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RESUMO

OKAMOTO, C. K. Anélise do papel do Sistema Complemento na injuria a células renais
causada pelo veneno da aranha Loxosceles. 2012. 107f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo,
2012.

O envenenamento por aranhas Loxosceles pode resultar em dois tipos de manifestacdes
clinicas: o loxoscelismo cutaneo e o sistémico. Hemolise, agregacdo plaquetaria, inflamacao
persistente, faléncia renal e morte podem ser observadas em pacientes com manifestagdes
sistémicas. Apesar da pouca incidéncia de vitimas com faléncia renal, esta é a principal causa
de 6bito, ocorrendo principalmente em criancas. O principal fator do veneno da aranha
Loxosceles, responsavel pelas manifestacdes locais e sistémicas, é a esfingomielinase D
(SMase D). O presente estudo teve como objetivo investigar a acdo tdxica do veneno de L.
intermedia e da SMase D sobre células renais humanas, bem como o possivel envolvimento
de metaloproteases enddgenas e do Sistema Complemento nesse processo. Os resultados
obtidos mostram que tanto o veneno como a SMase D, foram capazes de causar morte celular,
possivelmente associada a ativacdo de metaloproteases de matriz extracelular, MMP-2 e
MMP-9, e por ativacdo do Sistema Complemento apds clivagem de MCP por metaloproteases
da familia das adamlisinas. A expressao de outros reguladores do Complemento, como DAF e
CD59, ndo foi afetada pelo tratamento. A remocdo de MCP permitiu a ativacdo do
Complemento, como determinado pelo aumento da deposicdo de componentes envolvidos na
ativacdo do sistema (C3, C4, properdina, CRP) e pelo aumento da morte celular. Também foi
observado incremento na deposi¢cdo do fator H, mas ndo de C4bp, apds a tratamento das
células com veneno/SMase D. Diminuigdo na expressdo das moléculas de superficie como
MHC-I, B2 microglobulina, EPCR ¢ EGFR, foi observada e relacionada a ativacdo de
metaloproteases da familia das adamlisinas. Em conjunto, tais resultados mostram que o
veneno e a SMase D de aranhas Loxosceles induzem aumento na expressdo/ativacdo de
metaloproteases enddgenas, operantes nos eventos de morte celular por apoptose e necrose, 0s
quais podem ter um papel relevante para os danos renais presentes no loxoscelismo sistémico

humano.
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ABSTRACT

OKAMOTO, C. K. Analysis of the Complement System in the injury of kidney cells
caused by Loxosceles spider venom. 2012. 107 p. PhD thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2012.

Envenomation by Loxosceles spider can result in two forms of clinical manifestations: the
cutaneous and the systemic loxoscelism. Haemolysis, platelet aggregation, persistent
inflammation, renal failure and death can be observed in patients with systemic
manifestations. Despite the low incidence of renal failure victims, this is the main cause of
death, occurring mainly in children. The sphingomyelinase D (SMase D) is the main factor in
Loxosceles spider venom responsible for local and systemic manifestations. This study aimed
to investigate the toxicity of the L. intermedia venom and SMase D on human kidney cells
and the possible involvement of endogenous metalloproteinases and Complement system in
this process. Results showed that the venom and the SMase D were able to cause cell death,
possibly associated with the activation of extracellular matrix metalloproteases, MMP-2 and
MMP-9, and the action of Complement system after MCP cleavage by metalloproteases of the
adamlisins family. The expression of other Complement regulators, such as DAF and CD59,
was not affected by the treatment. The removal of MCP allowed activation of Complement, as
determined by the increase of the deposition of components involved in the system activation
(C3, C4, properdin and CRP) and cell death. It was also observed an increase in the
deposition of factor H, but not of C4bp, after treatment of cells with venom/ SMase D.
Decrease in the expression of surface molecules such as MHC-I, 32 microglobulin, EPCR and
EGFR was observed and related to the activation of metalloproteinases from the adamlisins
family. Together, theses results show that the venom and the SMase D induce increased
expression/ activation of endogenous metalloproteases, possibly operating in the cell death
events by apoptosis and necrosis, which may have an important role for the kidney injury

present in the human systemic loxoscelism.
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| INTRODUCAO

1.1 Biologia do género Loxosceles

As aranhas pertencem a uma das maiores ordens de aracnideos (Araneae), sendo
descritas mais de 42.000 espécies distribuidas em 110 familias (PLATNICK, 2011). Esses
animais variam desde pequenas espécies com menos de 0,5 mm de comprimento até as
grandes caranguejeiras com comprimento corporal de 9 cm. O corpo das aranhas é dividido
em dois tagmas, ou seja, prossoma e opistossoma, que estdo conectados por um estreito
pedicelo. O prossoma compreende a regido anterior e consiste de seis segmentos enquanto a
regido posterior, o opistossoma, é composta por doze segmentos, facilmente visualizados
durante a fase embrionaria (DAMEN et al., 1998 e PECHMANN et al., 2010). Além disso, a
ordem diferencia-se das outras por apresentar fiandeiras na regido posterior do abdémen e
pedipalpos utilizados durante a caca de presas ou manipulacdo dos alimentos; nos machos sao
também utilizados como érgdos copuladores, equipados com uma estrutura denominada
bulbo, que é formado pelo ducto espermatico, com funcéo de transferir esperma para fémea
(BARNES; RUPPER, 1984).

A maioria das aranhas alimenta-se de pequenos artropodes e possui queliceras, providas
de glandulas de venenos, cuja fungdo principal € auxiliar na captura das presas. Grande parte
das aranhas ndo possui veneno toxico para humanos, porém, em algumas espécies, a picada
pode ser nociva. No Brasil sdo encontrados trés géneros de grande relevancia na salde
publica: Phoneutria sp (aranha-armadeira), encontrada em vérias regides do Brasil,
principalmente, no sul e sudeste; Loxosceles sp (aranha-marrom) e Latrodectus sp (vilva-
negra), sendo esta Ultima encontrada principalmente no litoral nordestino.

O género Loxosceles (Familia Sicariidae Keyserling, 1880) esta perfeitamente adaptado
aos mais variados ambientes e foram descritas, até o presente momento, 122 espeécies
distribuidas, principalmente, nas regides temperadas e tropicais do mundo. L. deserta Gertsch,
1973 e L. arizonica Gertsh e Mulaik, 1940 séo encontradas em Nevada, Arizona, Texas, Novo
México e Sudeste da California; L. reclusa distribui-se pelo norte e sul da América, Africa,
Europa e América do Norte (PLATNICK, 2011).

No Brasil as principais espécies causadoras de acidentes sdo: L. intermedia Mello-
Leitdo, 1934, predominante nas areas urbanas do Parana e Santa Catarina; L. laeta Nicolet,
1849 ocorrendo em focos isolados de varias regides do pais, principalmente no estado de



Santa Catarina, e L. gaucho Gertsh, 1967, predominante no estado de S&o Paulo (FISCHER,
1994; LUCAS, 1988; MINISTERIO DA SAUDE, 2001; TAVARES et al., 2004).

Conhecidas popularmente como aranhas-marrons, estas apresentam um desenho
caracteristico no cefalotorax que se assemelha a um violino ou estrela. A grande maioria das
espécies apresenta uma coloracdo uniforme, distinguindo-se o0 sexo destes animais
principalmente pelo tamanho dos pedipalpos, maiores nos machos (Figura 1), e pelos
receptaculos seminais nas fémeas (LUCAS, 1988). Além disso, possuem seis olhos arranjados
em pares, sendo que um par se localiza anteriormente as queliceras e dois pares nas laterais
formando um semicirculo (RUSSEL et al., 1969; VETTER e VISSCHER, 1998); sdo animais
muito pequenos com comprimento do corpo variando entre 8 a 15 mm e suas pernas de 8 a 30
mm. S8o sedentarias e de habitos noturnos, alojando-se em lugares secos, guentes e escuros,
construindo teias irregulares com aparéncia de algoddo, em cascas de arvores, folhas secas,
telhas e tijolos empilhados; dentro dos domicilios podem ser encontradas atras de quadros,
cantos de parede, entre livros e roupas penduradas (BURCHERL, 1969; GONCALVES-DE-
ANDRADE et al., 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2001; MALAQUE et al., 2002).
Alimentam-se de pequenos animais e insetos, como formigas, pulgas, cupins e tracas. Apesar
das aranhas do género Loxosceles causarem muitos acidentes, elas ndo sdo agressivas e

utilizam-se do veneno para paralisar presas ou apenas como um mecanismo de defesa.

Figura 1 - Loxosceles intermedia. [A] macho; [B] fémea.

Fonte: Foto gentilmente cedida pela Dra. Rute Maria Goncalves de Andrade, Laboratério de Imunoquimica,

Instituto Butantan.



2.1 Veneno e loxoscelismo

O loxoscelismo é considerado um grave problema de salde publica e, segundo o
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo do Ministério da Saude — SINAN
correspondeu a cerca de 30 % dos casos de araneismo notificados em 2011 no Brasil.
Anualmente sao registrados mais de 6000 casos de envenenamento por Loxosceles (Figura 2),
ocorrendo principalmente na regido Sul do pais (MINISTERIO DA SAUDE - SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2007).

Malaque et al. (2002) analisando 359 casos de loxoscelismo, acompanhados no Hospital
Vital Brazil, observaram que 73 % destes ocorreram em areas urbanas nos periodos mais
quentes do ano, entre setembro e fevereiro, e 41 % durante o ato de vestir. As aranhas
marrons atacam, apenas, quando comprimidas contra o corpo e, por isso, cuidados com roupas
pessoais e acessorios de cama podem prevenir os acidentes (FUTRELL, 1992; MALAQUE et
al. 2002).

Figura 2 - Notificacdo Anual de Acidentes por Loxosceles no Brasil (2001-2011).
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Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo — SINAN.



A picada da aranha é praticamente imperceptivel e raramente se observa lesdo imediata.
Envenenamentos por Loxosceles resultam em lesdes locais e reagOes sistémicas; geralmente o
individuo apresenta os primeiros sintomas apds 2-8 horas da picada. A dor local se intensifica
e 0s pacientes apresentam cefaléia, febre, equimose no local da picada com eritema e edema
duro levando a isquemia (FUTRELL, 1992; MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Estas lesges,
quando ndo tratadas, podem levar a necrose, 0 que ocorre por volta de 3 a 7 dias (SILVA et
al., 2004). O veneno de Loxosceles é considerado muito potente, ja que a aranha elimina, por
meio da sua picada, apenas alguns microlitros de veneno, contendo ndo mais que 30 ug de
proteina (TAMBOURGI et al., 2000).

Variagdes intraespecificas, relacionadas a idade e sexo, ou interespecificas podem
interferir na toxicidade do veneno das aranhas Loxosceles (GONCALVES-DE-ANDRADE et
al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999; 2005; PRETEL et al., 2005). Estudos realizados por
Oliveira et al. (1999, 2005) demonstraram que as fémeas produzem maior quantidade de
veneno e podem causar reacdes dermonecréticas mais intensas do que os machos. Em ensaios
in vitro, o veneno de fémeas foi também capaz de induzir hemolise, dependente de
Complemento, mais intensa.

Vaérios estudos tém identificado algumas enzimas como componentes do veneno de
Loxosceles, incluindo lipases, hialuronidases, colagenases, esfingomielinases e fosfatases
(FUTRELL, 1992).

A partir de estudos realizados por Rees et al. (1983) foi demonstrado que uma fracéo
isolada do veneno de L. reclusa, com peso molecular de 32 kDa, era capaz de induzir
hemolise. Tambourgi et al. (1995; 1998a) caracterizaram o veneno de L. intermedia e
verificaram que este era também capaz de induzir hemdlise dependente da ativacdo do sistema
complemento. Por cromatografia de exclusdo molecular, os componentes toxicos do veneno
foram isolados, sendo que a fracdo contendo proteinas com peso molecular de 35 kDa,
denominada F35, induziu forte reacdo dermonecrotica, em coelhos, e tornou eritrocitos
humanos sensiveis a lise mediada pelo Sistema Complemento; a F35 foi também letal para
camundongos (TAMBOURGI et al., 1995; 1998a e b). Além disso, foi capaz de induzir, em
modelo murino, um quadro semelhante ao do choque endotéxico, com a produgdo de altos
niveis de TNF-a, IL-6 e 6xido nitrico (TAMBOURGI et al., 1998a).

A F35 foi submetida a cromatografia de fase reversa e trés isoformas, denominadas P1,
P2 e P3, foram obtidas. As proteinas P1 e P2 possuem um alto grau de homologia nas suas
sequéncias N-terminal de aminoacidos (89%), enquanto a homologia entre P1/P2 e P3 foi de

60 %. P1 e P2 foram capazes de clivar esfingomielina, enquanto P3 foi incapaz de promover



tal hidrolise. A atividade esfingomielinasica de P1 e P2 pode ser inibida por EDTA, sugerindo
que a atividade catalitica era dependente de ions (TAMBOURGI et al., 1998a). Além de
possuirem atividade esfingomielinasica, foram também capazes de induzir hemolise
dependente de Complemento e dermonecrose, enquanto P3 foi inativo.

Em 2004, Tambourgi et al. clonaram e expressaram as esfingomielinases P1 e P2 de L.
intermedia, a partir do mRNA extraido das glandulas de venenos das aranhas. Assim como as
esfingomielinases purificadas do veneno bruto, as proteinas recombinantes foram capazes de
clivar a esfingomielina e induzir hemdlise dependente de complemento. Em ensaios
bioldgicos de dermonecrose em coelhos, as proteinas recombinantes P1 e P2 foram capazes
de causar lesbes semelhantes as provocadas pelo veneno bruto de L. intermedia
(TAMBOURGI et al., 2004).

A partir do mRNA extraido da glandula de veneno da Loxosceles laeta, Fernandes-
Pedrosa (2008) descreveram o repertorio de transcritos expressos, por meio da anélise de
ESTs (expressed sequence tags). Assim mostrou que 16,4 % do total dos transcritos
correspondem a proteinas com sequéncias conhecidas, incluindo neurotoxinas e
esfingomielinases D, predominantes nesta categoria. Outra categoria, denominada de
“possiveis toxinas” correspondeu a 14,5 % do total dos ESTs e neste grupo foram incluidas
metaloproteases, serinoproteases, cisteino-peptidases, lipases, aspartico-proteases, inibidores
enzimaticos, lectinas e hialuronidases. 33,3 % do total dos transcritos corresponderam a
proteinas envolvidas em varias funcbes celulares como expressdo de genes e proteinas,
possivelmente, contribuindo para a funcdo deste tecido especializado em sintese protéica. Por

fim, cerca de 25 % dos ESTs ndo apresentaram similaridade com sequéncias ja conhecidas.

1.3 Loxoscelismo cutaneo

O loxoscelismo cutédneo ocorre na maioria das vitimas, cerca de 80 % dos casos. O
envenenamento por Loxosceles inicialmente causa um pequeno desconforto, comecando por
uma expansao de eritema e edema, podendo provocar um extenso dano tecidual apds 8 a 24
horas do acidente (ATKINS et al., 1958; WASSERMAN e ANDERSON, 1984; FUTRELL,
1992). Sintomas como dor, iniciando-se entre 2-8 horas apds a picada, e isquemia tecidual
também sdo caracteristicos da reacdo cutanea.

Tambourgi et al. (2005) demonstraram que o Sistema Complemento (C) participa no

desenvolvimento do loxoscelismo cutaneo por meio do recrutamento de neutréfilos, como



consequéncia da geracdo de C5a e do complexo de ataque a membrana (MAC). Ensaios nos
quais a deplecdo de Complemento foi promovida mostraram uma importante reducdo no
infiltrado de neutrofilos, embora tenham sido ainda observadas hemorragia e dissociacdo das
fibras colagenas. A participacdo dos neutrofilos na dermonecrose foi também demonstrada
experimentalmente em camundongos, nos quais a deplecdo de polimorfonucleares foi
induzida, com consequiente redugdo nos danos vasculares (SUNDERKOTTER et al., 2001).
No entanto, foi verificado que a expressdo de metaloproteases de matriz extracelular,
induzidas pelas esfingomielinases do veneno, € possivelmente um dos principais fatores
envolvidos na génese do loxoscelismo cutaneo (TAMBOURGI et al., 2005; PAIXAO-
CAVALCANTE et al., 2006, 2007).

Estudos in vivo, com coelhos e, in vitro, realizados com queratindcitos humanos da
linhagem HaCat, mostraram que o veneno, assim como as esfingomielinases de L. intermedia,
induziram aumento na expressao das metaloproteases de matriz extracelular, MMP-2 e MMP-
9, diminuicdo da viabilidade celular por apoptose e aumento do infiltrado inflamatorio no
local da lesdo (TAMBOURGI et al., 2005; PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2006). Para
mostrar a participacdo dessas metaloproteases na morte celular e inflamacéao, foram realizados
ensaios utilizando inibidores de metaloproteases de matriz extracelular como a tetraciclina,
doxiciclina e monociclina. Desta forma, foi observada ndo s6 a inibicdo da expressdo das
gelatinases MMP-2 e MMP-9, como também da degradacdo de DNA e da morte celular,
controlando, assim, o desenvolvimento da reacdo dermonecrética (PAIXAO-CAVALCANTE
et al., 2006, 2007).

1.4 Loxoscelismo Sistémico

O loxoscelismo sisttmico € menos comum do que o cutaneo, ocorrendo em
aproximadamente 16 % das vitimas, com maior incidéncia em criangas (FUTRELL, 1992).
Pode ocorrer febre, prurido, exantema e formacdo de trombo, hemolise intravascular,
agregacdo plaquetaria, inflamacéao persistente e, em casos mais severos, faléncia renal e morte
(FUTRELL, 1992; SCHENONE et al., 1998). Ainda foram demonstradas, experimentalmente
em modelo murino, alteracbes como hipotermia, hipotensdo e dificuldade respiratoria
(TAMBOURGI et al., 1998b).

A ativagdo do Sistema Complemento pela via alternativa € um dos mecanismos
responsavel pela hemolise. Eritrdcitos tratados com o veneno ou suas esfingomielinases

apresentam ativacdo de metaloproteases enddgenas, que clivam as glicoforinas A, B, C e D,



presentes na membrana da célula, causando a remocao do &cido sialico. Tal fato permite que
ocorra a deposicao de componentes do complemento na superficie das células, culminando na
formacdo de complexo de ataque a membrana (MAC) e resultando em hemolise
(TAMBOURGI et al., 1995, 19983, 2000). O veneno e suas esfingomielinases podem, ainda,
ativar a via classica do Complemento por meio da alteracdo da assimetria de membrana com a
exposicdo de fosfatidilserina, o que facilita a ligacdo de C1lq & membrana dos eritrocitos
(TAMBOURGI et al., 2002, 2007).

Ensaios in vitro com células endoteliais ECV 304, incubadas com as esfingomielinases
ou com veneno de L. intermedia, mostraram a ativacdo de metaloproteases enddgenas, fato
associado a reducdo significativa da expressdo do regulador do Sistema Complemento MCP e
de moléculas de membrana como MHCI e B2 microglobulina. A participacao das
metaloproteases, na remocdo destes marcadores, pode ser confirmada com o uso de galardina,
um inibidor de metaloproteases da familia das adamlisinas. No entanto, a reducdo de MCP
ndo causou uma maior susceptibilidade a lise, mas sim, uma maior resisténcia a lise mediada
por Complemento (van den BERG et al., 2002). Os mecanismos para esta resisténcia nao
foram ainda esclarecidos.

A faléncia renal, que é responsavel pela maioria dos Obitos em pacientes com
loxoscelismo, parece ocorrer por mecanismos de toxicidade direta e indireta, ainda néo
totalmente esclarecidos. Tambourgi et al. (1998b) observaram, em camundongos injetados
com veneno de L. intermedia ou suas esfingomielinases, alteragdes nos rins como necrose
tubular aguda e deposicdo de material eosinofilico nos tubulos distais e proximais. Edema,
presenca de hemacias no espaco extracelular e degeneracdo vacuolar nos tibulos proximal e
distal tambem foram descritas no envenenamento por Loxosceles por Luciano et al. (2004). A
hemoglobindria decorrente do envenenamento pode ser um componente importante na injdria
renal, reduzindo o fluxo sanguineo nos rins e resultando em necrose tubular (MALHOTRA et
al., 1978; LUNG et al., 2000). Por outro lado, Chaim et al. (2006); Kusma et al. (2008), em
ensaios in vitro com células renais MDCK, mostraram perda de viabilidade das células
guando tratadas com a toxina dermonecrdtica recombinante LiRecDT, isolada da glandula de
veneno de L. intermedia, indicando toxicidade direta sobre as células renais. Por outro lado,
ensaios realizados por Lucato et al. (2011), utilizando ratos inoculados com veneno de L.
gaucho, demonstraram que a disfuncdo renal ocorre devido a vasoconstricdo intra-renal e

rabdomidlise e ndo por citoxicidade direta.



1.5 Rim

O rim tem como principal funcéo eliminar substancias tdxicas provindas do metabolismo,
mantendo o equilibrio osmotico e acido-basico. O rim é organizado por unidades funcionais,
os nefrons, constituidos pelo glomérulo e por um longo tdbulo que desemboca nos tubos
coletores de urina (Figura 3). Cada néfron é capaz de filtrar e formar urina independente dos
demais. Localizado na regido do cortex do rim, o tubulo proximal, cuja parede é formada por
células adaptadas ao transporte ativo, é responsavel pela reabsor¢do de cerca de 70 % da
quantidade de &gua filtrada nos capilares glomerulares; possui um papel fundamental na
reabsorcao de substancias essenciais ao organismo, como a glicose, aminoacidos, proteinas,
moléculas de Na“ e CI, fosfato, bicarbonato e agua (PRITCHARD, MILLER, 1996;
WRIGHT, DANTZLER, 2004; PANCHAPAKESAN et al., 2009; BLODGETT, et al., 2011;
BOKENKAMP, LUDWING, 2011).

Além disso, ensaios in vitro, utilizando culturas de células do tubulo proximal da
linhagem PTEC, mostraram que estas sdo capazes de produzir alguns mediadores pro-
inflamatorios, como as citocinas TNF-a e IL-6, quimiocinas IL-8 e MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1), fatores de crescimento (GM-CSF) e proteinas do Sistema
Complemento C2, C3, C4, fator B e fator H (JEVNIKAR et al., 1991; ROVIN, PHAN, 1998;
van KOOTEN et al, 1999).

Células do tabulo proximal expressam, em sua superficie, receptores como o endotelial
para proteina C (EPCR) e para o fator de crescimento epidermal (EGFR), que parecem estar
envolvidas nos eventos de proliferacdo e sobrevivéncia celular e que foram também
associadas a algumas patologias renais (PANCHAPAKESAN et al., 2009; BAE et al., 2010).
Injdrias no tubulo renal que levam a proteinuria, isquemia e exposi¢do a nefrotoxinas sao as
causas mais comuns da disfuncdo renal aguda (BENNETT et al., 1991, ABBATE et al.,
2006). A ativagdo do Sistema Complemento tem sido associada a muitas doengas renais,
como inflamagdes e isquemias (MORGAN, HARRYS, 2003). Proteinas presentes na urina
podem causar ativacdo direta do Sistema Complemento, contribuindo para a injuria local.
Moléculas do Complemento, como C3, estdo presentes em maior quantidade na urina de
pacientes com proteindria, 0 que permite a ativacdo, principalmente, da via alternativa,
contribuindo para o dano renal (BIANCONE et al, 1994; MORITA et al, 2000; SHEERIN et
al., 2008). Por outro lado, deficiéncias de algumas proteinas do Complemento como C3, C5 e
C6 podem contribuir para a protecdo contra a isquemia renal (ZHOU et al, 2000; DE VRIES

et al, 2003) e mutacdes de proteinas reguladoras do Complemento, como fator H, MCP e fator



| tém sido descritas em muitos pacientes com sindrome urémica hemolitica (PICKERING et
al, 2007; LEE et al, 2009).

Figura 3 - llustragdo representativa do Rim. [A] Veia Renal; [B] Artéria Renal; [C] Uréter;
[D] Medula; [E] Pélvis; [F] Cortex. Néfron: [1] Ramo ascendente da alca de
Henle; [2] Ramo descendente da alga de Henle; [3] Capilares peritubulares; [4]
Tuabulo Proximal; [5] Glomérulo; [6] Tubulo Distal.
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Fonte: Zivkovic, B. - Scientific American, 2009.



1.6 Terapia

A soroterapia € o tratamento mais comumente utilizado nos acidentes por Loxosceles no
Brasil. No entanto, outros procedimentos incluem o uso de corticosterdides, heparina e
fentolamina (DILLAHA et al., 1964; REES et al., 1981; MALAQUE et al., 2002). A
administracdo de dapsona e oxigénio hiperbarico sdo terapias utilizadas, principalmente,
como moduladoras da resposta inflamatoria (KING e REES, 1983; STRAIN et al., 1991;
MINISTERIO DA SAUDE, 2001; MALAQUE et al., 2002; HOGAN et al., 2004). Em casos
mais graves podem ser, ainda, realizadas excisdes cirdrgicas das lesdes necrdticas, transfuséo
de sangue e hemodialise (RIBEIRO et al., 1993).

Os tratamentos empregados, até o momento, ndo sdo efetivos nos casos de maior
gravidade e, por isso, a busca de uma melhor caracterizacdo dos mecanismos moleculares de
acdo do veneno € relevante para o estabelecimento de propostas terapéuticas mais eficazes
para 0 loxoscelismo. Paixdo-Cavalcante et al. (2006, 2007) demonstraram que 0 uso da
tetraciclina pode ser uma alternativa eficaz no tratamento das lesdes dermonecréticas
provocadas pelo envenenamento por Loxosceles, uma vez que esta induz uma diminuicdo na
expressdo de metaloproteases MMP-2 e MMP-9 e da morte celular por apoptose. Manzoni-
de-Almeida et al. (2008) produziram um novo soro anti-loxoscélico a partir da imunizacao de
cavalos com as SMases P1 e P2 recombinantes de L. intermedia e SMase | de L. laeta e
mostraram que a neutralizacdo é alta contra a atividade tdxica dos venenos de L. intermedia e

L. laeta e similar a acdo do soro anti-aracnidico na neutraliza¢éo do veneno de L. gaucho.

1.7 Sistema Complemento

O Sistema Complemento consiste em um conjunto de proteinas, algumas delas com
atividade enzimatica, presente no soro e na superficie celular que interagem entre si e com
outras moléculas do sistema imune de modo altamente regulado. E um dos principais
mecanismos efetores da resposta imune humoral e da imunidade inata nos mamiferos,
participando na formacdo de poros na superficie celular, principalmente em bactérias, na
opsonizacdo de patdgenos, na resposta inflamatoria auxiliando no combate a infecgéo,
remocao de células apoptoticas e de imunocomplexos (BOTTO et al, 2009; WALPORT,
2001; KEMPER, ATKINSON, 2007). Em humanos existem mais de 30 proteinas do
Complemento, incluindo os receptores de superficie celular e as proteinas regulatorias (REID,



PORTER, 1981; NANGAKU, 1998; KOHL, 2006; UNSWORTH, 2008), sendo que parte
delas participa nas vias de ativacdo, ou seja, as vias classica, alternativa e das lectinas, que sdo
ativadas por diferentes estimulos (Figura 4).

O Sistema Complemento é um mecanismo de defesa ancestral, presente ja em
invertebrados deuterostomos e em vertebrados mais primitivos, sendo a via alternativa a Gnica
presente nestes animais. A via classica surge nos peixes cartilaginosos, sendo preservada no
processo evolutivo, e a das lectinas é encontrada nos protocordados com o aparecimento das
moléculas MBL e MASP (JI et al., 1997, SUNYER, LAMBRIS, 1998; ZARKADIS et al.,
2001).

A molécula de C1q do componente C1 (C1q — Clr, — C1s,) pode iniciar a ativacdo da
via classica do Complemento, por interacdo com imunocomplexos, contendo 1gG ou IgM,
com CRP (Proteina C Reativa), SAP (Proteina Soro Amildide), DNA, RNA ou por associa¢do
direta a fosfatidilserina presente na superficie de células em que a assimetria de membrana foi
rompida (RUDDY, AUSTEN, 1975; BERGER e DAHA, 2007; SJIOBERG et al., 2009). A
associacdo de Clqg a estes fatores induz ativacdo de Clr que cliva e ativa Cls. Cls ativado
cliva os componente C4, gerando C4a e C4b, e C2, gerando C2a e C2b. C4b liga-se ao
fragmento C2a, formando o complexo C4bC2a, é a C3 convertase da via classica.

A via das lectinas inicia-se pela ligacdo das proteinas denominadas MBL (mannose
binding lectin) ou ficolinas a carboidratos presentes na superficie de microorganismos,
levando a ativacdo das MASPs (mannose-binding protein-associated serine proteases),
principalmente MASP-2 que, assim como 0s componentes da via classica, ativam e clivam o
componente C4 e C2 para a formacdo da C3 convertase (STAHL e EZEKOWITZ, 1998,
VORUP-JENSEN, 2000, THIEL et al., 2009).

A ativagdo da via alternativa inicia-se pela hidrdlise espontanea do componente C3,
gerando C3(H20) que se liga ao fator B, formando o complexo C3(H,0)B; o fator B sofre
clivagem pelo fator D, gerando uma C3 convertase que, na presenca de fons Mg?*, age sobre o
componente C3, clivando-o (BEXBORN et al., 2008; SJOBERG et al., 2009). Os fragmentos
C3b se ligam a novas moléculas do fator B que sofrem hidrdlise pelo fator D, gerando a C3
convertase de amplificacdo, ou seja, o complexo C3bBb (FEARON e AUSTEN, 1975).

Apds a formacdo das C3 convertases das vias classica, das lectinas e alternativa, estas
clivam o componente C3 em C3b e C3a. O fragmento C3b associa-se as C3 convertases para
a formacdo da C5 convertase, que cliva o componente C5 em Cba e C5b. A cascata de
ativagdo converge, entdo, para uma via terminal comum, iniciando a formacdo do complexo

de ataque a membrana (MAC), composto pelos componentes C5b, C6, C7, C8 e C9, o0 que



resulta na formacao de poros na superficie celular e lise osmotica da célula alvo (MORGAN,
1999).

O Sistema Complemento é composto, aléem das proteinas que participam das vias de
ativacdo, por proteinas regulatorias, presentes na membrana celular ou no plasma, que
protegem o hospedeiro contra ativaces descontroladas desse sistema (BERGER e DAHA,
2007). A maioria destas proteinas age na regulacdo das convertases, formadas durante a
ativacdo da cascata do complemento, seja pela aceleracdo do decaimento das enzimas ou
agindo como cofator, para a degradacdo enzimatica de C3b e C4b, pelo fator I.

O regulador MCP (Membrane cofactor protein, CD46), expresso em Varios tipos
celulares, com excecdo dos eritrdcitos, regula a ativacdo da C3 convertase, atuando como
cofator do fator I na clivagem de C3b e C4b (NANGAKU, 1998; KIM et al., 2006). CR1
(Complement Receptor Type 1, CD35) esta presente em varios tipos celulares, incluindo os
eritrocitos, e promove a dissociagdo das C3 e C5 convertases; além disso exerce atividade de
cofator para o fator I, promovendo a clivagem e inativacdo de C3b e C4b (KRYCH-
GOLDBERG et al., 1999). DAF (decay-accelerating factor, CD55), presente também na
membrana de varios tipos celulares, ndo exerce atividade de cofator, mas atua na aceleracao
do decaimento das C3 e C5 convertases, liberando a proteina Bb da via alternativa e C2a da
via classica (HARRIS et al., 2007). O regulador soltvel C4bp liga-se ao fragmento C4b e atua
como cofator para acdo do fator | e, também, acelera o decaimento das C3 convertases das
vias classica e das lectinas (BLOM et al., 2004). O fator H, presente na forma soluvel, acelera
o decaimento das C3 e C5 convertases da via alternativa, e atua também como cofator para
acdo do fator 1, na clivagem do componente C3b (CORDOBA et al., 2004). O inibidor de C1
(C1INH), presente na forma sollvel, controla a ativagdo do complexo C1, blogueando a
atividade proteolitica de C1r e C1ls (ROSEN, DAVIS Ill, 2005), assim como a das MASPs. O
regulador de membrana CD59 blogueia a formagdo do complexo de ataque a membrana
(MAC), pela inibi¢do da incorporacdo de C8 e C9 ao MAC (BARILLA-LaBARCA et al.,
2002; SIOBERG et al., 2009).

Alguns estudos tém demonstrado que, na patologia renal, o Sistema Complemento
participa como um importante elemento imunomodulador. Assim, foi mostrado que a
formacgédo de imunocomplexos no tecido renal, pela resposta de anticorpos contra antigenos
préprios, a regulacdo ineficiente da cascata do complemento, ou ainda, a ligacdo de fatores
que levam a ativacdo do Complemento como a properdina, podem levar & injdria renal
(EDELWEISS et al., 1997; NANGAKU, 1998; SHOJI et al., 2000, BERGER, DAHA, 2007,
GAARKEUKEN et al., 2008, SIEZENGA et al., 2009, VAN DER POL et al., 2011).



A injuria intersticial, com decorrente proteinuria, pode ocorrer como consequéncia da
formacdo de imunocomplexos e ativacdo da via classica de Complemento, como também da
via alternativa, levando a uma ativacdo descontrolada do Sistema (GAARKEUKEN et al.,
2008). Ensaios in vitro, com células renais da regido do tubo proximal, realizados por He et
al. (2005), mostraram que o uso de inibidores como o do MAC, o CD59, e das convertases, 0
Crry, regulador semelhante ao MCP presente em camundongos, era capaz de promover
reducdo na injuria renal. Outra doenca que pode afetar o rim, a sindrome hemolitica-urémica
(SHU), pode ser desencadeada em individuos portando mutac@es nos genes que codificam
para os fatores H, I ou MCP, levando a perda de fungéo destes reguladores, com consequente
ativacdo desregulada do componente C3 (ATKINSON, GOODSHIP, 2007; JOZSI e ZIPFEL,
2008; BUELLI et al., 2009). Estudos recentes também mostraram que a MBL pode
reconhecer ligantes endogenos presentes nas células renais isquémicas, o que resulta na
ativagdo da via das lectinas, levando a injuria renal (MOLLER-KRISTENSEN et al., 2005;
JANG e RABB, 2009).



Figura 4 - Sistema Complemento. O Sistema Complemento pode ser ativado por meio de
trés Vias: Classica, Lectinas ou Alternativa. A ativacdo do Complemento pode ser
controlada por proteinas regulatorias, presentes na membrana celular ou no
plasma, que protegem o hospedeiro contra ativagdes descontroladas.
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VI CONCLUSAO

Em conclusédo, os dados apresentados, utilizando células renais humanas, sugerem que
metaloproteases de matriz extracelular e da familia das adamlisinas estdo envolvidas na
injuria renal induzida por SMases D do veneno de aranhas Loxosceles. MMP-2 e MMP-9
parecem contribuir para a morte celular sendo o processo ainda mais agravado pela ativacéo
desregulada do sistema complemento, ap6s clivagem de MCP por metaloproteases como
ADAM 10 e ADAM 17. O uso de inibidores de metaloproteases, parece ter um efeito protetor
sobre o dano causado pelo veneno de Loxosceles as células renais.
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