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RESUMO

MELO, A. V. Identificacio de protease(s) endégena(s) de eritrécitos humanos, ativada(s)
por esfingomielinases D de venenos de aranhas Loxosceles, envolvidas no fenomeno de
hemdlise dependente de complemento. 2010. 96 f. Dissertagao (Mestrado em Imunologia) -

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A hemolise intravascular, decorrente do envenenamento por aranhas Loxosceles, ¢ dependente da
acdo da esfingomielinase D (SMase D), que se liga @ membrana dos eritrdcitos e ativa protease(s)
responsaveis pela remoc¢ao de porgdes das moléculas de glicoforina ricas em acido sialico,
tornando as células sensiveis a agao litica do Sistema Complemento autélogo. O presente estudo
teve por objetivo identificar a natureza das possiveis proteases de membranas envolvidas neste
processo. A SMase D P2 recombinante de L. intermedia foi expressa, purificada e apresentou suas
fungdes biologicas ativas, sendo capaz de induzir hemoélise dependente de complemento autologo,
de forma dose dependente, e de hidrolisar esfingomielina. O tratamento das células com a SMase
D P2 induziu a clivagem glicoforinas A e C, mas ndo alterou a expressou de marcadores como
Kell, CD59, DAF e CRI1. Porém, promoveu a deposicao de Clq, C3, C4, C5b-9, fator B e
properdina. A hemolise dependente de complemento, induzida pela SMase D, foi reduzida pelo
pré-tratamento das células com inibidores de metaloproteinases, galardina, bestatina e
fenantrolina, mas nao por PMSF, inibidor de serinoproteinase, e simvastatina, inibidor de elastase
e de MMP-9. A atividade proteolitica das membranas de eritrocitos foi explorada pelo uso de
substratos de fluorescéncia apagada. As preparagdes de membranas possuem atividade basal
diante dos peptideos utilizados. Porém, o tratamento com a SMase D P2 aumentou a atividade
proteolitica das membranas, em relagdo ao controle, somente frente ao substrato Abz-FRSSR-
EDDnp. A pré-incubagdo com PMSF, simvastatina e fenantrolina preveniu este aumento. Em
suma, os resultados obtidos sugerem que as SMases D de L. intermedia ativam proteases na
membrana de eritrocitos envolvidas na transformacdo dos eritrocitos humanos em células
ativadoras de complemento autélogo e que sdo sensiveis a agdo de inibidores de
metaloproteinases e outras, sensiveis a inibidores de serinoproteinases, que parecem ndo estar
diretamente envolvidas no fenomeno de hemolise, mas cujo papel biologico precisa ser

esclarecido.
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Hemolise Intravascular. Proteases Endogenas.



ABSTRACT

MELO, A. V. Identification of human erythrocyte endogenous protease(s), triggered by
sphingomyelinases D from Loxosceles spiders venom, involved in the phenomenon of
complement-dependent hemolysis. 96 f. Master thesis - Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo, 2010.

Intravascular hemolysis caused by poisoning by spiders Loxosceles, is dependent on the
sphingomyelinase D (SMase D) action, a toxin that binds to the erythrocyte membrane,
promoting the and activates protease(s) responsible for removal of the enriched sialic acid
portions from glycophorins molecules, rendering the cells sensitive to the lytic action of the
autologous complement system.. This study aimed to identify possible membrane proteases
involved in this process. The toxin was expressed, purified and showed to be functionally
active, being able to render erythrocytes susceptible to the autologous complement-dependent
lysis, in a dose dependent manner, and to hydrolyze sphingomyelin.. Treatment of human
erythrocytes with the toxin caused the removal of the membrane glycophorins, but did not act
on Kell, CD59, DAF and CRI1 and induced deposition of Clq, C3, C4, C5b-9, factor B and
properdin. Complement-dependent hemolysis, induced by the toxin, was prevented by
pretreatment with inhibitors of metalloproteinases, galardin, phenanthroline and bestatin, but
not with PMSF, a serine proteinase inhibitor, and simvastatin, an inhibitor of elastase and
MMP-9. The proteolytic activity of erythrocyte membranes was explored by using fluorescent
substrates. In these assays, it was found that the membrane preparations have basal activity
upon the peptides used. However, after treatment with SMase D, the proteolytic activity of the
membranes was higher than the control using the substrate Abz-FRSSR-EDDnp. The pre-
incubation with PMSF, simvastatin and, to a lesser degree, with phenanthroline, prevented the
increase of this activity. In conclusion, the results suggest that SMase D from L. intermedia
spider venom is capable of activating proteases in red blood cells membrane involved in the
transformation of human erythrocytes in autologous cell complement activator and which are
sensitive to the action of metalloproteinases inhibitors, and others, sensitive to serine
proteinases inhibitors, which appear not to be directly involved in the phenomenon of

hemolysis and whose biological role has yet to be clarified.

Keywords: Loxosceles spiders. Sphingomyelinase D. Glycophorins. Complement System.

Intravascular hemolysis. Endogenous proteases.



1 INTRODUCAO

1.1 Aranhas Loxosceles sp

1.1.1 Biologia

As aranhas pertencem a ordem Araneae, uma das maiores da classe Arachnida
contendo aproximadamente 41.250 espécies, distribuidas em cerca de 110 familias e 3.750
géneros (PLATNICK, 2009). O género Loxosceles Heineken & Lowe, 1832 (Figura 1),
contido na familia Sicariidae, reine aranhas de pequenas dimensdes, com comprimento
corporal de 1 a 5 cm, pernas relativamente finas e alongadas e seis olhos dispostos em um
padrao caracteristico de trés diades em formato de U. Tais diades sdo uma caracteristica que
facilita a identificagdo do género, uma vez que se opdem ao padrdo comum de oito olhos,
encontrado na maioria das aranhas (MALAQUE et al., 2002). Conhecidas popularmente
como aranhas-marrom, alguns espécimes podem apresentar um formato de violino no dorso
de seu cefalotorax. Entretanto, por ndo ser uma caracteristica comum a todos os individuos, o
reconhecimento do género nao deve ser baseado somente na presenga desse formato, a fim de

se evitar possiveis enganos (SWANSON; VETTER, 2006).
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Figura 1. Aranha-marrom Loxosceles intermedia.

Fonte: Adaptado de da Silva et al., 2004.



Estas aranhas possuem habito predatério noturno e sdo ndo-cursoriais, preferindo
habitar lugares secos, escuros e tranqiiilos, como cascas de arvores, cavernas e sob paus e
pedras. Adaptam-se muito bem as condi¢des domiciliares, alojando-se atras de quadros,
moveis, cantos de comodos, além de roupas e sapatos, sempre ao abrigo da luz direta
(FISCHER, 1996; LUCAS, 1988; RIBEIRO et al., 1993). Fischer et al. (2005) relataram que
as espécies Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta sao ausentes em ambientes naturais, mas
predominam em ambientes caseiros, tendo preferéncia por substratos como madeira, papel e

material de construcao.

1.1.2 Distribuicido e Epidemiologia

A distribuicdo geografica desse género é bastante ampla, compreendendo a Africa,
Américas do Norte ¢ do Sul, e algumas partes da Asia e Europa (FUTRELL, 1992;
MARTINS et al., 2002; GERSTSCH, 1967). No Brasil, atualmente sao dez espécies descritas:
L. adelaida, L. amazonica, L. anomala, L. gaucho, L. hirsuta, L. immodesta, L. intermedia, L.
laeta, L. puortoi e L. similis (PLATNICK, 2009). A maioria destas, por predominar no
ambiente silvestre, ndo tem sido avaliada quanto ao risco a saide humana. Entretanto, as
espécies L. gaucho Gerstch, 1967, L. intermedia Mello-Leitdo, 1934 e L. laeta Nicolet, 1849,
presentes no ambiente antropico, sdo os agentes responsaveis pela maioria dos acidentes
causados pelo género (WASSERMAN; ANDERSON, 1983-1984).

A Organizagdo Mundial da Satde considera aranhas pertencentes aos géneros
Loxosceles sp, Latrodectus sp e Phoneutria sp clinicamente importantes. Os acidentes
causados por picadas de aranhas venenosas sdo notificados ao Ministério da Saude e
registrados no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN). Entretanto,
somente a partir de 2006 os casos de acidentes estdo mais bem contabilizados. Segundo os
dados do SINAN exibidos no Tabela 1, dos 43.886 acidentes provocados por picada de
aranhas venenosas no pais desde 2006, 17.356 foram atribuidos ao género Loxosceles,

correspondendo a 40% dos acidentes araneidicos.



Quadro 1 — Notificacdes de acidentes causados por animais peconhentos registradas no sistema

de informacio de agravos de notificacado (SINAN Net) entre 2006 e 2008

UF Notificacio Ign/Branco | Phoneutria | Loxosceles | Latrodectus Oufr.a Total
espécie
Rondonia 43 19 11 0 14 87
Acre 18 6 5 2 10 41
Amazonas 72 9 20 4 36 141
Roraima 12 2 2 0 6 22
Para 262 49 66 12 70 459
Amapa 13 0 2 0 2 17
Tocantins 27 4 6 0 15 52
Maranhao 29 3 21 0 22 75
Piaui 33 3 7 2 14 59
Ceara 57 8 16 2 24 107
Rio Grande do Norte 84 6 10 2 38 140
Paraiba 59 4 6 2 5 76
Pernambuco 89 8 16 13 14 140
Alagoas 47 3 6 17 12 85
Sergipe 65 1 4 0 8 78
Bahia 251 26 49 27 59 412
Minas Gerais 1.811 541 499 30 588 3.469
Espirito Santo 258 103 43 6 135 545
Rio de Janeiro 215 49 72 2 36 374
Sio Paulo 2.333 1.045 460 25 669 4.532
Parana 2.928 1.981 11.882 12 2.926 19.729
Santa Catarina 2.758 1.497 3.228 32 1.856 9.371
Rio Grande do Sul 1.573 440 843 9 462 3.327
Mato Grosso do Sul 53 7 7 3 7 77
Mato Grosso 102 17 22 2 39 182
Goias 155 19 48 3 25 250
Distrito Federal 32 1 5 0 1 39
Total 13.379 5.851 17.356 207 7.093 43.886

FONTE: Ministério da Sauade, 2009.




Os estados de Santa Catarina e Parand, onde a espécie L. intermedia ¢ predominante
(GONCALVES-DE-ANDRADE et al.,, 2001, MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005),
notificaram ao SINAN cerca de 92% dos casos de loxoscelismo (MINISTERIO DA SAUDE,
2009). Tal importancia do loxoscelismo nos estados do Sul j& havia sido descrita por Ribeiro
et al. (1993), Sezerino et al. (1998), Malaque et al. (2002), Cristiano et al. (2009) e Marques-
da-Silva e Fischer (2009), que também relataram uma maior incidéncia de acidentes nos
meses mais quentes do ano — Dezembro a Maio, periodo no qual as aranhas aumentam sua
atividade.

Apesar dessas aranhas nao apresentarem comportamento agressivo, 0 maior contato
com o ser humano, em razdo da destruicdo de seu habitat natural, tem facilitado a ocorréncia
de acidentes domésticos. As picadas geralmente sdo defensivas, sendo que em 60% dos casos
os acidentes acontecem devido a compressao do animal contra o corpo da vitima enquanto
esta dorme ou se veste. Estudos realizados com os acidentados indicaram que as regidoes do
abdomen, gluteos e parte interna das coxas sdo onde se desenvolvem as piores lesdes e
cicatrizes. Dessa forma, cuidados com calcados e vestimentas sdo imprescindiveis na

prevengcio de tais incidentes (MALAQUE et al., 2002).

1.1.3 Veneno e Esfingomielinases D

O envenenamento causado pelas aranhas-marrom promove reagdes locais e sist€émicas
importantes, embora uma aranha adulta seja capaz de inocular apenas alguns microlitros de
veneno ao picar sua vitima (DE ROODT et al., 2002; KURPIEWSKI et al., 1981), contendo
ndo mais que 30 pg de toxina (TAMBOURGI et al., 2000).

O estudo da composicdo do veneno de aranhas Loxosceles revelou a presenga de
colagenases, esfingomielinases D (SMases D), fosfatase-alcalinas, fosfohidrolases,
hialuronidades, metaloproteinases, peptidases e 5’-ribonucleotidase (DA SILVEIRA et al.,
2002; FEITOSA et al., 1998; FORRESTER et al., 1978; FUTRELL, 1992; REES et al.,
1985). As enzimas fosfatase-alcalina, 5’-ribonucleotidase, fosfohidrolase e hialuronidase nao
possuem a capacidade de desenvolver a lesdo tipica causada pela picada, embora a
hialuronidase facilite o espraiamento gravitacional da toxina através do tecido (WRIGHT,
1973).

Apesar da variedade de elementos e das diversas atividades enzimaticas descritas para

esse veneno, a esfingomielinase D € o componente responsavel pelos sintomas observados no



quadro de envenenamento. Forrester et al. (1978) demonstraram que o veneno de Loxosceles
reclusa Gertsch & Mulaik, 1940 possui uma esfingomielinase D capaz de hidrolisar um
lipidio de membrana, a esfingomielina, gerando colina e ceramida I1-fosfato. A enzima
purificada apresentou massa molecular de 32 kDa e foi identificada como uma
dermonecrotoxina capaz de induzir lesdo tecidual quando injetada em modelos experimentais,
além de induzir agregagdo plaquetaria (KURPIEWSKI et al., 1981).

Tambourgi et al. (1995) demonstraram que os venenos de L. gaucho, L. intermedia e
L. laeta contém elementos que preparam os eritrocitos humanos para a lise mediada pelo
sistema complemento autdlogo. A caracterizacdo bioquimica do veneno de L. intermedia
revelou a presenca de uma fragdo com proteinas com massa molecular de 35 kDa,
denominada F35, capaz de tornar os eritrocitos susceptiveis a lise pela via alternativa do
sistema complemento com a utilizacdo de soro autdlogo. Esta fragdo também foi capaz de
induzir reacdo dermonecrotica caracteristica, com edema e eritema no local da inje¢do, e de
causar morte em modelo murino (TAMBOURGTI et al., 1995, 1998a,b), além de promover
um quadro semelhante ao quadro endotdxico, com a producdo de altos niveis de Fator de
Necrose Tumoral o (TNF-a) e 6xido nitrico (TAMBOURGI et al., 1998a).

A fracdo F35 foi submetida a cromatografia de fase reversa, revelando trés picos
contiguos denominados P1, P2 e P3, de acordo com a seqiiéncia de eluicdo. As toxinas P1 e
P2 mostraram ter atividade esfingomielinasica e foram capazes de induzir lise de eritrocitos
humanos, dependente da acao de proteinas do complemento, ¢ dermonecrose em coelhos. Por
outro lado, a isoforma P3 foi completamente inativa para os mesmos experimentos. Portanto,
P1 e P2 foram descritas como as toxinas responsaveis pelos efeitos locais e sistémicos
causados pelo envenenamento por L. intermedia. As atividades biologicas descritas para P1 e
P2 podem ser inibidas pela adi¢do de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), sugerindo a
dependéncia de ions para sua acdo (TAMBOURGI et al., 1998D).

Em 2004, Tambourgi et al. clonaram as esfingomielinases P1 e P2 a partir do RNA
mensageiro (RNA-m) extraido das glandulas de veneno de L. intermedia e as proteinas
recombinantes expressas foram capazes de reproduzir todas as propriedades biologicas

descritas para o veneno total e para as toxinas nativas P1 e P2.

1.1.4 Loxoscelismo

O quadro clinico causado pelo envenenamento pela picada de aranhas do género



Loxosceles ¢ denominado loxoscelismo. Ele se manifesta de duas formas bem definidas —
cutanea e sistémica, e pode ser influenciado tanto por variagdes intra- e interespecificas dos
venenos, associadas a espécie (BARBARO et al., 1996; DE OLIVEIRA et al., 2005; PRETEL
et al., 2005; TAMBOURG I et al., 1995), ao estagio do desenvolvimento (GONCALVES-DE-
ANDRADE et al., 1999), ao sexo (DE OLIVEIRA et al., 1999, 2005), a quantidade de veneno
injetada (BERNSTEIN; EHRLICH, 1986) e a regido da picada (FUTRELL, 1992), quanto por
caracteristicas do proprio paciente, como a idade e constituicdo genética (BARRETO et al.,

1990; NANCE, 1961; TAMBOURGI et al., 1998a).

1.1.4.1 Loxoscelismo Cutianeo

O loxoscelismo cutaneo ¢ a forma mais comumente descrita em acidentes por aranhas
do género Loxosceles, sendo verificada em 83% dos casos (SCHENONE, 2003). Como a
picada ¢ pouco dolorosa e a lesdo dermonecrotica ¢ de progressdo lenta, somente 10% dos
acidentados procuram atendimento médico nas primeiras 12 horas apds a picada. Nas 6 horas
iniciais surgem edema e eritema no local, que podem ser interpretados como uma reacao
alérgica. Depois de 24 horas a lesdo evolui com areas equimdticas mescladas com palidez,
denominada placa marmorea, podendo sofrer espraiamento e intensificacdo da dor local.
Geralmente, apds esse periodo, o acidentado se queixa de sensagdo de queimacdo no local,
febre alta, prurido generalizado, mialgia, vOmito, visdo turva e diarréia, justificando a
variacdo do tempo médio de procura por atendimento médico entre 12 e 48 horas apds a
picada (CARDOSO et al., 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 1998). Entre 5 ¢ 7 dias a lesdo
se delimita, formando uma crosta necrotica seca que se desprende em até 3 semanas, deixando
uma ulcera local que se cura entre 6 ¢ 8§ semanas.

Alteragdes histopatologicas incluem espessamento do endotélio dos vasos sangiiineos,
infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares, coagulacdo intravascular, vasodilatacao,
hemorragia e acumulagdo de neutréfilos ao redor dos vasos sanguineos. (FUTRELL, 1992).
Estudos do envolvimento do sistema complemento no recrutamento dos leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) revelaram que a deplecao dos leucocitos circulantes promove
inibicdo da necrose em coelhos inoculados com veneno de L. reclusa (SMITH; MICKS,
1970) e resulta na prevencao do dano vascular que seria induzido pelo veneno de L. reclusa,
injetado em camundongos (SUNDERKOTTER et al., 2001). Além disso, Tambourgi et al.

(2005) relataram a participagdo do complemento pelo recrutamento de neutrofilos, dependente



da geracdo da anafilotoxina C5a, e pela formacdo do Complexo de Ataque a Membrana
(MAC). Experimentos de deplecdo do complemento mostraram significativa redugdo na
infiltracdo de neutrofilos, embora ndo tenha evitado hemorragia nem a dissociacdo das fibras
colagenas. No entanto, foi demonstrado que a expressao de metaloproteinases de matriz
extracelular, induzidas pelas esfingomielinases D do veneno, ¢ um dos principais fatores
relacionados a patogénese do loxoscelismo cutineo (PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2006,
2007; TAMBOURG I et al., 2005).

1.1.4.2 Loxoscelismo sistémico

O loxoscelismo sistémico ¢ menos observado que o cutdneo, ocorrendo em até 16%
dos casos. Apesar disso, corresponde a forma mais grave de loxoscelismo, caracterizando-se
por disturbios hematologicos como hemodlise intravascular, responsavel por anemia
hemolitica, ictericia e hemoglobinuria. As vitimas podem evoluir com coagulagdo
intravascular disseminada e insuficiéncia renal aguda sendo, esta ultima, a principal causa de
6bito no loxoscelismo (DA SILVA et al, 2004; FUTRELL, 1992; MALAQUE, 2002;
SEZERINO, 1998).

A hemolise intravascular € um dos sintomas mais severos do loxoscelismo sistémico.
Futrell et al. (1979) demonstraram que eritrocitos humanos incubados com o veneno de L.
reclusa eram lisados por soro humano fresco. No entanto, eritrécitos ndo tratados com o
veneno ndo sofriam lise, sugerindo uma possivel participacdo do sistema complemento na
hemolise induzida por veneno.

A participag@o do sistema complemento foi analisada utilizando-se hemacias humanas
tratadas com veneno de L. intermedia e suas esfingomielinases, P1 e P2. A lise causada pelas
SMases D era dependente da ativacdo da via alternativa do complemento autélogo sobre a
superficie dos eritrocitos (TAMBOURGI et al., 1995, 1998b, 2000). Entretanto, foi verificado
que a falha na regulacdo deste sistema ndo era devida a clivagem de moléculas reguladoras do
sistema complemento, como Fator de Aceleracdo de Decaimento (DAF), Receptor tipo-1 do
Complemento (CR1) e CD59, mas sim a remocao das porgdes extracelulares ricas em acido
sidlico das moléculas de glicoforina apos o tratamento com as esfingomielinases. No entanto,
a remocao nao estava diretamente associada a agao das SMases D sobre tais moléculas, uma
vez que glicoforinas purificadas incubadas com as toxinas P1 e P2 ndo sofriam clivagem.

Desta forma, sugeriu-se que a ativacdo de uma metaloproteinase da membrana dos eritrocitos



era a responsavel pela clivagem da porg¢do extracelular das moléculas de glicoforina e
posterior ativagdo do complemento, considerando que tal hidrdlise era inibida pelo inibidor de
metaloproteinase fenantrolina. O uso de EDTA preveniu parcialmente a clivagem de
glicoforinas pela sua ligagdo a ions metdlicos, bloqueando a ligagdo das SMases D a
membrana dos eritrécitos (TAMBOURGI et al., 2000).

A via classica do complemento também pode ser ativada pela a¢do das SMases D,
uma vez que estas induzem alteragdes na membrana dos eritrocitos, resultando na perda da
sua assimetria, com conseqiiente exposicao de fosfatidilserina na superficie celular. Tal
afirmacdo € confirmada pela ligacdo com a Anexina V (TAMBOURG I et al., 2002) e pela
associac¢do direta de C1q a membrana dos eritrocitos (TAMBOURGI et al., 2007). A perda da
assimetria da membrana pode ser devido a mudang¢as na composi¢do lipidica induzidas pela
ligacdo e atividade hidrolitica da esfingomielinase D sobre a superficie dos eritrocitos (REES
et al., 1984; TAMBOURG I et al., 1995, 1998, 2000, 2002, 2004, 2007). De fato, um estudo
realizado por Foller et al. (2008) demonstrou a participacdo de esfingomielinases na
exposi¢do de fosfatidilserina na superficie de eritrocitos humanos. Segundo os autores,
situagdes estressantes provocam a entrada de calcio na célula, levando a liberagdao do Fator
Ativador de Plaquetas (PAF) pelos eritrocitos que estimula a ativacdio de uma
esfingomielinase presente na membrana celular. Uma vez ativada, ela promove a formagao de
ceramida, capaz de ativar uma enzima - escramblase, responsavel por promover a perda de
assimetria da membrana celular (FOLLER et al., 2008).

A ativagdo desses mecanismos como conseqiiéncia da acao das esfingomielinases D
do veneno assemelha-se aos mecanismos fisiologicos ativados durante a eriptose, processo de
morte celular de eritrécitos, em decorréncia de fatores como estresse oxidativo, choque
osmoatico, remocao de cloro ou deplecdao de energia. Tais estimulantes promovem a abertura
de canais de cations nao seletivos, aumentando a concentragdo de calcio citosolico. Esse
incremento ¢ um fator desencadeante de uma série de eventos que sinalizam para a retirada
dessas células da circulacdo sangiiinea. A abertura de canais de potassio sensiveis ao aumento
citosolico de calcio promove a saida de potassio para o meio extracelular. Como conseqiiéncia
ocorre a hiperpolarizagdo da membrana celular, que direciona o efluxo de cloreto e, em
seguida, a perda de agua, resultando na redug¢ao do volume celular. Uma vez que a célula
diminui seu volume celular, ocorre a ativacdo da enzima escramblase, que impede a
manutencdo da assimetria da membrana celular. Essa assimetria ¢ garantida pela enzima

flipase e consiste na conservagdo dos fosfolipideos de membrana - fosfatidilserina e



fosfatidiletanolamida na face interna e fosfatidilcolina e esfingomielina na externa. A
exposi¢ao de fosfatidilserina na face externa da membrana permite a ligacdo de receptores
presentes em macrofagos, responsaveis por retirar essas células de circulacdo (FOLLER et al.,

2008).

1.1.5 Terapia

A terapia adequada nos casos de loxoscelismo ainda € controversa. O tratamento
especifico mais comumente utilizado no Brasil € a soroterapia, que visa neutralizar as toxinas
presentes no veneno. O soro anti-aracnidico ¢ produzido pelo Instituto Butantan por
hiperimuniza¢do de cavalos com os venenos das aranhas Loxosceles gaucho, Phoneutria
nigriventer ¢ do escorpiao Tityus serrulatus. Apesar de ser mencionado como tendo o maior
potencial terapéutico contra o veneno quando administrado durante a fase aguda do
envenenamento, ainda hé divergéncias quanto a sua eficdcia na neutralizacdo dos efeitos
locais (dermonecrose) e ao periodo ideal da sua administracdo (DA SILVA et al., 2004;
HOGAN et al., 2004; PAULI et al., 2006).

Tendo em vista que as espécies Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta sdo os
principais agentes do loxoscelismo no Brasil e na América do Sul, respectivamente, de
Almeida et al. (2008) desenvolveram um novo soro, produzido contra uma mistura das
esfingomielinases recombinantes P1, P2 e SMase I das mesmas aranhas. Ensaios de
neutralizacdo das atividades hemolitica e dermonecrodtica dos venenos de L. gaucho, L.
intermedia e L. laeta demonstraram que esse soro anti-SMases D foi mais eficaz contra os
venenos de L. intermedia e L. laeta e com atividade similar ou um pouco mais fraca contra os
efeitos toxicos do veneno de L. gaucho, quando comparado ao soro anti-aracnidico.
Experimentos de neutralizagdo da capacidade dos venenos em clivar esfingomielina
mostraram menor eficacia do soro anti-aracnidico em neutralizar os venenos de L. intermedia
e L. laeta quando comparado ao soro anti-SMase D. Entretanto, como esperado, o soro anti-
aracnidico demonstrou um melhor potencial de neutralizagdo para o veneno de L. gaucho,
uma vez que esse veneno ¢ o utilizado para a producao do soro. Assim, as SMases D
mostraram-se capazes de substituir o veneno das aranhas Loxosceles para a produgdo do
antiveneno.

Paixao-Cavalcante et al. (2006, 2007), por outro lado, demonstraram que o uso da

tetraciclina pode ser uma alternativa eficaz no tratamento das lesdes dermonecroticas



provocadas pelo envenenamento por aranhas Loxosceles, uma vez que esta previne o aumento
da expressdo de metaloproteinases de matriz MMP-2 e MMP-9 e a morte de queratindcitos
por apoptose.

Outros tratamentos incluem a administragao de corticosterdides como moduladores da
resposta inflamatéria (HOGAN et al., 2004). Embora dapsona seja empregada para evitar a
migracdo e infiltracdo de neutrofilos (KING; REES, 1983), existem poucas evidéncias
clinicas de que haja prevencdo da destruicdo tecidual (BRYANT; PITTMAN, 2003). A
hemodialise ¢ indicada em casos de insuficiéncia renal (RIBEIRO et al., 1993) e a terapia com
oxigénio hiperbarico para a melhoria da vascularizacdo das areas lesionadas (SVENDSEN,
1986). Intervengdes cirtrgicas, especialmente nas maos, ndo sdo recomendadas, pois podem
aumentar os efeitos do veneno e a inflamagdo local, prolongando a injlria tecidual e
promovendo a expansao da lesdao (DA SILVA et al., 2004; PAULI et al., 2006). Em casos
muito severos de lesdo tecidual, a excisdo ¢ indicada, entretanto, somente apds 6 ou 8
semanas, pois até esse periodo o proprio organismo pode promover a cura tecidual

(ANDERSON, 1998).

1.2 Sistema Complemento

Descoberto em 1896 por Bordet, o sistema complemento foi descrito como um
componente sérico termo-estivel capaz de aumentar a opsonizacdo de bactérias por
anticorpos, facilitando a morte dos microrganismos (BORDET; GENGOU, 1901' apud
MARKIEWSKI; LAMBRIS, 2007). E uma rede complexa formada por mais de 30 proteinas
séricas ou associadas a membranas celulares que interagem com células e mediadores do
sistema imune, representando um dos principais mecanismos efetores da resposta imune inata
contra bactérias, células infectadas por virus e parasitas, e sem afetar células normais do
hospedeiro (FRANK; FRIES, 1991).

O sistema complemento participa de quatro atividades fisiologicas essenciais:

1) Defesa contra infec¢des virais por promover a geracdo do MAC na superficie dos
patogenos (MORGAN, 1989) e de opsoninas que interagem com os receptores de
superficie levando a fagocitose de particulas e microrganismos (FRANK; FRIES,
1991);

2) Geracdo de anafilatoxinas soluveis que interferem com a resposta pro-inflamatoria

local por suas atividades quimiotatica (BJORK; HUGLI; SMEDEGARD, 1985;



EHRENGRUBER; GEISER, DERANLEAU, 1994) e ativadora de leucoécitos
(ADLER et al., 1986) e pela capacidade de induzir degranulagdo dos mastdcitos e
basofilos com liberagio de histamina (BURGI; BRUNNER; DAHIDEN, 1994;
HARTMANN et al., 1997);

1BORDET, J.; GENGOU, O. Sur l’existences de substance sensibilisatrices dans la plupart des serum
antimicrobiens. French. Ann. Inst. Pasteur, 1901, v. 15, p. 289-302.

3) Ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, pela ativagao e regulacao da resposta de
linfécitos B e T (MORGAN et al., 2005);

4) Retirada de complexos imunes e produtos da injuria inflamatéria, como corpos
apoptoticos e debris celulares toxicos, assegurando prote¢do e cura ao hospedeiro

(KORB; AHEARN, 1997; OGDEN et al., 2001).

Para que o sistema complemento exerca seu papel no combate ao desequilibrio da
homeostase do hospedeiro causado pela entrada de microrganismos ele deve ser ativado,
originando, assim, uma série de fragmentos com distintas caracteristicas e fungdes
especificas. A ativagao se da por trés vias, cada uma sendo desencadeada por fatores distintos,
mas que convergem a uma via comum a partir da clivagem de C3 (EHRENGRUBER;
GEISER; DERANLEAU, 1994; FRANK, 1989; ITURRI-YAMAMOTO, 2001).

A via alternativa ¢ a mais antiga delas e envolve C3, fator B, fator D e properdina. Sua
ativacdo nao depende da presenca de complexos imunes, mas da sua interacdo com particulas
pobres em acido sidlico na sua superficie, como parede de bactérias e leveduras, além do fator
de veneno de cobra. Tal interacdo levara a deposicdo de C3 nas células alvos, iniciando a via
alternativa (FARRIES et al., 1988). A via classica — envolvendo os componentes Clq, Clr,
Cls, C4, C2 e C3, ¢ ativada primariamente pela ligacdo do componente Clq a complexos
imunes, mas este também pode reagir com moléculas ndo imunes como polidnions —
lipopolissacarideos bacterianos, DNA e RNA — proteina C reativa (PCR), componente
amiléide P sérico (SAP) e alguns componentes da membrana de bactérias, fungos e virus
(GEWURZ et al., 1993). A terceira via de ativagdo do complemento ¢ dependente da acao de
uma lecitina ligadora de manose (MBL), membro das colectinas — familia de lecitinas
dependentes de calcio, que tem estrutura similar a de Clq (JACK; KLEIN; TURNER, 2001;
PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001). A atividade proteolitica da MBL foi descoberta
pela sua capacidade em causar lise de eritrécitos de carneiro recobertos por manose (IKEDA

et al., 1987). A MBL ativa o complemento pela sua interagdo com duas proteases,



denominadas serinoproteases associadas a MBL (MASP) MASP-1 e MASP-2, homologas a
Clr e Cls, respectivamente. MASP-2 cliva tanto C2 quanto C4, enquanto MASP-1 cliva C2,
mas ndo C4, e também pode clivar C3H,0, mas ndo C3 (AMBRUS et al., 2003; ROSSI et al.,
1998).

O resultado final da ativagdo das trés vias é o acionamento da via terminal, que
promove a unido dos componentes C5, C6, C7, C8 e C9, levando a geracdo do MAC, também
denominado complexo C5b-9, responsdvel por formar poros na membrana que permitirdo a
passagem de agua, ions e outros constituintes, levando a lise celular por desequilibrio

osmotico (MORGAN, 1989).

1.3 Eritrocitos

Eritrocitos maduros sdo células originadas da medula 6ssea desprovidas de ntcleo,
ribossomos e mitocOndrias, incapazes de sofrer divisdo celular e realizar reagdes oxidativas
baseadas em mitocondrias e sintese protéica (BUNN, 1991; VOLPE, 1993). Elas representam
25% das células totais de um individuo humano adulto e possuem vida média de
aproximadamente 120 dias.

As principais fungdes destas células sdo o transporte de nutrientes e oxigénio e a
mediacdo da producgdo de didxido de carbono. Tais papéis sdo realizados pela hemoglobina,
uma proteina de 64 kDa cuja abundancia representa mais de 95% das proteinas
citoplasmaticas dos eritrocitos. Por causa dessa funcao, os eritrocitos estdo em constante
contato com células e tecidos de todo o organismo. Estas interagdes com o meio extracelular
sdo mediadas pela membrana plasmatica, que consiste de uma bicamada lipidica composta
por 50% de proteinas, 40% de lipideos e 10% de carboidratos (TELEN; KAUFMAN, 1999°
apud CIMEN, 2007).

Dentre as proteinas, estdo incluidas proteinas reguladoras do Sistema Complemento
como DAF, CD59 e CRI. DAF estd associada a membrana por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) na por¢do C-terminal e inibe a ativacdo do complemento
autologo por dissociar as enzimas C3 e C5 convertases (MOLD et al., 1990). Da mesma
forma, CD59 também possui ancora de GPI, na sua extremidade C-terminal, e protege as
células da formagdo do MAC por associar-se a molécula C8, na membrana, e impedir, assim,
a polimeriza¢do das moléculas de C9 (MERI, 1990, 1991). CR1 ¢ receptor para os fragmentos

C3b e C4b do complemento, com importante fungdo na remocdo de imunocomplexos da



circulagdo sanguinea. Além disso, CR1 ¢é co-fator para o fator I na clivagem de C3b a iC3b, e
na clivagem de C4b a iC4b e, dessa forma, impedir a formagao das C5 convertases.

A familia das glicoforinas (GP) consiste em dois pares de proteinas altamente
glicosiladas, GPA/GPB ¢ GPC/GPD. GPA (36 kDa) ¢ a mais abundante, com cerca de 1

milhdo de copias por célula, enquanto GPB (20 kDa) esta expressa em aproximadamente 200

2 TELEN, M.J.; KAUFMAN, R.E. The mature erythrocyte. Em: LEE, G.R. et al. Wintrobe’s clinical

hematology. Baltimore : Williams & Wilkins, 1999. cap. 10, p. 193-227.
mil copias.

Por outro lado, o segundo par ¢ bem menos expresso, sendo 135.000 cépias de GPC
(32 kDa) e somente 50.000 coépias de GPD (23 kDa) (DENOMME, 2004). GPA/GPB
expressam antigenos do sistema MNS e, aparentemente, ndo provéem estrutura aos
eritrocitos, porém funcionam como chaperonas para a expressdao de banda 3 na superficie
celular (TANNER, 1993). Seus residuos de carboidratos possuem uma grande quantidade de
acido sialico (DUK et al., 1994), agindo como principal fonte de carga negativa da membrana
plasmatica dos eritrocitos. Essa caracteristica exerce papel essencial na manutencdo dessas
células na circulagdo sangiiinea prevenindo a aglutinagdo espontanea das hemacias, uma vez
que as mantém separadas umas das outras. Durante o envelhecimento celular, ocorre perda de
10 a 15% do contetido de acido sialico da membrana dos eritrocitos. Essa perda, resultante da
acdo de sialidases ou reducdo do pH, diminui a repulsdo entre eles e os macréfagos,
propiciando a fagocitose, uma vez que o nimero de IgG ligadas ¢ bem maior nos eritrocitos
senescentes que nos jovens (TRINGALLI et al., 2001; ENSINCK et al., 2006). Além disso, o
par GPA/GPB ¢ o principal contribuinte do glicocélice, o que pode funcionar para proteger as
células do dano mecanico (DENOMME, 2004). O outro par de glicoforinas, GPC/GPD,
possui fun¢do estrutural nas hemacias. Seu dominio citoplasmatico interage com proteinas do
citoesqueleto — actina, espectrina, fosfoproteina 55 e proteina 4.1, proporcionando
estabilidade ao complexo (MARFATIA et al., 1994).

Estas moléculas também tém sido consideradas importantes na regulagdo do sistema
complemento. Estudos demonstraram que a presenga de 4cido sidlico aumenta a afinidade do
fator H pelo fragmento C3b. O fator H acelera a dissociacao das C3 convertases e atua como
cofator para agdo do fator I na clivagem de C3b (MOLD et al.,, 1990). Além disso, o
tratamento de hemacias de carneiro (FEARON, 1978) e de humanos com neuraminidase
promove aumento na deposicdo de fragmentos C3b na membrana destas células

(KARNCHANAPHANURACH et al., 2009; TAMBOURGI et al., 2000).



1.4 Enzimas Proteoliticas

A clivagem proteolitica nas ligagdes peptidicas ¢ uma das mais importantes
modificagcdes quimicas ocorridas em uma proteina em seu processo de maturacdo. Nos
organismos vivos essa reacdo de hidrolise ¢ catalisada por proteases, responsaveis pela
regulacdo de diversos processos vitais. Enzimas proteoliticas encontram-se amplamente
distribuidas em todos os tecidos e fluidos bioldgicos dos seres vivos e desenvolvem uma
importante fungcdo no ciclo de vida das proteinas e peptideos. Em virtude da ampla
diversidade de enzimas conhecidas, as proteases foram agrupadas de acordo com a origem
evolutiva, dividias em familias e clas; pelo tipo de reagdo catalisada, hidrolisando as
extremidades (exopeptidases) ou ligacdes internas (endopeptidases) da cadeia polipeptidica;
ou pela natureza quimica do centro ativo (NEURATH, 1989). Os residuos de aminoacidos
presentes no centro-ativo estabelecem a base para a classificagdo das peptidases. Desta forma,
as peptidases estdo divididas em sete classes: aspartilpeptidases (dois residuos de &cido
aspartico), cisteinopeptidases (residuo de cisteina), glutamilpeptidases (residuo de acido
glutdimico), metalopeptidases (ion metélico), serinopeptidases (residuo de serina),
treonilpeptidases (residuo de treonina) e peptidases de mecanismo catalitico desconhecido.

A andlise do proteoma de eritrocitos humanos, realizada por Goodman et al. (2007),
relatou a existéncia de 751 proteinas, distribuidas no citosol ¢ na membrana plasmatica.
Dentre as proteases identificadas, encontram-se as pertencentes a classe das metaloproteinases
— precursor de Aminopeptidase N (CD13), Dipeptidilpeptidase III, Alanil aminopeptidase
citosolica, glicoproteina Kell, Timet Oligopeptidase e a das serinoproteinases: precursor de
catepsina G, prolil endopeptidase e tripeptidilpeptidase II. Ainda, em 2004, Iwata et al.
purificaram e caracterizaram uma elastase na membrana de eritrocitos capaz de ativar o fator
IX da cascata de coagulagao.

Metaloproteinases sio membros da superfamilia de zinco proteases, capazes de ligar, no
seu sitio ativo, ions metalicos como zinco, cobre, niquel e cobalto, essenciais para a atividade
catalitica da enzima. Estes cations divalentes se ligam efetivamente ao sitio ativo da enzima,
interagindo com a molécula de dgua e aumentando sua reatividade para promover a hidrélise.
O calcio ¢ importante para manter a conformagdo da molécula. As enzimas desta classe
geralmente apresentam a seqiiéncia consenso (H-E-X-X-H) em sua seqiiéncia primaria de

aminodcidos, na qual a letra X indica qualquer residuo de aminoacido. Os residuos de



aminodacidos ligantes ao ion metalico sdo His (histidina), Glu (acido glutamico), Asp (acido
aspartico) e Lys (lisina) (MOCK; STANDFORD, 1996).

Serinoproteinases sao enzimas cujo mecanismo de catdlise ¢ baseado no ataque
nucleofilico das ligacdes peptidicas alvo por um residuo de serina. Este mecanismo foi
originalmente distinguido pela presenga da triade catalitica Asp—His—Ser no centro ativo
destas proteases (BLOW, 1997). Esta triade pode ser encontrada em, pelo menos, quatro
contextos estruturais, indicando que a maquinaria enzimatica evoluiu em quatro ocasioes
(DODSON; WLODAWR, 1998), denominando os clas das serinoproteinases em
quimotripsinas, subtilisinas, carboxipeptidase Y e protease Clp (MEROPS DATABASE).

6 CONCLUSAO

Em suma, os dados apresentados no presente estudo sugerem que a esfingomielinase
D P2 do veneno das aranhas Loxosceles intermedia ¢ capaz de ativar metaloproteinases da
membrana de eritrécitos humanos, envolvidas no fendmeno de hemolise dependente da
ativacdo das vias alternativa e classica do sistema complemento. Por outro lado, os ensaios
realizados com as membranas de eritrocitos tratadas com P2 evidenciam a participagdo de
serinoproteinases na hidrolise do substrato fluorescente utilizado nos experimentos de

atividade proteolitica.

De fato, a existéncia de proteases de classes distintas na membrana destas células
sugere a cooperacdo entre elas na tentativa de manter a integridade da célula. Em condi¢des
ndo fisiologicas, como em casos de envenenamento por aranhas Loxosceles, os efeitos
produzidos pelo veneno no ambiente extracelular levariam ao desequilibrio da regulagdo da
atividade proteolitica destas, iniciando uma cascata de ativacdo de proteases de diversas
classes, que agiriam em diferentes alvos, mas que o resultado final seria a perda da

integridade da membrana da célula afetada.
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