternativa pode ser iniciada por um mecanismo chamado “al¢a de
amplificacdo”, no qual o C3b, gerado pela ativacdo das vias classica ou das lectinas, é fixado
sobre uma superficie alvo e este se liga ao fator B, resultando, novamente, em mudanca
conformacional do fator B e permitindo sua clivagem pelo fator D, de forma similar ao processo
de “tickover” (MULLER-EBERHARD, 1988; THURMAN; HOLERS, 2006). De outro modo, ela
também pode ser ativada ou amplificada, respectivamente, por imunocomplexos contendo IgA
(SCHAAPHERDER et al., 1995) e por certos autoanticorpos, designados fatores nefriticos, que
podem estabilizar a C3 convertase e impedir seu decaimento espontaneo (LEVY et al., 1998).

Recentemente, outro mecanismo de ativacdo da via alternativa foi proposto. Neste, a
properdina reconheceria a superficie alvo, se ligaria e iniciaria a ativacao local da via alternativa

(KEMPER; HOURCADE, 2008; KIMURA et al., 2008; SPITZER et al., 2007; STOVER et al., 2008).
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A mais recente via identificada, de ativacdo do complemento, é a das Lectinas, ativada
pela interacdo da lectina de ligacgdo a manose (MBL) a residuos repetitivos de manose,
presentes na superficie de microrganismos (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006). As MBLs estao
complexadas a serinoproteases denominadas de MASP (Mannan-binding lectin Associated
Serine Protease) (WONG et al., 1999). A familia MASP consiste das enzimas MASP-1, -2 e -3 e a
MAp-19 (proteina de 19 kDa associada a MBL), forma truncada de MASP-2 com auséncia de
atividade enzimatica, também chamada de sMAP. As trés MASPs tém organizagdao de dominios
idéntica, os quais sdo semelhantes as duas serinoproteases da via classica, C1r e C1s (SWIERZKO
et al., 2009). Dessa forma, uma vez a MBL ligada ao alvo, as MASPs s3ao ativadas de maneira
similar a Clr e Cls, resultando na clivagem de C4 e C2, para formar a C3 convertase C4b2a,
produto comum a ativacdo das vias classica e das lectinas (HARMAT et al., 2004; THIEL et al.,
1997).

Acredita-se que MASP-2 exerca importante funcdo na ativacdo inicial da via das lectinas,
clivando C4 e C2, com alta eficiéncia (DUNCAN; WIJEYEWICKREMA, 2008; GAL et al., 2007,
HAJELA et al., 2002; MATSUSHITA; ENDO; FUJITA, 2000; ROSSI et al., 2001; THIEL et al., 2000),
pois apods a ligacao do complexo MASP-MBL ou MASP-ficolina a estrutura alvo, esta pode sofrer
auto-ativacdo (GAL et al., 2005). Recentemente, a cooperacdo entre MASP-2 e MASP-1 na
ativagdo do complemento foi descrita por Moller-Kristensen et al. (2007) e Takahashi et al.
(2008). Alguns estudos demonstraram que MASP-1 pode clivar diretamente C3, de maneira a
contornar a clivagem de C4/C2, resultando na ativacdo da via alternativa (MATSUSHITA; FUJITA,
1995; ROSSI et al.,, 2001; TAKAHASHI et al.,, 2007). A funcdo de MASP-3 ainda ndo esta
esclarecida, embora alguns estudos tenham mostrado que ela é capaz de inibir a atividade de
MASP-2 (DAHL et al., 2001; FUJITA, 2002).

As ficolinas M (ficolina-1), L (ficolina-2) e H (ficolina-3), que comp&em outra familia de
lectinas do soro e que estdo igualmente associadas as MASPs (LUH et al., 2002; MATSUSHITA et
al., 2000; THIEL, 2007), além de imunocomplexos contendo IgA (ROOS et al., 2001), podem
também ativar a via das lectinas. Enquanto a MBL reconhece padrdes de carboidratos, as
ficolinas tém ampla especificidade de reconhecimento e se ligam, além de outras estruturas, a

componentes acetilados (THIEL, 2007).
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A ativacdo das vias iniciais do complemento, por qualquer um dos trés mecanismos,
resulta na formagao das C5 convertases, C3b,Bb, para a via alternativa, e C4b2a3b para as vias
classica e das lectinas, que por sua vez clivam C5 que inicia a via litica do complemento. C5a é
uma potente anafilatoxina e C5b permite a associacdo dos componentes terminais do
complemento, formando o complexo C5b-9, também conhecido como MAC (MOLLNES; SONG;
LAMBRIS, 2002; WALPORT, 2001a, b). A via terminal é altamente potente e responsavel por
muitas reacdes inflamatdrias induzidas pela ativacdo inicial, particularmente por meio do
receptor para C5a. Uma reduzida amplificagdo da via alternativa, em muitos casos, pode
atenuar os efeitos da ativacdo da via terminal, embora ativacdo direta de C5, sem o prévio

envolvimento de C3, tenha sido também recentemente postulada (HUBER-LANG et al., 2006).

1.7.1 Andfilatoxinas

As anafilatoxinas, geradas pela ativacdo do sistema complemento, C3a, C4a e C5a,
exercem importantes fun¢des no processo inflamatério (GASQUE, 2004; MARCEAU; LUNDBERG;
HUGLI, 1987; MULLER-EBERHARD, 1988). Elas sao pequenos polipeptideos, constituidos de 74 a
77 aminoacidos, com 38% de identidade de aminodcidos, compartilhando, portanto, alto grau
de homologia estrutural, bem como sobreposicdo de fungdes na geragao da resposta
inflamatdria. No entanto, tem sido mostrado que C5a é mais potente que C3a e C4a na indugao
de respostas biologicamente relevantes (EMBER; HUGLI, 1997; KOHL, 2001). As anafilatoxinas
possuem sequéncias pentapeptidicas na porcao C-terminal, altamente conservadas, necessarias
a ativacdo de seus receptores (CAPORALE et al., 1980; FERNANDEZ; HUGLI, 1976, 1978; GORSKI;
HUGLI; MULLER-EBERHARD, 1979).

As diferencas quantitativas entre as atividades de C4a e de C3a e C5a sdo consideraveis.
C4a expressa somente 1% da atividade espasmogénica de C3a e somente 0,05% da de C5a. Na
pele humana, C3a é 100 vezes e C5a, aproximadamente, 25.000 vezes mais ativos do que C4a
(GORSKI; HUGLI; MULLER-EBERHARD, 1979).

As anafilatoxinas sdo potentes mediadores inflamatdrios que atuam sobre um amplo

espectro de células imunes e ndao imunes e podem regular a vasodilatacdo, aumentar a
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permeabilidade dos vasos sanguineos e induzir a contracdo dos musculos lisos (EMBER; JAGELS;
HUGLI, 1998). Em macrdéfagos, neutréfilos e eosindfilos, podem ativar a explosdo respiratéria
(ELSNER et al., 1994a,b). Basoéfilos (KRETZSCHMAR et al., 1993) e mastécitos (el LATI;
DAHINDEN; CHURCH, 1994) reagem a estimulagdo das anafilatoxinas com liberagdo de
histamina. Em eosindfilos, C3a e C5a regulam a producao da proteina cationica eosinofilica, a
adesdo as células endoteliais, bem como sua migracdo (DISCIPIO et al., 1999; TAKAFUJI;
TADOKORO; ITO, 1996). Em adicdo, as anafilatoxinas sdo também conhecidas por influenciar a
geracdo de respostas imunes adaptativas (TEMPERO et al., 1997; ULRICH et al., 2000).

A anafilatoxina C3a é capaz de modular a sintese de IL-6 e TNF-a pelas células B e
mondcitos (FISCHER; HUGLI, 1997; FISCHER; JAGELS; HUGLI, 1999), além de suprimir a indugdo
de resposta imune policlonal (FISCHER; HUGLI, 1997) e regular, negativamente, a resposta Th2 a
antigenos inoculados epicutaneamente (KAWAMOTO et al., 2004). A anafilatoxina C5a tem
habilidade de promover, além da expressdo de TNF-a, PGE,, IL-6 e IL-8, em macrdfagos
derivados de monécitos (EMBER et al., 1994; KACANI et al., 2001; SCHOLZ et al., 1990; SORURI
et al., 2003), a capacidade de regular positivamente o receptor de complemento do tipo 3 (CR3)
(MOLLNES et al., 2002; SCIESZKA et al., 1991). Esta anafilatoxina é também um poderoso
guimioatraente para macrdfagos, neutrdfilos, células B ativadas, células T, basofilos e
mastdcitos (AKSAMIT; FALK; LEONARD, 1981; EHRENGRUBER; GEISER; DERANLEAU, 1994; LETT-
BROWN; LEONARD, 1977; NATAF et al., 1999; OTTONELLO et al., 1999). Somente este ultimo,
migra em direcdo ao gradiente de C3a (HARTMANN et al.,, 1997). Observou-se que C4a é
desprovido de atividade quimioatraente (GORSKI et al., 1979).

Em adicdo as suas propriedades pré-inflamatdrias, as anafilatoxinas tém capacidade de
regular a regeneracdo e a fibrose tecidual (ADDIS-LIESER; KOHL; CHIARAMONTE, 2005;
HILLEBRANDT et al., 2005; MASTELLOS et al., 2001; STREY et al., 2003).

As anafilatoxinas C3a e C5a se ligam a trés receptores, pertencentes a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR) (EMBER; HUGLI, 1997; GASQUE, 2004). Os receptores
para C3a é o C3aR e para C5a sdo o C5aR e o C5L2. Eles compartilham alta homologia de
sequéncia (LEE et al.,, 2001), mas diferem na especificidade do ligante, capacidade de

transducdo de sinal e fungdo. Existem trabalhos demonstrando que, em humanos, o C3a ndo
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compartilha o mesmo receptor com o C4a (AMES et al., 1997; LIENENKLAUS et al., 1998), sendo

o receptor para C4a ainda desconhecido.
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6 CONCLUSOES

Em conjunto, os dados obtidos no presente trabalho demonstram a existéncia, no
extrato das cerdas da lagarta de Premolis semirufa, de uma mistura de diferentes enzimas que
podem, talvez em conjunto, atuar na geracao e desenvolvimento das manifestacdes clinicas da
doenca. Além disso, sugerem a presenca de componentes no extrato capazes de ativar o
sistema complemento, gerando anafilatoxinas. Os dados ainda demonstram que, em modelo
murino, o extrato das cerdas induz mudancas no fendtipo de ativacdao dos linfécitos T e das
células apresentadoras de antigeno, o recrutamento de neutréfilos e macréfagos para o sitio da
inoculacdo e producdo de citocinas proé-inflamatérias. Estas alteracdes podem explicar a intensa
e prolongada resposta inflamatdria que caracteriza esta desordem, uma vez que o extrato das
cerdas induz ativagao de linfécitos B e alta produgdo de anticorpos, na auséncia de adjuvante. A
analise da reatividade dos anticorpos, presentes em soros de camundongos ndo imunizados,
revela reatividade cruzada com antigenos do extrato das cerdas da lagarta, o que pode também
contribuir na génese das reacdes inflamatdrias da pararamose.

E possivel que, a grande producdo de anticorpos, o qual propicia a formacdo de
imunocomplexos e todos os efeitos deletérios decorrentes da sua deposicdo, a presenca de
componentes ativados do complemento, bem como o recrutamento de células inflamatérias,
sejam alguns dos elementos responsaveis para o estabelecimento da pararamose. O esquema

abaixo sumariza os resultados obtidos no presente estudo.
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