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RESUMO

A serpente Naja annulifera, de importancia médica humana e veterinaria, € responsavel
por envenenamentos em paises da Africa Subsaariana. Os acidentes causados por esta
serpente sdo graves e muitas vezes fatais. No entanto, a composi¢édo e 0 modo de agédo
do seu veneno foram pouco explorados, o que contribui para a baixa eficacia das
estratégias terapéuticas. ReacgOes inflamatorias descontroladas sdo responsaveis por
disfungdes organicas em varias condi¢bes patoldgicas e considerando que por meio da
inflamacdo, os venenos podem causar danos e até mesmo morte, 0 presente estudo teve
como objetivo identificar toxinas e eventos inflamatdrios envolvidos no envenenamento
pela N. annulifera. Por meio de diferentes abordagens experimentais, foi mostrado que
o veneno da N. annulifera apresenta composicdo proteica diversa, incluindo Cobra
Venom Factor (CVF) e proteinas com residuos de Manose e N-acetilglicosamina.
Adicionalmente, foram identificadas hialuronidases, fosfolipases A2 (FLAZ2S),
metaloproteases (SVMPs) e serinoproteases (SVSPs) capazes de degradar componentes
da matriz extracelular, fosfolipidios de membrana e o fibrinogénio humano, bem como
causar distarbios hemostaticos. A inoculagdo subcutdnea do veneno promoveu
disfungdes circulatorias, via degranulacdo de mastdcitos, producdo de LTBs e
prostanoides, bem como sinalizagdo via PAFR, culminando em edema intenso. Em
modelos de envenenamento experimental sistémico moderado e severo, 0 veneno
causou, com diferentes intensidades, leucocitose, aumento nas porcentagens de
neutrofilos e mondcitos, elevacdo nos niveis de IL-6, CCL2 e TNF-a. Além disso, 0s
camundongos submetidos ao envenenamento experimental grave apresentaram leséo
pulmonar hiperaguda (LPA). Empregando diferentes ensaios funcionais detectou-se que
os eventos inflamatdrios aqui descritos sdo mediados pelo sistema complemento, uma
vez gque 0 veneno causa ativacdo das vias alternativa, das lectinas e classica do
complemento humano, culminando na geracdo das anafilatoxinas C3a, C4a e C5a, bem
como a formagédo de sTCC no soro. O veneno promoveu “tempestade” de mediadores
inflamatérios no sangue humano caracterizada pela producédo intensa de LTB4, PGEx,
TXA;, CCL2, CCL5 e CXCLS8, dependentes da ativacdo do complemento por SVMPs,
bem como da ativacdo do eixo C5a-C5aR1. Em camundongos, o0 veneno foi capaz de
promover complementopatia intensa, principalmente nos animais submetidos ao
envenenamento experimental grave. A ativacdo do eixo Cb5a-C5aR1, no tecido
subcutaneo dos animais injetados com veneno, disparou a producdo de LTB4, PGE> e
TXA:, os quais foram responsaveis pelo edema. Adicionalmente, a geracdo de Cba
induzida pelo veneno levou a producdo da quimiocina CXCL1, juntamente com
aumento nos niveis teciduais de MPO. Curiosamente, 0 aumento nos niveis sistémicos
de IL-6 e CCL2, bem como na porcentagem de neutrofilos induzidos pelo
envenenamento experimental moderado demonstraram-se totalmente dependentes da
ativacdo do CbaR1. A sinalizacdo via CbaR1 nos animais submetidos ao
envenenamento grave foi a responsavel pela leucocitose, neutrofilia, monocitose e LPA.
Os dados obtidos neste estudo demonstram que o veneno da N. annulifera € composto
por componentes pré-inflamatorios e que o envenenamento é caracterizado por reagoes
inflamatorias  hiperagudas, mediadas pela ativacgdo do complemento, mais
especificamente do eixo C5a-C5aR1. Assim, o sistema complemento torna-se um
possivel alvo terapéutico para controlar reagdes inflamatorias deletérias, associadas ao
envenenamento por esta serpente e de outros animais peconhentos nos quais este eixo
possa influenciar a patologia do envenenamento.
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ABSTRACT

The snake Naja annulifera, of human and veterinary medical importance, is responsible
for envenomations in sub-Saharan African countries. The accidents caused by this snake
are serious and often fatal. However, the composition and mode of action of its venom
have been poorly explored, which contributes to the low effectiveness of therapeutic
strategies. Uncontrolled inflammatory reactions are responsible for organic dysfunctions
in various pathological conditions and considering that through inflammation, venoms
can cause damage and even death, the present study aimed to identify toxins and
inflammatory events involved in envenomation by N. annulifera. By different
experimental approaches, it was shown that the venom of N. annulifera has a diverse
protein composition, including Cobra Venom Factor (CVF) and proteins with residues
of Mannose and N-acetylglycosamine. Additionally, hyaluronidases, phospholipases A2
(PLAZ2s), metalloproteases (SVMPs) and serinoproteases (SVSPs) capable of degrading
components of the extracellular matrix, membrane phospholipids and human fibrinogen,
as well as causing hemostatic disorders, have been identified. Subcutaneous inoculation
of the venom promoted circulatory dysfunction, via mast cell degranulation, production
of LTB4 and prostanoids, as well as signaling via PAFR, culminating in intense edema.
In models of moderate and severe systemic experimental envenomation, the venom
caused, with different intensities, leukocytosis, an increase in the percentage of
neutrophils and monocytes, an increase in the levels of IL-6, CCL2 and TNF-a. In
addition, mice subjected to severe experimental envenomation presented hyperacute
lung injury (ALI). Using different functional assays, it was found that the inflammatory
events described here are mediated by the complement system, since the venom causes
activation of the alternative, lectin and human complement classical pathways,
culminating in the generation of anaphylatoxins C3a, C4a and Cba, as well as the
formation of serum sTCC in the serum. The venom promoted a "storm" of inflammatory
mediators in human blood characterized by the intense production of LTBa4, PGE.,
TXA2, CCL2, CCL5 and CXCLS8, dependent on complement activation by SVMPs, as
well as activation of the C5a-C5aR1 axis. In mice, the venom was able to promote
intense complementopathy, especially in animals subjected to severe experimental
poisoning. The activation of the C5a-C5aR1 axis, in the subcutaneous tissue of animals
injected with venom, triggered the production of LTB4, PGE2 and TXA2, which were
responsible for the edema. In addition, the venom-induced generation of C5a led to the
production of the chemokine CXCL1, along with increased tissue levels of MPO.
Interestingly, the increase in systemic levels of IL-6 and CCL2, as well as in the
percentage of neutrophils induced by moderate experimental envenoming, was totally
dependent on C5aR1 activation. Signaling via C5aR1 in animals submitted to severe
envenoming was responsible for leukocytosis, neutrophilia, monocytosis and ALI. The
data obtained in this study demonstrate that the N. annulifera venom is composed of
pro-inflammatory components and that the envenomation is characterized by hyperacute
inflammatory reactions, mediated by the activation of the complement, more
specifically the C5a-C5aR1 axis. Thus, the complement system becomes a possible
therapeutic target to control deleterious inflammatory reactions, associated with
envenomation by this snake and other venomous animals in which this axis can
influence the pathology of the poisoning.

Keywords: N. annulifera; venom; inflammatory reactions; complement; C5aR1



PREFACIO

O ofidismo na Africa Subsaariana é um grave problema de satde publica
caracterizado por elevados indices de morbidade e mortalidade. Embora de grande
importancia, pouca atencdo é dada ao ofidismo pelas autoridades locais. A falta de
recursos humanos e financeiros sdo agravantes no continente que contribuem para a
escassez na geracdo de conhecimento sobre 0s venenos e produgéo de soro contra eles.
Dentro deste contexto, o Laboratorio de Imunoquimica do Instituto Butantan, através
do projeto “Venenos animais e sua importancia para saude publica no Brasil e Africa:
Uma proposta de investigacdo e producdo de conhecimento integrado” tem se
dedicado ao estudo de venenos de serpentes africanas de importancia médica e
producdo de soros anti-veneno especificos.

Assim, levando-se em consideracdo que (i) a serpente N. annulifera
provoca acidentes graves, (ii) que os componentes e 0 modo de a¢do do seu veneno
foram pouco estudados, considera-se que sdo relevantes estudos que venham
caracterizar esses aspectos e possam servir como base para a proposi¢cdo de novas
estratégias terapéuticas para este envenenamento.

Para melhor compreensdo da temética do trabalho, a presente tese foi
dividida em dois capitulos: o Capitulo | apresenta a caracterizagdo dos componentes do
veneno e do processo inflamatorio local e sistémico decorrente desse envenenamento;
0 Capitulo Il descreve o impacto da ativacdo do sistema complemento nas reacdes
locais e sistémicas provocadas pelo veneno da N. annulifera.

Ao final da tese constam, em dois apéndices (B e C), as publicacbes de
artigos referentes a caracterizacdo dos componentes do veneno da N. annulifera e da
fisiopatologia do envenenamento (B); a contribuicdo do sistema complemento nas

reagOes locais e sistémicas associadas ao envenenamento (C).



INTRODUCAO GERAL

A inflamacdo é uma resposta adaptativa dos tecidos diante de diferentes
estimulos, tais como, les@es, distdrbios metabdlicos e infec¢Bes. Se aguda e controlada,
a resposta inflamatdria remove o estimulo inicial, promovendo reparo e retorno do
tecido a sua homeostase. No entanto, se descontrolada ou cronica, tal resposta adquire
caracteristicas patoldgicas (MEDZHITOV, 2008; 2010; OKIN & MEDZHITOV,
2012).

As doencas inflamatorias constituem um grupo complexo e heterogéneo de
enfermidades que afetam mais de 10% da populacdo mundial. Embora de importancia
significativa, 0os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de tais doengas néo
foram completamente elucidados, dificultando, desta forma, o estabelecimento de
condutas terapéuticas ideais para essas patologias (CENTER OF RESEARCH IN
INFLAMMATORY DISEASES, 2021). Essas doencas geralmente sdo caracterizadas
por danos teciduais e disfuncdo de oOrgdos (KESHARI et al.,, 2017; OKIN &
MEDZHITOV, 2012; VAN DE VEERDONK et al.,, 2017), sendo muitas vezes
incapacitantes (EL-GALAWAY et al., 2010; OKIN & MEDZHITOV, 2012; SMOLEN
et al., 2018; PFIZER, 2021) e responsaveis por ébitos, tal como observado em casos de
choque séptico (KESHARI et al., 2017; van den VEERDONK et al., 2017) e
envenenamentos por animais peconhentos (BARROS DOS REIS, 2020; SARTIM et
al., 2020; ZOCCAL et al., 2016; 2018; 2019; WHO, 2019).

Os envenenamentos por animais pegonhentos sdo um problema de satde
publica em varias regies do mundo, sendo responsaveis por elevados indices de
morbidade e mortalidade (CARDOSO et al., 2009; KASTURIRATNE et al., 2008;
WHO, 2019). Estes acidentes, especialmente envolvendo serpentes peconhentas, foram
incluidos pela Organizacdo Mundial da Satdde (OMS) na lista de doencas tropicais
negligenciadas, as quais acometem, na maioria das vezes, populacGes pobres que
vivem em &reas rurais. Tais acidentes apresentam caracteristicas clinicas diversas e
complexas, uma vez que podem promover lesdo tecidual, distirbios hemostaticos e
cardiovasculares, hemorragias e parada respiratéria, sendo tais patologias responsaveis
pela morte de mais de 80.000 pessoas por ano. Além disso, tais acidentes sdo
responsaveis por mais de 300.000 casos de lesdes incapacitantes e amputacdes, as
quais tém forte impacto socioecondmico (GUTIERREZ et al., 2017; WHO, 2019).

Devido & relevancia dos acidentes com serpentes peconhentas, a OMS

(2019) estabeleceu uma série de estratégias para reduzir em 50% a morbidade e a
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mortalidade associadas a tais acidentes, até 2030. Além disso, esse plano inclui o
investimento no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para 0s
envenenamentos. Desta forma, s@o cruciais os estudos que caracterizem de maneira
detalhada os aspectos fisiopatoldgicos dos diferentes envenenamentos.

Nos altimos anos foi demonstrando o papel crucial de componentes do
sistema imune, tais como os mastdcitos, inflamassomas e mediadores lipidicos, para a
protecdo ou lesdo e/ou morte em diferentes envenenamentos (ANDERSON et al.,
2018; BARROS DOS REIS, 2020; METZ et al., 2006; PALM & MEDZHITOV, 2013;
SARTIM et al., 2020; ZOCCAL et al, 2016; 2018; 2019), fato que torna alguns eventos
inflamatorios potenciais alvos terapéuticos. Assim, o presente estudo teve como
objetivo determinar o potencial inflamatério do veneno da serpente Naja annulifera e
avaliar a contribuicdo do sistema complemento na imunopatologia das reacGes locais e

sistémicas associadas a este envenenamento.



CAPITULO 1 — Caracterizacdo dos componentes e das propriedades

inflamatorias do veneno da serpente Naja annulifera

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Ofidismo e serpentes peconhentas

Acidentes envolvendo picadas por serpentes peconhentas constituem um
problema de satde plblica em areas rurais de paises tropicais e subtropicais da Africa,
América Latina, Asia e Oceania (CHIPPAUX et al., 2019; GUTIERREZ et al., 2017;
HALILU et al., 2019; WHO, 2019).

Estimativas apontam que no mundo ocorram, por ano, cerca de 5.400.000
picadas, 2.700.000 envenenamentos e 138.000 mortes (GUTIERREZ et al., 2014;
2017; WHO, 2019).

Entre as regides mais afetadas pelo ofidismo destaca-se a Africa
Subsaariana (CHIPPAUX, 2011; KASTURIRATNE et al., 2008). Estudos demonstram
gue sO nesta regido acontecem, por ano, mais de 500.000 acidentes (CHIPPAUX et al.,
2019), sendo que destes, 30.000 evoluem para 6bito e 15.000 para lesbes
incapacitantes, o que inclui amputacfes de membros. Além disso, mais de 50.000 casos
de transtornos psicoldgicos (estresse pos-traumatico) tém sido diagnosticados em
individuos pds-envenenamento (CHIPPAUX et al., 2019; GUTIERREZ et al., 2017;
HALILU et al., 2019; WHO, 2019).

Este indice elevado de acidentes na Africa Subsaariana se deve ao fato da
maioria da populacdo desta regido viver em condicGes precarias de moradia e trabalhar
em atividades rurais, fatores que aumentam a susceptibilidade aos acidentes e que
fazem do ofidismo também uma doenca de cunho ocupacional (CHIPPAUX et al.,
2019). Somado a isso, as lesdes incapacitantes, as amputacdes de membros e os
transtornos do estresse pds-traumatico influenciam, de maneira significativa, a vida
destas pessoas, uma vez que elas ficam impossibilitadas de trabalhar, transformando,
desta forma, o ofidismo em uma doenca de alto impacto socioecondmico (CHIPPAUX
etal., 2019; GUTIERREZ et al., 2017; HALILU et al., 2019; WHO, 2019).

Outros agravantes para o ofidismo na Africa Subsaariana sio a distancia e a
precariedade dos servicos de saude, o que inclui falta de pessoal treinado e qualidade
efou falta de soro anti-veneno (CHIPPAUX et al., 2019; GUTIERREZ et al., 2017;
HALILU et al., 2019; WHO, 2019).



A soroterapia é 0 Unico tratamento capaz de neutralizar a agdo dos venenos,
sendo esta baseada na administracdo do soro anti-veneno, rico em anticorpos
especificos contra as toxinas dos venenos (GUTIERREZ et al., 2014; 2017;
TAMBOURGI, 2010). A eficacia de tal terapia tem sido demonstrada na neutralizacéo
das reacdes sistémicas; no entanto, parece nao apresentar capacidade de controlar as
reacOes locais dos envenenamentos (GUTIERREZ et al., 2006).

Estima-se que existam no mundo cerca de 3709 espécies de serpentes (THE
REPTILE DATABASE, 2021a), sendo que destas cerca de 15% sdo capazes de
provocar acidentes graves envolvendo humanos (GOLD et al., 2002). As serpentes
peconhentas sdo encontradas em quatro familias: Viperidae, Colubridae,
Atractaspididae e Elapidae (POUGH et al., 2008). No continente africano, as serpentes
da familia Viperidae e Elapidae (WHO, 2010b) sdo as que mais provocam acidentes.

A familia Elapidae é composta de 377 espécies, divididas em 52 géneros
(THE REPTILE DATABASE, 2021b). As espécies desta familia estdo distribuidas em
regides tropicais e temperadas da Africa, América, Asia e Australia, sendo encontradas
em ambientes terrestres e aquaticos (POUGH et al., 2008; SLOWINSKI et al., 1997;
YEE et al., 2003).

Uma caracteristica importante da familia Elapidae € que todos os seus
membros sdo capazes de provocar envenenamentos graves em humanos. Além disso,
0s venenos destas serpentes apresentam uma caracteristica em comum, a presenga de
neurotoxinas potentes. Tais toxinas sdo importantes na alimentacdo e defesa destas
serpentes (TAKACS et al.,, 2004) e responsaveis por uma caracteristica peculiar,
observada na grande maioria dos envenenamentos por Elapidios, a parada respiratoria
(BRAZIL, 1987; GUTIERREZ et al., 2017; WHO, 2010b).

Dentre os géneros das serpentes da familia Elapidae, de importancia em
salde publica, o género Naja merece grande destaque devido ao numero e a gravidade
dos acidentes que estas serpentes provocam (GUTIERREZ et al., 2006; KOEN e
WILLIAMS, 2011; PETRAS et al., 2010; WHO, 2010b).

1.1.1.1 Género Naja

O género Naja é composto por 31 espeécies, sendo que destas, 11 habitam o
continente Asiatico e 20 o continente Africano (THE REPTILE DATABASE, 2021c;
WALLACH et al., 2009). Tais serpentes sdo também conhecidas como Cobras e

divididas em dois grupos: Cobras cuspideiras (spitting cobras) e ndo cuspideiras (non-
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spitting cobras) (BERTHE et al., 2009; BROADLEY e WUSTER, 2004; WALLACH
etal., 2009).

As “spitting cobras” possuem adaptacdes na cavidade oral para cuspir
veneno quando se sentem ameacadas (BERTHE et al., 2009). Estas serpentes podem
cuspir veneno a uma distancia de até 3 metros do predador e/ou vitima, mirando a face
e os olhos (BERTHE et al., 2009). O contato do veneno, com os olhos, pode provocar
oftalmia, resultando em conjuntivite quimica extremamente dolorosa, com lacrimacao
e inchaco das palpebras, ulceracdo da cdrnea e uveite, levando a cegueira permanente
do individuo (GUTIERREZ et al., 2017).

As espécies cuspideiras sdo Naja ashei, N. atra, N. kaouthia, N. katiensis,
N. mandalayensis, N. mossambica, N. naja, N. nigricincta, N. nigricollis, N. nubiae, N.
oxyana, N. pallida, N. philippinensis, N. sagittifera, N. samarensis, N. siamensis, N.
sputatrix, N. sumatrana (BERTHE et al., 2009; WALLACH et al., 2009). Estas, além
de serem chamadas de cuspideiras, sdo também conhecidas como cobras citotdxicas
pelo fato de seus venenos provocarem leses necréticas na regido da picada (MENDEZ
etal., 2011; WHO, 2010b).

O grupo de “non-spitting cobras” inclui N. anchietae, N. annulata, N.
annulifera, N. arabica, N. cristyi, N. haje, N. melanoleuca, N. multifasciata, N. nivea e
N. senegalensis (BROADLEY e WUSTER, 2004; WALLACH et al., 2009). Estas
serpentes sdo conhecidas como cobras ndo cuspideiras neurotdxicas, uma vez que 0S
acidentes com estas, geralmente, provocam quadro neurotéxico “classico”, que envolve
parada respiratoria fatal, cerca de 2 a 16 horas apds a picada (WHO, 2010b).

Na pratica clinica, tal separacdo entre espécies citotdxicas e neurotoxicas
ndo auxilia, em nada, o estabelecimento de estratégias terapéuticas ideais, uma vez que
0s venenos de algumas espécies de Naja podem provocar lesdo local acompanhada de
disturbios hemostaticos, hemorragias e neurotoxicidade (CHIPPAUX, 2013;
MITRAKUL et al., 1984; WHITE, 2016). Somado a isto, o fato de varias espécies do
género Naja terem sido pouco estudadas, até 0 momento, dificulta o estabelecimento
de condutas terapéuticas ideais para 0s envenenamentos. Neste contexto, o veneno da
serpente N. annulifera, de importancia médica na Africa Subsaariana, tem sido pouco

investigado.



1.1.2 Naja annulifera

N. annulifera € uma espécie de serpente peconhenta que ocorre em alguns
paises da Africa Subsaariana (Fig. 1A), como Africa do Sul, Botsuana, Malaui,
Mocambique, Namibia, Suazilandia, Zambia e Zimbabue (BROADLEY e WUSTER,
2004; WESTRIN e RAHMEL, 2011).

Figura 1- Mapa delimitando, em amarelo, a area de ocorréncia de N. annulifera na Africa Subsaariana

(https:/iwww.africansnakebiteinstitute.com/snake/african-snakes-snouted-cobra/).

Esta serpente se adapta facilmente aos mais variados ambientes, uma vez
que possui uma dieta generalista. Dentre 0s ambientes em que é encontrada estdo as
savanas, desertos, vegetacfes densas e dareas rochosas. Além disto, também é
encontrada em locais proximos a habitacGes humanas, onde se encontram suas
principais presas, os ratos (WESTRIN e RAHMEL, 2011). Além dos ratos, esta
serpente se alimenta de outros pequenos vertebrados, incluindo sapos, lagartos e
serpentes da sua e de outras espécies. Alimenta-se também de galinhas, pintos e ovos,
sendo considerada uma praga por avicultores (CLINICAL TOXINOLOGY
RESOURCERS, 2021; WESTRIN e RAHMEL, 2011).

Os individuos desta espécie sdo geralmente grandes, podendo alcancar 2,6
metros de comprimento. Apresentam cabeca grande e larga e focinho levemente
curvado e pontiagudo, caracteristicas que fazem com que a N. annulifera seja
popularmente chamada de “Snouted Cobra” (cobra de focinho) (BROADLEY e
WUSTER, 2004; WESTRIN e RAHMEL, 2011).
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Esta espécie apresenta diferentes padrdes de coloracdo durante a vida (Fig.
2). Os jovens apresentam coloragdo amarelada ou esverdeada, com manchas escuras
espalhadas pelo corpo, e uma faixa larga escura envolvendo o pescoco. Na fase adulta,
0s animais perdem a faixa escura, que envolve 0 pescogo, € 0 Corpo se torna escurecido
por completo, alcangcando tons como preto, marrom ou cinza escuro.

Em algumas fases da vida, os individuos desta espécie, principalmente
aqueles encontrados na Africa do Sul, apresentam faixas brancas ou amareladas em
todo o corpo, que se alternam com as regifes de coloracdo escura, citadas
anteriormente. Esta fase é conhecida como “Banded Phase” e, devido a ela, tal
serpente adquire outro nome popular, “Banded Cobra” (cobra com faixas)
(BROADLEY e WUSTER, 2004; WESTRIN e RAHMEL, 2011).

)

A

S

Figura 2 - Espécimes de N. annulifera na Africa Subsaariana apresentando diferentes padrdes de

coloracdo (https://www.africansnakebiteinstitute.com/snake/african-snakes-snouted-cobra/).

1.1.2.1 Envenenamentos
Acidentes por N. annulifera ocorrem pelo contato constante da serpente
com humanos, uma vez que (i) sua presa principal, os ratos, sdo encontrados,

geralmente, proximos as habitacGes humanas; (ii) tal serpente € mantida em cativeiro
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por diferentes centros de pesquisa e (iii) varias pessoas tém esta serpente como animal
de estimacdo (WESTRIN e RAHMEL, 2011).

Os individuos acidentados sentem dor intensa no local da picada, seguida
por queimacdo local, que se irradia para o corpo inteiro. Além disso, 0s pacientes
apresentam tontura e ptose palpebral (WESTRIN e RAHMEL, 2011). Os individuos
envenenados podem evoluir para parada respiratoria, seguida de morte entre 2 e 16
horas ap6s a picada, caso ndo haja tratamento. A soroterapia é o tratamento
recomendado, sendo que em casos de parada respiratoria a ventilagdo mecéanica é
indicada (ALVES, 1960; BLAYLOCK, 1982; CLINICAL TOXINOLOGY
RESOURCERS, 2021; ENGELBRECHT, 2012; STROVER, 1961; WHO, 2010b;
WESTRIN e RAHMEL, 2011). No entanto, a soroterapia e a ventilagdo mecénica nem
sempre fazem a diferenca, uma vez que Obitos tém ocorrido apés tais condutas
terapéuticas (ALVES, 1960; BLAYLOCK, 1982; HARPER & FRY, 2021;
STROVER, 1961).

Existem relatos na antiga provincia de Transvaal, na Africa do Sul, de
individuos acidentados pela N. annulifera que apresentaram distdrbios hematoldgicos e
necrose no local da picada (WESTRIN e RAHMEL, 2011). Nesta mesma regido foi
reportado o caso de um individuo, envenenado pela N. annulifera, que desenvolveu
reagdo anafilatica instantanea e letal devido & sensibilizacdo prévia ao veneno
(HARPER & KEEPER, 2002).

Dados epidemioldgicos, a respeito da clinica e distribuicdo dos acidentes
com humanos, séo escassos. Acidentes por N. annulifera parecem ser extremamente
comuns na Africa do Sul e no Zimbébue, superando os casos de envenenamentos por
outros Elapidios. No passado, muitos dos acidentes atribuidos a N. haje, na Africa
Subsaariana, na verdade, parecem ter sido provocados pela N. annulifera, uma vez que
esta era uma subespécie de N. haje, sendo que as duas foram elevadas a espécies
independentes por Ron Broadley (1995). Além do que, a N. haje ndo ocorre nas
mesmas regides que a N. annulifera (RON BROADLEY, 1995).

Além dos acidentes com humanos, dados epidemioldgicos apontam que
60% dos acidentes ofidicos com cdes, na Africa do Sul, sdo causados pela N.
annulifera (LOBETTI e JOUBERT, 2004). Ainda, neste estudo foi demonstrado que
cdes envenenados por esta serpente apresentam alteracfes hematoldgicas, incluindo
leucocitose com neutrofilia (LOBETTI e JOUBERT, 2004). Langhorn e colaboradores

(2013) demonstraram que 70% dos cdes envenenados pela N. annulifera apresentavam
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aumento nos niveis séricos de Proteina C Reativa (PCR) e lesdo cardiaca caracterizada
pelo aumento nos niveis circulantes de Troponina Cardiaca |. Nagel et al. (2014)
observaram que caes envenenados por N. annulifera, além de terem aumento nos niveis
plasmaticos da PCR, apresentavam distirbios hemostaticos, caracterizados por
aumento de Tempo de Protrombina (TP) e Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) e
reducdo nos niveis plasmaticos de antitrombina.

Embora de importancia médica, humana e veterinaria, 0s componentes e
acao do veneno da N. annulifera foram pouco caracterizados até 0 momento. Algumas
proteinas ja foram isoladas, purificadas e sequenciadas a partir deste veneno, e 0s
resultados demonstraram grande homologia destas proteinas com as “Three Finger
Toxins” (3FTX) presentes em venenos de diferentes serpentes da familia Elapidae
(HEUS et al., 2013; JOUBERT, 19754, b, ¢; JOUBERT, 1976; WEISE et al., 1973).

1.1.3 Composicao dos venenos de serpentes

Venenos de serpentes sdo misturas complexas de componentes que
possuem uma gama de agdo tanto nas presas, como em vitimas humanas (CHIPPAUX
etal., 1991; GUTIERREZ, 2002; KEMPARAJU e GIRISH, 2005). Estes componentes
apresentam diferentes naturezas bioquimicas, o que inclui ions, aminoécidos livres,
peptideos, nucleotideos, carboidratos, lipidios, aminas biogénicas e proteinas, sendo as
proteinas os componentes de maior relevancia biolégica nos envenenamentos
(BARRAVIERA, 1999a; KANG et al., 2011). Muitas dessas moléculas possuem, como
principal funcdo bioldgica, imobilizar ou promover a morte da presa e ajudar no
processo de digestdo (CHIPPAUX et al., 1991).

Entre as principais classes de proteinas tdxicas, encontradas nos venenos de
serpentes, destacam-se as Hialuronidases, Fosfolipases A2 (FLA:), Metaloproteinases
(SVMP), Serinoproteinases (SVSP) e as “Three Finger Toxins” (3FTX) (GUTIERREZ
et al., 2017). Esta diversidade na composicdo dos venenos é responsavel pela ampla
gama de efeitos bioldgicos e patolégicos que os venenos produzem nas presas e
vitimas, tais como, disturbios cardiovasculares e hemostaticos, neurotoxicidade, lesdo
tecidual, inflamac&o e dor (GUTIERREZ et al., 2017).

Hialuronidases: a difusdo das toxinas do veneno, do sitio de inoculacéo para a
circulacdo, é essencial para o sucesso do envenenamento. Para tanto, € necessario que
ocorra degradacdo de componentes da matriz extracelular (MEC), como proteinas e
glicosaminoglicanos (GAGs) (KEMPARAJU e GIRISH, 2005). Os GAGs, juntamente
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com outros componentes da MEC, formam um gel que é importante em diversos
processos morfofuncionais. Estes componentes da MEC possuem certa viscosidade,
caracteristica que retarda a penetracdo de particulas estranhas e microrganismos nos
tecidos. Entre os GAGs, alvo de fatores de viruléncia de algumas espécies de bactérias
e de algumas enzimas de venenos animais, destaca-se o0 acido hialurénico
(KEMPARAJU e GIRISH, 2005; KOLAR et al., 2015; MAKRIS et al., 2004).

O acido hialurdnico é degradado em pequenos fragmentos por enzimas
conhecidas como hialuronidases. As hialuronidases sdo encontradas em venenos de
serpentes, lagartos e artropodes e sua acdo contribui para a difusdo das toxinas dos
venenos, do tecido onde foram inoculadas para a circulagdo. Estas enzimas também sao
conhecidas como fator de espraiamento (KEMPARAJU e GIRISH, 2005).

Fosfolipases Az: um grupo de enzimas de relevancia nos envenenamentos
e em processos fisioldgicos e patoldgicos sdo as FLA2 As FLA: pertencem a uma
familia de enzimas que catalisa a hidrélise de fosfolipidios na ligacdo acil-éster, na
posicdo sn-2, liberando éacidos graxos como acido araquiddnico, e lisofosfolipideos
(BURKE e DENNIS, 2009a,b; MOUCHLIS & DENNIS, 2019; REYES, et al., 2010;
PIROLLA et al.,, 2011). De acordo com Mouchlis e Dennis (2019), as FLA; séo
divididas em 16 grupos distintos, que podem ser agrupados em seis classes principais,
e, dentre estas tem-se a classe das FLA; secretadas (SFLA2S), que estdo presentes nos
venenos de varias espécies de serpentes.

Os estudos das sequéncias destas enzimas em venenos tém permitido
dividi-las em dois subtipos: as que possuem aspartato/histidina na posic¢ao 49 e as que
apresentam lisina nesta mesma posicdo. Esta diferenca tem implicagfes na atividade
catalitica da enzima, sendo que o aspartato/histidina na posicdo 49 possui papel central
na capacidade destas enzimas em unirem-se ao calcio, ion essencial para sua atividade
catalitica. A substituicdo de aspartato/histidina por lisina faz com que a FLA: seja
incapaz de se ligar ao célcio e, com isso, a atividade catalitica ¢ abolida (GUTIERREZ,
2002; GUTIERREZ e OWNBY, 2004; BURKE e DENNIS, 2009a,b).

As FLA: de veneno ofidico exibem diversas atividades, tais como letal
(BATH e GOWDA, 1991; CHWETZOFF et al., 1989a), inflamatoria (CIRINO et al.,
1989; VADAS et al., 1989; ZULIANI et al., 2005), pré- e anticoagulante (BRAUD et
al., 2000; STEFANSSON et al., 1990; TENG et al., 1984), hiperalgésica (CHACUR et
al., 2003; 2004), citotoxica (ARCE-BEJARANO et al., 2014; CHEN et al., 2010;
CHWETZOFF et al., 1989b; GUTIERREZ, 2002; GUTIERREZ e OWNBY, 2004;
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MORA et al., 2005; MORA-OBANDO et al., 2014) e neurotdxica (p-neurotoxinas/
neurotoxinas pré-sinapticas) (RIGONI et al., 2004).

Proteases: as proteases compdem um grupo de enzimas de grande
importancia nos venenos e, entre as principais classes destes componentes identificadas
em venenos de serpentes, destacam-se as SVMP e SVSP. As SVMPs sdo representadas
por uma série de enzimas dependentes de Zn?*, filogeneticamente relacionadas as
metaloproteinases da familia das ADAMs (do inglés: A Disintegrin And
Metalloprotease ”) e ADAMTS (do inglés: ADAM with Thrombospondin type-1 motif)
de mamiferos (KANG et al., 2011, TAKEDA al., 2012; TAKEDA, 2016;
GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017) e, junto com estas, constituem o “cla” das
adamlisinas/reprolisinas.

Em mamiferos, as metaloproteinases sdo caracterizadas como proteinas
transmembrana ou glicoproteinas soltveis que influenciam uma série de funcdes,
incluindo migragédo, adesdo e sinalizagdo celular; “shedding” de formas latentes de
interleucinas e fatores de crescimento; morfogénese, remodelamento tecidual e
coagulacdo (TAKEDA, 2016). Nos venenos ofidicos, tais enzimas parecem ter surgido
por meio de recrutamento, duplicacdo e neofuncionalizacdo de genes ancestrais,
relacionados as ADAMs, para as glandulas de veneno (TAKEDA, 2016).

As SVMPs sdo divididas em trés grupos principais (PI, PIl e PIII), de
acordo com seus respectivos dominios estruturais. As diferencas em suas estruturas
contribuem para a diversidade de atividades que estas moléculas apresentam nos
envenenamentos (TAKEDA et al., 2012; TAKEDA, 2016).

Estas moléculas promovem alteracfes no sistema hemostatico por meio de
varios mecanismos como inibicdo da agregacdo plaquetaria, degradacdo de
fibrinogénio e fibrina, inducdo da expressdo do fator tecidual em leucdcitos, ativacao
da protrombina e do fator X (BRAUD et al., 2000; KANG et al., 2011; KINI, 2011;
MATSUI et al., 2000; SARTIM et al., 2015; TAKEDA al., 2012; TAKEDA, 2016;
YAMASHITA et al., 2014).

A acdo das SVMPs sobre a hemostasia e sistema vascular (WU e HUANG,
2003; TANJONI et al., 2010) contribui para a hemorragia local e sistémica observada
nos envenenamentos (GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000; KANG et al., 2011;
ROCHA e FURTADO, 2007).

Além dos disturbios de coagulacdo, as SVMPs sdo também capazes de

degradar a matriz extracelular dos tecidos (HERRERA et al., 2015) e a membrana
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basal dos vasos (FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017), provocar a morte de células
endoteliais (TANJONI et al., 2010), leséo tecidual (BALDO et al., 2010; HERRERA et
al., 2015; GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017), e inflamacdo (FARSKY et al.,
2000; GALLAGHER et al., 2005; CLISSA et al., 2006; LOPES et al., 2009; SARTIM
etal., 2015).

As SVSPs sdo enzimas que pertencem ao “cla” PA (do inglés: “Proteases
of mixed nucleophile, superfamily A”’) de proteases da familia S1 da Quimiotripsina.
Estas enzimas apresentam um mecanismo de catalise que envolve um residuo de

195 altamente reativo estabilizado por um residuo de histidina®’, e um residuo de

serina
acido asparticol®? (triade catalitica), os quais sdo altamente conservados. Quanto a
origem, é proposto que as SVSPs evoluiram de calicreinas glandulares. Estas enzimas
apresentam alta especificidade para substratos macromoleculares e, diferente das
serinoproteinases de mamiferos, as SVSPs ndo sdo susceptiveis a inibicdo pelas
Serpinas (inibidores de serinoproteinases) endogenas (AMORIM et al., 2018;
GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017; MEGALE et al., 2019).

Entre as acBes das SVSPs nos envenenamentos destacam-se os efeitos
sobre a hemostasia, uma vez que sdo capazes de clivar o fibrinogénio (AMORIM et al.,
2018; MEGALE et al., 2019) e coagular o plasma e solugdes de fibrinogénio humano
(AMORIM et al., 2018), propriedades que permitem nomea-las como “Thrombin-
like”. No entanto, diferente da Trombina, as SVSPs promovem a geracdo de codgulos
alterados, uma vez que ndo ativam o fator XIIlI da cascata de coagulacdo, evento
molecular fundamental para a estabilizacdo dos coagulos (AMORIM et al., 2018). As
SVSPs também sdo capazes de inibir a agregacdo plaquetaria (AMORIM et al., 2018) e
promover, diretamente ou via plasminogénio, a destruicdo de coagulos (ZANG et al.,
1995).

As SVSPs tém se mostrado moléculas multifuncionais nos
envenenamentos, uma vez que além de promover disfungdes hemostaticas, elas podem
causar hipotensdo, dor e inflamacdo, uma vez que sdo capazes de hidrolisar o
cininogénio e a proteina C3 do sistema complemento promovendo, respectivamente, a
geracdo de bradicinina (MEGALE et al., 2019) e da anafilatoxina C3a (YAMAMOTO
et al., 2002).

“Three Finger Toxins”: as 3FTXs sdo proteinas globulares de baixa
massa molecular, sem atividade enzimatica, encontradas principalmente nos venenos
de serpentes da Familia Elapidae (CHIEN et al., 1994; GOPALAKRISHNAKONE et
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al., 2017; KONSHINA et al., 2011; MUNAWAR et al., 2018; OSTHOFF, 1990). O
nome deste grupo de toxinas é derivado de sua estrutura proteica caracterizada pela
presenca de trés alcas, com formato de dedos, que se estendem a partir de um nucleo
hidrofobico que é estabilizado por pontes dissulfeto. No entanto, apesar de
apresentarem estrutura protéica comum, estas toxinas exibem diversas atividades
farmacoldgicas, tendo como alvos uma variedade de receptores, canais idnicos e alguns
processos fisiolégicos (GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017).

As 3FTXs sdo classificadas de acordo com seu modo de acdo em
neurotoxinas e cardiotoxinas (citotoxinas) (GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017;
MUNAWAR et al., 2018).

As neurotoxinas da familia das 3FTXs sdo também conhecidas como
toxinas curaremimeéticas (o-neurotoxinas, neurotoxinas pds-sinapticas) e muscarinicas.
Elas podem ativar ou bloquear receptores nicotinicos e muscarinicos para acetilcolina,
nas jungbes neuromusculares, desta forma interferindo na neurotransmisséo
provocando parada respiratéria e distarbios cardiocirculatorios (BRAZIL, 1987;
SLOWINSK et al., 1997; YEE et al, 2003; TAKACS et al, 2004;
GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017; MUNAWAR et al., 2018).

As citotoxinas agem inserindo-se em membranas celulares e provocando
lise celular (CHIEN, et al., 1994; MUNAWAR et al., 2018). Além disso, exibem
afinidade por canais i6nicos e tropismo por células musculares cardiacas
(cardiotoxinas) e como consequéncia despolarizaram os cardiomiécitos, de modo
dependente da abertura dos canais de célcio, fazendo com que ocorra aumento no
influxo de célcio para dentro da célula induzindo parada sistélica (TONSING et al.,
1983; OSTHOFF, 1990; CHIEN, et al., 1994).

Além das atividades descritas acima, algumas 3FTXs podem agir como
inibidores enziméaticos e de alguns eventos hemostaticos, tais como, agregacdo
plaquetaria (GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017; MUNAWAR et al., 2018).

1.1.4 Inflamacé&o e envenenamentos

A inflamagédo € uma resposta adaptativa dos tecidos frente a estimulos de
natureza diversa. Tal resposta pode ser induzida por lesbes teciduais, estresse e mal
funcionamento de células e tecidos, distirbios metabolicos, infeccBes, entre outros
(CHOVAIA & MEDZHITOV, 2014; MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV, 2010

17



MEDZHITOV e HORNG, 2009). Embora possa ser promovida por diferentes
estimulos, o objetivo da inflamacéo, se aguda e controlada, é fazer com que os tecidos
retornem a sua homeostase (MEDZHITOV, 2010; CHOVAIA & MEDZHITOV,
2014).

Considerando a diversidade de indutores, os mecanismos moleculares e
celulares que direcionam 0s eventos do processo inflamatorio podem ser também
diversos, 0 que vai repercutir nas diferentes propostas fisioldgicas da inflamacéo, tais
como, defesa contra microrganismos infecciosos, eliminacdo de células mortas e
resposta de reparo tecidual, adaptacdo ao estresse celular/tecidual e restauracdo de
parametros  fisioldgicos/metabdlicos (CHOVAIA & MEDZHITOV, 2014;
MEDZHITQOV, 2008; 2010).

Embora a inflamacéo tenha como objetivo principal o retorno dos tecidos a
sua homeostase, se a mesma ocorrer de maneira exacerbada e/ou crénica, tal resposta
pode ter consequéncias patoldgicas que incluem autoimunidade, autoinflamacédo, dano
tecidual, inflamacdo sistémica, fibrose, crescimento tumoral e o desenvolvimento de
doencas  metabdlicas/homeostaticas (CHOVAIA & MEDZHITOV, 2014;
MEDZHITOV, 2008; OKIN & MEDZHITOV, 2012). Estas consequéncias patologicas
sdo responsaveis por indices significativos de morbidade e mortalidade observados em
uma serie de condigdes clinicas, entre elas, choque séptico, asma, artrite reumatoide e
obesidade (EL-GALAWAY et al., 2010; PFIZER, 2021).

As respostas das células e tecidos frente aos diferentes estimulos sdo
dependentes da magnitude destes. Em algumas situacGes de estresse celular/tecidual,
mecanismos intracelulares e intrateciduais sdo capazes de restaurar a homeostase
tecidual através da adaptacdo ao estresse ou através da para-inflamacao. No entanto, se
0 estimulo é de magnitude elevada, levando a um intenso desbalanco homeostatico,
reforgos extra teciduais sao necessarios, sendo o processo inflamatério uma resposta
extrema a tais estimulos (CHOVAIA & MEDZHITOV, 2014). Neste sentido, a
resposta inflamatdria pode causar alteracGes no calibre e permeabilidade dos vasos da
microcirculacdo sanguinea, culminando no escape de proteinas plasmaticas, tais como
as do sistema complemento, cascata de coagulagdo e anticorpos, e infiltracdo de
leucdcitos. Todas estas alteracbes decorrem da geracdo coordenada de diferentes
classes de moléculas, tais como, anafilatoxinas, mediadores lipidicos, interleucinas,
moléculas de adesdo celular, fibrinopeptideos, cininas e quimiocinas (MEDZHITOV,
2008; 2010).
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Uma vez no sitio inflamatdrio, as células e moléculas recrutadas vao
reconhecer e remover 0 agente indutor e promover reparo tecidual, levando o tecido
novamente a sua homeostase (FULLERTON e GILROY, 2016; MEDZHITOV, 2008;
MEDZHITOV e HORNG, 2009; ROCK et al., 2010; SERHAN, 2010).

A resposta inflamatéria pode ser iniciada de diferentes maneiras, e entre
estas, por meio da ativacdo de receptores de reconhecimento de Padrdes (PRRs, do
inglés: Pattern Reconizing Receptors) Moleculares Associados a Microrganismos
(MAMPs, do inglés: Microorganisms-Associated Molecular Patterns) e Padrdes
Moleculares Associados ao Dano (DAMPs, do inglés: Damage-Associated Molecular
Patterns). Tais receptores estdo presentes em células imunes e ndo imunes, ou na forma
soltvel na circulagdo. Frente a estimulos ativadores, disparam cascatas de sinalizacao
intracelular o que culmina na producdo de moléculas efetoras, tais como, mediadores
lipidicos, interleucinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, entre
outras. Estas moléculas agindo em diferentes receptores/alvos vao contribuir para
inducdo e manutencdo dos diferentes eventos da resposta inflamatéria, como,
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, formacdo de edema, quimiotaxia
de leucdcitos, “clearance” de microorganismos e células mortas e inducao de reparo
(FULLERTON e GILROQOY, 2016; MEDZHITQOV, 2008).

A inflamagdo induzida por MAMPs e DAMPs tem sido extensamente
analisada por varios grupos de pesquisa. No entanto, os mecanismos envolvidos na
inducdo de inflamacgdo por venenos e toxinas animais e o impacto da inflamacéao, na
patogénese dos envenenamentos por diferentes grupos de animais pegonhentos,
carecem de mais investigacGes. Nos ultimos anos, uma série de estudos tem emergido
na literatura mostrando que a inflamagcdo em diferentes envenenamentos, pode ser
protetora, ou deletéria e até mesmo letal.

Entre os eventos iniciais envolvidos na inflamagéo induzida por venenos
animais, tem sido demonstrado que PRRs tais como, TLR-2 (do inglés: Toll-Like
Receptor 2), TLR-4, CD14 (do inglés: Cluster of differentiation 14), CD36 e NLRP3
(do inglés: NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3) estdo envolvidos com
0 reconhecimento inicial de toxinas de venenos e, frente a tais achados, foi proposto o
termo Padrfes Moleculares Associados a Venenos (VAMPs, do inglés: Venom-
Associated Molecular Patterns) (ZOCCAL et al., 2011; 2013; 2014; 2015; 2016; 2018;
2019; BARROS DOS REIS, 2020; BARROS DOS REIS et al., 2020).
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Além do reconhecimento dos VAMPSs, estudos mostraram que SVMPs séo
capazes de clivar e liberar o precursor de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) de
membrana (MOURA-DA-SILVA et al., 1996), induzir a producéo local das citocinas
pré-inflamatorias IL-1pB e 1L-6, e a expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPS)
(RUCAVADO et al., 2002) que podem contribuir para a necrose observada nos
acidentes com serpentes do género Bothrops (GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000).

Laing et al. (2003) observaram que camundongos inoculados com a SVMP
Jararagina, isolada do veneno de B. jararaca, apresentaram inflamacdo com aumento
nos niveis locais de TNF-a, IL-1P e IL-6, hemorragia e dermonecrose. Neste modelo, a
dermonecrose foi totalmente dependente dos receptores para TNF-a tipo 1 e 2 (TNFR-I
e 1), e para IL-6 (IL-6R), uma vez que animais knockout para tais receptores foram
completamente protegidos da lesdo dermonecrotica.

Alguns estudos mostraram que mastocitos atuam de forma protetora no
envenenamento por Atractaspis engadensis e toxinas isoladas deste veneno, as
sarafotoxinas. Assim, camundongos Kit"*"/Kit"*" deficientes de mastécitos, sdo
suscetiveis a hipotermia e letalidade decorrentes deste envenenamento. Tal protecéo
parece estar associada a liberacdo de enzimas dos granulos dos mastdcitos, capazes de
neutralizar os componentes do veneno (METZ et al.,, 2006). Proteases como
Carboxipeptidase A (SCHNEIDER et al., 2007), Quimase/Protease-4 (AKAHOSHI et
al., 2011) e Triptase (ANDERSON et al., 2018), degradam toxinas nédo s6 do veneno de
A. engadensis, mas também de outros venenos, como os de serpentes do género Naja.

A Caspase-1, componente essencial dos inflamassomas, importante para
maturacdo das citocinas IL-1p e IL-18, apresentou potencial protetor nos
envenenamentos por Crotalus atrox, pois animais deficientes desta enzima mostraram
agravamento da necrose na regido de inoculacdo do veneno e hipotermia severa
(PALM e MEDZHITOV, 2013).

Algumas FLA: de venenos de serpentes apresentam similaridade estrutural
com FLA; inflamatérias de mamiferos (LEIGUEZ et al.,, 2014). Estas FLA:
inflamatdrias de mamiferos sdo capazes de liberar acidos graxos das membranas
celulares levando a producdo de eicosanoides, e alguns estudos apontam que esta
caracteristica ndo esta restrita apenas aos mamiferos.

Tem sido demonstrado que FLA: de venenos ofidicos s&o capazes de agir
sobre neutrofilos e macrofagos disparando cascatas de sinalizagdo intracelular

envolvendo uma série de moléculas, incluindo FLA, celulares, tais como cFLA2
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(Fosfolipase A citosélica) e iFLA, (Fosfolipase A, independente de Ca®"), e Ca?",
PKC (do inglés: Protein Kinase C), PTK (do inglés: Protein- Tyrosine Kinase), MAPK
(do inglés: Mitogen-Activated Protein Kinase), PI3K (do inglés: Phosphoinositide 3-
kinase), as quais sdo cruciais para biogénese de corpusculos lipidicos, expressao génica
e proteica das Ciclooxigenases (COXs) e producdo de PGD: (Prostaglandina D2),
PGE2, PGJy, IL-1B e IL-10 (GIANNOTTI et al., 2013; LEIGUEZ et al., 2011; 2014;
MOREIRA et al., 2011; 2013).

Curiosamente, em macrofagos, parte destes efeitos se deve a sinalizacao
via TLR-2. Leiguez et al. (2014) demonstraram que animais knockout para esse PRR
quando incubados com a FLA2 MT-III, isolada do veneno de B. asper, ndo produzem
prostaglandinas, interleucinas e ndo formam corpusculos lipidicos. Estes autores ainda
demonstraram que, mediante a incubacdo dos macréfagos com esta FLA2, ocorre a
geracdo dos acidos palmitico e oleico. Tais lipideos sdo ligantes de TLR-2 o que sugere
que parte da acdo inflamatoria da MT-I1I ocorre de maneira indireta, via produtos da
atividade desta FLA..

As FLA: de veneno ofidico sdo também capazes de induzir desbalango
vascular, uma vez que a inoculacdo destas, na cavidade peritoneal de camundongos,
promove intenso escape de plasma, culminando na formacéo de edema (ZULIANI et
al., 2005). O edema é um evento inflamatdrio clinico observado nos acidentes com
algumas espécies de serpentes. Quando muito pronunciado pode provocar isquemia
local e dor devido a compressdo de fibras nervosas e musculares, levando a sindrome
compartimental (DHAR, 2015; KYEREMANTENG et al., 2016; OAK et al., 2016).
Tal sintoma pode ser acompanhado de hemorragia, bolhas e necrose, sendo esses
quadros observados em acidentes envolvendo, por exemplo, serpentes do género Naja
e Bothrops (CARDOSO et al., 2009; WHO, 2010a,b).

A contribuicdo de diferentes componentes imunes para o desenvolvimento
do edema induzido por venenos e toxinas animais tem sido documentada na literatura.
Por meio de uma série de experimentos de modulacdo farmacoldgica, Nascimento e
colaboradores (2010) demonstraram que o veneno da serpente B. moojeni é capaz de
provocar degranulagdo de mastocitos, in vitro e in vivo, com liberacdo de quantidades
elevadas de histamina. Além disso, tal veneno foi capaz de promover edema de pata
em camundongos, e a inibicdo da degranulacdo de mastocitos com Cromoglicato
Dissddico ou esgotamento de conteudo granular, com o composto 48/80, preveniu o

inchaco. Adicionalmente, o tratamento dos animais com prometazina, cimetidina ou
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tioperamida, antagonistas dos receptores para histamina dos tipos H1, H2 e H3/H4,
respectivamente, inibiu o desenvolvimento do edema.

Considerando os achados de Nascimento et al. (2010), os mastdcitos e seus
mediadores podem ser considerados potenciais alvos terapéuticos, para mitigar o
edema nos diferentes envenenamentos, uma vez que a degranulacdo de mastdcitos
parece ser um evento patogénico comumente elicitado por venenos de serpentes de
diferentes géneros e espécies (CASSAIS-E-SILVA & TEIXEIRA, 2017; CIRINO et
al., 1989; DE TONI et al., 2015; MENALDO et al., 2017; NAKAMURA et al., 2019;
SEBIA-AMRANE & LARABA-DJEBARI, 2013; WANG e TENG, 1988).

Além da degranulagdo de mastdcitos, a producdo de mediadores lipidicos,
parece ser um evento inicial promovido por uma série de venenos ofidicos, que pode
contribuir para o desenvolvimento das manifestacdes clinicas locais do
envenenamento, tal como o edema (CIRINO et al., 1989; OLIVO et al., 2007; DE
TONI et al., 2015; MENALDO et al., 2017; NAKAMURA et al., 2019; SEBIA-
AMRANE & LARABA-DJEBARI, 2013; WANDERLEY et al., 2014; WANG e
TENG, 1988). Neste contexto, os prostandides, principalmente as prostaglandinas,
merecem destaque.

Olivo e colaboradores (2007) identificaram que venenos botropicos
provocam edema exacerbado, que pode ser inibido pelo tratamento com inibidores de
FLA: citosolica (dexametasona), COX-1 (SC-560), COX-2 (rofecoxib). Estes autores
mostraram que estes venenos induzem aumento nos niveis de expressdo das COXs,
concomitante com aumento nos niveis de PGE2 no sitio de inoculacdo. Além de
influenciar o inchaco da pata, estes mediadores influenciam outros aspectos da
fisiopatologia local dos envenenamentos, incluindo a neutrofilia tecidual
(WANDERLEY et al., 2014). Embora o destaque seja para os prostandides, alguns
autores relatam a influéncia de outros mediadores lipidicos no edema, tais como 0s
leucotrienos e PAFR (do inglés: Platelet-activating factor Receptor) (CIRINO et al.,
1989; NASCIMENTO et al., 2010; WANG e TENG, 1988).

Embora tenha sido sugerido que as reacfes inflamatorias, nos acidentes
com animais pegonhentos, sejam iniciadas via reconhecimento de VAMPs por PRRs,
alguns estudos sugerem que DAMPs, gerados por acdo dos venenos, podem disparar
eventos inflamatorios.

Rucavado et al (2016) demonstraram que parte do desbalanco vascular, que

culmina no edema no envenenamento por B. asper, € devido a geracdo de DAMPs
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decorrentes da acdo das toxinas deste veneno sobre uma série de componentes da
matriz extracelular e plasma. Analisando o exsudato peritoneal, de animais injetados
com veneno, foram detectados fragmentos de componentes da matriz extracelular e
plasma, tais como &cido hialurénico e fibrinogénio, ATP, produtos de degradacdo da
hemoglobina e alarminas. A transferéncia deste exsudato para camundongos foi capaz
de provocar disfungdes endoteliais, levando a formacdo de edema. Com intuito de
detectar o envolvimento de PRRs neste efeito, camundongos foram tratados com
Eritoran, antagonista de TLR-4, e inoculados com o exsudato, e interessantemente a
reacao edematogénica foi inibida.

Teixeira de Almeida e colaboradores (2020) demonstraram que SVMPs do
veneno da serpente B. atrox sdo capazes de induzir desbalango vascular, levando a
formacdo de edema, producdo de TNF-a e CCL2, e acumulo de neutrdfilos e
monocitos na regido da inoculacdo do veneno. De maneira elegante, empregando
metodologias protedmicas, 0 grupo detectou que tais proteases agem em componentes
da membrana basal dos vasos da regido, degradando-os e gerando uma série de
peptideos, principalmente oriundos da clivagem da laminina. Tais peptideos foram
sintetizados e inoculados em camundongos e, curiosamente, todos 0s eventos
inflamatorios observados frente a inoculacdo das proteases, foram também observados
diante da inoculacdo dos peptideos, reforcando a ideia de que além do reconhecimento
dos VAMPs, DAMPs gerados pela acdo dos venenos podem também contribuir para a
patologia dos envenenamentos.

Katkar et al (2016) mostraram que 0 veneno da serpente Echis carinatus
induz infiltrado massivo de neutrofilos no sitio de inoculagdo, levando a ativacdo
destas células, culminando na liberacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos
(NETSs, do inglés: Neutrophil Extracellular Traps), processo conhecido como NETose.
Neste estudo foi mostrado que as NETs tém um papel dual neste envenenamento. As
NETs podem bloguear os vasos sanguineos, impedindo 0 acesso das toxinas para a
circulacdo, protegendo os animais da letalidade associada a este envenenamento, e
promover a retencdo das toxinas do veneno no tecido intensificando o dano tecidual.
Os autores ainda sugeriram que a auséncia de enzimas que degradam DNA, no veneno
de E. carinatus, seria o fator responsavel pela retencdo das toxinas. Neste mesmo
estudo, foi mostrado que o veneno de N. naja era capaz de induzir a formacdo das
NETSs e que estas eram degradadas por DNAses presentes no veneno. Tal caracteristica

foi proposta como um mecanismo envolvido na letalidade, uma vez que a degradacéo

23



das NETs facilitaria o acesso das toxinas do veneno de N. naja a circulacdo
promovendo os efeitos sistémicos e morte.

As respostas inflamatdrias locais nos envenenamentos podem ser
acompanhadas de respostas inflamatorias sistémicas. CHER et al. (2003)
demonstraram que a inoculagdo da FLA: isolada do veneno de N. sputatrix promoveu
edema e migracéo de leucdcitos no pulmao de ratos e aumento na expressao dos genes
de citocinas pro-inflamatdrias. Foi também observado que quando o veneno da
serpente N. kaouthia era inoculado, por via intramuscular em camundongos, esses
animais apresentaram inflamacéo hepatica e renal com aumento nos niveis sistémicos
de IL-1B, TNF-a, IL-17 e IL-10 (SAHA et al., 2015). Dados semelhantes foram
observados apos inoculagdo intramuscular em ratos com o veneno de N. hage; no
entanto, foi detectado apenas aumento sisttmico de Proteina C Reativa (PCR) e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (TOHAMY et al.,2014; ABDOU e
IBRAHIM, 2015). No envenenamento experimental de camundongos com 0S venenos
de B. jararaca, B. asper e B. atrox foi também observado aumento nos niveis séricos
de IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-10, INF-y ¢ Oxido Nitrico (NO) (BARROS et al., 1998;
PETRICEVICH et al., 2000).

Embora tenha sido detectado aumento plasmatico de mediadores
inflamatorios, ap6s a inoculacdo de venenos e toxinas isoladas de varias serpentes, 0
impacto destas reacdes para 0os danos sistémicos observados no envenenamento tem
sido pouco documentado. Recentemente, Sartim e colaboradores (2020), investigando
0s mecanismos envolvidos na disfungdo respiratéria observada nos envenenamentos
por Crotalus durissus terrificus, demonstraram que a principal toxina do veneno desta
serpente, a Crotoxina, era a responsavel pela patologia respiratoria.

A injecdo da Crotoxina, em camundongos, provocou alteracdes locais e
sistémicas caracterizadas por aumento nos niveis de marcadores associados a danos
teciduais, tais como, CK (do inglés: Creatine Kinase), CK-MB (do inglés: Creatine
Kinase Muscle-Brain) e AST (do inglés: Aspartate Aminotransferase), e marcadores
inflamatorios, incluindo, neutrofilia e producdo de IL-6 e CXCL-1. Além disso, a
crotoxina provocou morte dos animais. Entre os eventos cruciais para a morte,
detectou-se que esta toxina provoca mudancgas histologicas intensas nos pulmdes,
incluindo, reducdo da area alveolar, congestdo vascular, migracdo de neutrofilos,
edema e hemorragia alveolar. Paralelamente a estas mudancas estruturais, altos niveis

de interleucinas, leucotrienos e prostandides foram detectados no tecido pulmonar
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destes animais. Todas as alteracfes foram correlacionadas com o comprometimento de
pardmetros associados a mecanica pulmonar/ventilatdria, incluindo, reducdo de
complacéncia pulmonar e capacidade inspiratoria (SARTIM et al., 2020).

Considerando a presenca de niveis elevados de prostandides no tecido
pulmonar dos animais, e que a Crotoxina interfere com a liberacdo de acetilcolina, 0s
animais foram tratados com Indometacina (inibidor ndo seletivo das COXs) ou
Hexametdnio (antagonista dos receptores nicotinicos de acetilcolina) e,
surpreendentemente, foram protegidos dos efeitos letais da toxina. Os animais, tratados
com ambos os farmacos, tiveram melhora drastica na mecanica pulmonar, a qual foi
associada com supressdo na producdo de mediadores inflamatérios nos pulmoes, e
reducdo nos parametros associados a danos renais, cardiacos e hepaticos,
demonstrando assim, pela primeira vez, que eventos inflamatdrios influenciam a
patologia sistémica de um envenenamento por serpente (SARTIM et al., 2020).

Dados clinicos de envenenamentos humanos por diferentes espécies de
serpentes, como, B. jararaca, Crotalus durissus terrificus, Daboia russelli, Vipera
ammodytes e V. lebetina revelaram que eventos inflamatdrios também sdo estimulados
em pacientes. Assim, foi detectada leucocitose com neutrofilia e aumento nos niveis
séricos de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, como IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-10,
INF-y, CXCL-8 (do inglés: C-X-C motif chemokine ligand 8), CCL3 (do inglés: C-C
motif ligand 3) e CCL5. Além das citocinas, foi observado aumento nos niveis séricos
de PCR, sTNFR-I (do inglés: solube Tumor Necrosis Factor), histamina e triptase do
mastocito (BARRAVIERA, 1999 a,b; STONE et al., 2013; ACIKALIN e GOKEL,
2015).

A resposta inflamatdria pode contribuir para as lesGes observadas nos
envenenamentos, pois a presenca de moléculas responsaveis pelos varios eventos
inflamatorios nos tecidos ou na circulacdo pode alterar diferentes parametros
fisioldgicos vitais e, até mesmo, levar o individuo ao Obito (ADERKA, 1991,
ANDERSEN et al., 2004; BURDON et al., 2000; KESHARI, et al., 2017; van der
POLL et al.,, 2017; ZINGARELLI, 1994; ZOCCAL et al., 2016). Desta forma, a
resposta inflamatoria parece ser um importante alvo de estudo que pode fornecer
subsidios para o0 desenvolvimento de novas condutas terapéuticas para 0S

envenenamentos por serpentes.
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A composicdo e 0 modo de acdo do veneno da serpente N. annulifera
foram pouco caracterizados até o momento. Os dados clinicos de acidentes com
humanos e cées sugerem que o0 veneno desta serpente é potencialmente inflamatorio.
Sabendo-se que a inflamacdo pode ser um dos eventos que contribuem para as
consequéncias deletérias do envenenamento, o Capitulo 1 desta tese apresenta a
caracterizagdo dos componentes e do processo inflamatério induzido pelo veneno da N.
annulifera.
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1.6 CONCLUSAO

O veneno de N. annulifera é composto por proteinas de natureza toxica e
pré-inflamatoria, incluindo proteinas com residuos de Manose e N-acetilglicosamina,
CVF, FLA; e Hialuronidases. Além destas, o veneno também contém SVMP e SVSP
com propriedades fibrinogenoliticas, as quais promovem distlrbios hemostaticos no
plasma humano. Considerando todos estes componentes identificados e suas acoes,
uma série de DAMPs podem ser gerados que, provavelmente, influenciam reacgdes
inflamatorias locais e sistémicas observadas no envenenamento.

As toxinas presentes no veneno induzem reacdes inflamatdrias locais
hiperagudas, destacadas por edema mediado por degranulacdo de mastocitos e
producdo de mediadores lipidicos. Além disto, o veneno promove reacOes
inflamatorias sistémicas, em modelos de envenenamento experimental moderado e
severo, caracterizadas por neutrofilia, monocitose e aumento nos niveis plasmaticos de
CCL2, IL-6 e TNF-0.

No tocante ao envenenamento severo, o qual culmina em morte dos
animais, o0 veneno provoca alteracBes histopatologicas pulmonares hiperagudas
caracterizadas por DAD, o qual é uma caracteristica observada em casos de SDRA.

Considerando-se todos os dados obtidos, conclui-se que as inflamacg6es
local, sisttmica e pulmonar sdo caracteristicas imunopatolégicas de destaque no
envenenamento pela serpente N. annulifera, e que a disfuncdo respiratdria observada
nos individuos envenenados é decorrente de LPA e possivel desenvolvimento de
SDRA.
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CAPITULO 2 - Contribuicdo do Sistema complemento para a

imunopatologia do envenenamento pela serpente N. annulifera

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Sistema complemento

O sistema imune, como um sistema de reconhecimento, apresenta uma
série de sensores associados a celulas ou sollveis e, entre estes, destaca-se o Sistema
complemento.

O Sistema complemento é composto por mais de 50 moléculas incluindo,
Moléculas de Reconhecimento de Padrfes (PRMs, do inglés: Pattern Recognition
Molecules), proenzimas, proteases, complexos multimoleculares, anafilatoxinas,
opsoninas, receptores e reguladores (BOHLSON et al, 2019). Este conjunto de
moléculas promove imunovigilancia e respostas imunes inatas e adaptativas (REIS, et
al., 2019), funcBes que sdo de extrema importancia para a defesa do organismo e
homeostase tecidual (BOHLSON et al, 2019). Além da contribuicdo para eventos
imunolégicos, tem-se atribuido ao complemento diferentes papéis em contextos ndo
imunes, como comprometimento de células tronco, desenvolvimento neural e cardiaco,
sobrevivéncia celular e ativacdo de vias metabolicas (FREELEY et al., 2016;
GORELIK etal., 2017; KOLEV et al., 2015; MORTENSEN et al., 2017).

As proteinas do complemento podem ser encontradas (i) na forma soltvel
no plasma, liquido intersticial e linfa (ii) associadas as membranas citoplasmatica e
mitocondrial (receptores e reguladores) e (iii) em estoques endossomais e lisossomais
(FREELEY et al., 2016; RUPRECHT, et al., 2006). Estas proteinas, em sua grande
maioria, se encontram na forma ndo ativa; no entanto, frente &8 MAMPs e DAMPs
(REIS, et al., 2019), elas podem ser ativadas por meio de clivagem proteolitica,
culminando na geracdo de uma série de fragmentos biologicamente ativos. Entre estes
estdo as opsoninas (C3b, iC3b, C4b) e anafilatoxinas (C3a, C4a, C5a), que sdo de
extrema importancia na inducdo e manutencdo de diferentes eventos imunoldgicos,
incluindo a fagocitose e morte de microrganismos, remocgdo de células apoptoticas e
imunocomplexos, quimiotaxia e producdo de mediadores inflamatorios.

Embora o complemento seja de suma importancia para o desenvolvimento
e manutencdo das respostas imunologicas, a ativacdo descontrolada e deficiéncias de

componentes do complemento tém sido associadas a uma serie de patologias de
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natureza infecciosa, inflamatéria e degenerativa (FREELEY et al., 2016; LO &
WOODRUFF, 2020; REIS, et al., 2019; RUPRECHT, et al., 2006).

2.1.2 Rotas intrinsecas de ativacdo do complemento

A ativacdo do sistema complemento pode ocorrer por rotas intrinsecas
(candnicas) e/ou extrinsecas (ndo candnicas). Entre as rotas intrinsecas tém-se as vias
classica, das lectinas e alternativa (BOHLSON et al, 2019; REIS, et al., 2019; LO &
WOODRUFF, 2020).

A via classica possui como PRM o complexo C1. O C1 é um complexo
macromolecular, dependente de Ca?*, formado pelas subunidades Cl1qg, Clr e Cls
(C1gerzs2) (PEERSCHKE & GHEBREHIWET, 2014).

O Cl1g ¢é uma molécula que apresenta um dominio haste, estruturalmente
relacionado ao colageno (regido colageno like), e um dominio globular (cabeca
globular) responsavel pelo reconhecimento de MAMPs e DAMPs (PEERSCHKE &
GHEBREHIWET, 2014). Entre os alvos deste complexo destacam-se imunocomplexos
formados entre IgG ou IgM com antigenos, fosfatidilserina exposta na superficie de
células apoptoticas, Pentraxinas, tais como PCR (Proteina C-Reativa), PAS (Proteina
Amildide Sérica) e PTX3 (Pentraxina 3), DAMPs como o0 HMGBL1 (do inglés: High
Mobility Group Box 1 Protein), e alguns componentes da parede celular de bactérias,
tais como lipopolissacarideos (LPS) e acido lipoteicoico (BOHLSON et al, 2019; KIM
et al., 2018; KINDT et al., 2008; LO & WOODRUFF, 2020; LOOS et al., 1986;
MURPHY et al., 2014; ROUMENINA et al., 2008; RICKLIN et al., 2016).

Apbs interacdo com seus alvos, o complexo C1 adquire uma conformacéo
gue permite a autoativacdo das moléculas de C1r presentes no complexo. O C1r é uma
serinoprotease que possui como substrato a proenzima C1s.

O Cls, convertido em sua forma ativa pelo C1r, cliva o C4 gerando dois
fragmentos, o C4a e o C4b. No momento da clivagem, o C4b expGe em sua estrutura
um sitio de ligacdo, o grupamento tioester importante para a ligagdo do C4b na
superficie alvo proximo ao complexo C1 e, com isso, ocorre a ligacdo da molécula C2
ao C4b. O C2 é uma serinoprotease produzida na forma de zimogénio, que quando
ligado ao C4b é convertida pelo C1s em sua forma ativa, o fragmento C2a, enquanto o
fragmento C2b se difunde e ndo apresenta atividade biol6gica conhecida. O complexo

formado, C4b2a, é a C3 convertase da via classica que cliva/ativa a proteina C3
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(BOHLSON et al, 2019; LO & WOODRUFF, 2020; MARKIEWISK & LAMBRIS,
2007; RICKLIN et al., 2011).

A via das lectinas pode ser iniciada por uma série de PRMs e enzimas
associadas a eles (BOHLSON et al, 2019; GARRED et al., 2016; LO & WOODRUFF,
2020; REIS, et al., 2019). Os PRMs envolvidos na ativacdo desta via sdo conhecidos
como lectinas, e estdo divididos em duas familias de proteinas denominadas Colectinas
(CLs) e Ficolinas (FNs). As CLs sdo representadas pelas proteinas MBL (do inglés:
Mannose-Binding Lectin), CL-10, -11 e -12, e pelos surfactantes pulmonares (SP) A
(SP-A) e D (SP-D). Ja a familia das FNs é composta por trés membros FN-M, FN-L e
FN-H (BOHLSON et al, 2019; DELVES et al., 2018; GARRED et al., 2016).

As lectinas que agem como PRMs tém caracteristicas estruturais comuns,
apresentando em seus mondmeros uma regido rica em cisteina, um dominio similar ao
colageno acoplado a uma regido de reconhecimento de carboidratos (dominio CRD).
Os mondmeros destas moléculas formam trimeros que se oligomerizam e formam parte
de complexos macromoleculares envolvidos com a atividade da via das lectinas. Estes
complexos moleculares circulam associados a trés serinoproteases, MASP-1 (do inglés:
Mannan-binding lectin associated serine protease-1), MASP-2 e MASP-3 (GARRED
et al., 2016).

Os PRMs desta via apresentam especificidade para uma variedade de
MAMPs, bem como para varios DAMPs (BOHLSON et al, 2019; LO &
WOODRUFF, 2020). Entre o0s MAMPs reconhecidos pelos PRMS da via das lectinas,
destacam-se nucleotideos CpG, RNA de fita dupla, Manose, N-acetilglicosamina,
Fucose, N-acetilmanosamina, L-fucose, D-manose, N-acetilgalactosamina, &cido
lipoteicoico, 1,3 B-glicanos e alguns tipos de lipopolissacarideos (FUJITA, 2002;
GARRED et al.,, 2016; MARKIEWISK e LAMBRIS, 2007). Quanto aos ligantes
endogenos, estes PRMs reconhecem 4&cidos nucleicos, ATP (do inglés: Adenosine
Triphosphate), IgM, HMGBJ1, proteinas da familia S100, Pentraxinas (PCR, PAS e
PTX3), e carboidratos alterados em células apoptéticas, necréticas e tumorais
(GARRED et al., 2016; HENRIKSEN et al., 2013; MA et al., 1999; McMULLEN, et
al., 2006; PALANIYAR et al., 2004; RATAJCZACK et al., 2018; 2019).

A ativacdo da via das lectinas se inicia mediante a ligacdo dos PRMs em
suas moléculas alvo, de uma maneira dependente de Ca®*. Este reconhecimento do
ligante leva a autoativagdo da enzima MASP-1, que ativa as outras duas enzimas
presentes no complexo, MASP-2 e MASP-3 (HEJA et al., 2012; DOBO et al., 2014).
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Quando ativadas, estas enzimas sdo capazes de ativar moléculas do complemento,
sistema de cininas e cascata de coagulagio (DOBO et al., 2014; GARRED et al., 2016).
No tocante ao complemento, MASP-2 ativa C4 e C2, enquanto MASP-1 ativa apenas
C2 (HEJA et al., 2012), culminando na formagdo da C3 convertase da VL, que é
estrutural e funcionalmente idéntica a da VC (C4b2a) (BOHLSON et al, 2019; LO &
WOODRUFF, 2020). MASP-3 age como regulador da VL e funciona como ativador
exclusivo do Pro Fator D em Fator D (FD), que € uma enzima crucial para a ativacao
da via alternativa do complemento (DOBO et al., 2016).

O reconhecimento de MAMPs e DAMPs pelos PRMs das vias classica ou
das lectinas € um evento inicial considerado de suma importancia para o
desenvolvimento das reacOes inflamatorias (EKDAHL et al., 2019; FROMELL et al.,
2020; LO & WOODRUFF, 2020). Adicionalmente, a clivagem/ativacdo do
componente central do complemento, a proteina C3, é imprescindivel para a
propagacdo da ativacdo e fungdes efetoras deste sistema (EKDAHL et al., 2019;
FROMELL et al., 2020; HARRISON, 2018; LACHMANN, 2009).

Presente em niveis plasmaticos elevados (1-1.9 mg/mL) (FALCAO et al.,
2009; LACHMANN, 2009), o C3 € uma proteina de 190 kDa composta de duas
cadeias, o e B, e assim como o C4, apresenta um dominio tioester intramolecular labil
(dominio TED) (EKDAHL et al., 2019; FROMELL et al., 2020; HARRISSON, 2018;
LACHMANN, 2009; MORIKIS & LAMBRIS, 2005).

O C3 ¢ o substrato das C3 convertases das vias cléssica e das lectinas, e sua
clivagem origina dois fragmentos, C3a e C3b (MORIKIS & LAMBRIS, 2005). O
fragmento C3a se difunde e modula uma série de eventos inflamatorios (ASGARI et
al., 2013; COLTHARD & WOODRUFF, 2015; LOHMAN et al., 2017) e o C3b
apresenta rearranjos estruturais que levam a exposicdo do dominio tioester, evento
molecular que pode culminar em: 1) destruicdo local ou em fase fluida por agentes
nucleofilicos, entre estes a agua; 2) ou ligacdo covalente deste dominio a grupamentos
hidroxila (OH) ou amina (NH.) localizados, respectivamente, em carboidratos e
proteinas presentes em células proprias ou de microrganismos (EKDAHL et al., 2019;
FROMELL et al., 2020; HARRISSON, 2018; LACHMANN, 2009).

A ligacdo covalente do C3b a seus alvos faz com que esta molécula
exponha sitios de liga¢do para o Fator B (FB). O FB é uma serinoprotease, homdloga a
molécula de C2, que circula como zimogénio, e tem a capacidade de formar um

complexo com o C3b (C3bB) de maneira dependente de Mg?*. Apos a ligacdo ao C3b,
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0 FB expde sitios de reconhecimento para a enzima FD, a qual cliva o FB em dois
fragmentos, Ba e Bb. O fragmento Ba se difunde, e ndo apresenta atividade bioldgica, e
o fragmento Bb permanece conjugado ao C3b, formando o complexo C3bBb, a C3
convertase da via alternativa do complemento, uma enzima extremamente instavel.
Para que esse complexo ndo seja dissociado rapidamente, a C3 convertase da via
alternativa é estabilizada pela Properdina (P). Além de estabilizar a convertase da via
alternativa, a P acelera a deposicéo de C3 na regido de ativacao desta via (EKDAHL et
al., 2019; FROMELL et al., 2020; HARRISSON, 2018; MORIKIS & LAMBRIS,
2005; LACHMANN, 2009).

Na via alternativa, a por¢cdo Bb da C3 convertase é a responsavel pela
ativacdo de C3, culminando na geracdo de mais C3b, que vai se conjugar a mais
moléculas de FB, repetindo os passos iniciais para ativacdo desta via. Tal processo é
conhecido como “loop de ativagdo”, evento essencial da via alternativa e
imprescindivel para amplificar a atividade das outras vias do complemento (EKDAHL
etal., 2019; FROMELL et al., 2020; LACHMANN, 2009; HARRISSON, 2018). Além
disto, 0 “loop de ativacdo’ é fundamental na potencializacao das rea¢des inflamatdrias,
uma vez que a maioria dos fragmentos de C3 e C5 detectados em sitios inflamatorios é
proveniente da ativacdo da via alternativa (EKDAHL et al., 2019; FROMELL et al.,
2020; THURMAN & HOLERS, 2006; RICKLIN et al., 2007).

Em sistemas experimentais in vitro, com proteinas purificadas do
complemento humano, foi mostrado que devido a sua labilidade, a ponte tioester de C3
pode ser hidrolisada lenta e espontaneamente (mecanismo de tick over), por diferentes
agentes caotropicos e nucleofilicos. Assim, é gerado o C3(H20), que apresenta
propriedades C3b like, uma vez que interage com o FB e forma uma C3 convertase
semelhante a da via alternativa (C3(H20)Bb) e que ativa pequenas quantidades de C3
(RICKLIN et al., 2007; FROMELL et al., 2020). Alguns autores sugerem que este
mecanismo de ativacédo da via alternativa contribui para a constante imunovigilancia do
organismo, colocando novamente a via alternativa como via central do complemento
(RICKLIN et al., 2007). No entanto, recentemente, foi demonstrado que talvez a
hidrélise de C3 ndo seja um mecanismo potente de ativagdo imune, uma vez que o
C3(H20) em modelo de sangue total humano néo foi capaz de promover geracdo da
anafilatoxina C5a e do complexo sTCC (do inglés: soluble Terminal Complement

Complex), e hemolise (FROMELL et al., 2020). Além do que, induz uma fraca geracéo
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de C3a sugerindo que talvez a hidrdlise continua de C3 possa ser necessaria para
manter parametros homeostaticos e ndo iniciar reagcdes imunes.

Tal como descrito para as outras rotas intrinsecas de ativacdo do
complemento, alguns estudos sugerem que PRMs podem também iniciar a ativacdo da
via alternativa. Assim, resultados presentes literatura sugerem que a Properdina,
molécula estabilizadora da C3 convertase da via alternativa, possa agir como PRM.

Foi demonstrado que a Properdina possui habilidade de se ligar a varios
DAMPs, tais como DNA oriundo de NETose, Mieloperoxidase (MPO) e GAGs nas
superficies de células normais, apoptoticas e tumorais (KEMPER et al., 2008; YEN et
al., 2016), e MAMPs, entre estes Zimozan, lipopolissacarideos e a bactérias, como
Neisseria gonorrhoeae e Chlamydophila pneumoniae (CORTES et al., 2011; CHEN et
al., 2018; SPTIZER et al., 2007). Apds a ligacdo aos seus alvos, a Properdina interage
com moléculas de C3 e C3b, promovendo a formacdo de C3 convertases da via
alternativa, sendo esse reconhecimento essencial para ativacdo e propagacao desta via
(RICKLIN et al., 2007; SPTIZER et al., 2007), uma vez que a neutralizacdo da
Properdina por anticorpos impede a ativacdo (YEN et al., 2016).

Independente da via, a geracdo de C3b tem trés consequéncias (i)
opsonizacdo de alvos para promover aumento da fagocitose de células préprias
apoptéticas, microrganismos e imunocomplexos; (ii) formacdo de C3 convertases da
via alternativa e (iii) formacdo de C5 convertases, as quais serdo de suma importancia
para a fase final de ativacdo do complemento (MORIKIS & LAMBRIS, 2005; REIS et
al., 2019; RICKLIN et al., 2007).

A ligacdo de uma molécula de C3b, as C3 convertases das diferentes vias,
gera dois novos complexos macromoleculares, C4b2a3b ou C3bBb3b, ou seja as C5
convertases, que apresentam como substrato o componente C5 (MORIKIS &
LAMBRIS, 2005). As moléculas de C3b, recentemente associadas as C3 convertases,
tém a capacidade de interagir com a molécula de C5, tornando-a suscetivel a clivagem
pelo C2a ou FBb. O C5 é uma proteina de 190 kDa formada por duas cadeias, a e f.
Diferente de C3 e C4, ndo apresenta dominio tioéster (MORIKIS & LAMBRIS, 2005).
Apbs a sua clivagem, dois fragmentos sdo gerados, C5a que se difunde e funciona
como um potente indutor de reagdes inflamatorias (BOSSMANN et al., 2013;
RUSSKAMRP et al., 2015; SHUTQV et al., 2016) e o C5b que se mantém associado a
C5 convertase, iniciando e fase final de ativagdo do complemento que culmina com a

formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC, do inglés: Membrane Attack
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Complex) (MORIKIS & LAMBRIS, 2005; MORGAN, 2015; MORGAN et al., 2016;
MORGAN et al., 2017).

O Cbb, recém-gerado, se liga a outras duas proteinas plasmaticas, C6 e C7,
formando um novo complexo molecular C5b67. A ligacdo de C6 e C7 ao C5b leva a
alteracbes conformacionais nestas moléculas que culminam na liberacdo deste
complexo da C5 convertase, para fase fluida, e exposicdo de regiGes hidrofobicas
extremamente labeis nestas moléculas, que sdo sitios de interacdo fraca com a
membrana plasmatica (MORGAN, 2015; MORGAN et al., 2016; MORGAN et al.,
2017). Grande parte destes complexos é hidrolisada em fase fluida, ou interage com
reguladores sollveis, entre estes, Vitronectina e Clusterina, ou com componentes como
C8 e C9. As interacbes com estas moléculas, em fase sollvel, mascaram os sitios de
insercdo na membrana celular deste complexo; no entanto, levam a formacdo de
complexos terminais solGveis do complemento (STCC, do inglés: soluble Terminal
Complement Complex) (MORGAN, 2015; MORGAN et al., 2016; MORGAN et al.,
2017), os quais sdo potentes indutores de varios eventos inflamatérios (BOSSI et al.,
2004; CHAUAN e MOORE, 2011; LAUDISI et al.,, 2013; MORGAN, 2015;
TRIANTAFILOU et al., 2013).

Por outro lado, parte do C5b67 interage com a membrana citoplasmatica e
pode se ligar ao componente C8. O C8 é uma proteina de 151 kDa, composta de trés
cadeias, o, B e y (MORIKIS & LAMBRIS, 2005). Inicialmente, a cadeia f do C8 se
liga ao C7, que juntamente com a cadeia o, aumenta a interagdo/insercdo do complexo
na bicamada lipidica da membrana. No entanto, tal insercdo ndo é profunda o suficiente
para formar poros nas células alvo e levé-las a lise. Na sequéncia, a cadeia y do C8
expde sitios de interacdo para 0 componente C9, o qual se liga e se insere de maneira
profunda na membrana. Adicionalmente, varias moléculas de C9 (C9n) sdo recrutadas,
se polimerizam em torno do C5b678 formando o MAC. Este complexo
macromolecular faz poros na membrana da célula alvo, levando a lise por instabilidade
osmotica, influxo de agua e perda de eletrélitos, sendo este um potente mecanismo
indutor da morte de microrganismos (MORGAN, 2015; MORGAN et al., 2016;
MORGAN et al., 2017).
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2.1.3 Rotas extrinsecas de ativacdo do Sistema complemento

Em adicdo as rotas intrinsecas de ativacdo do complemento, diferentes
grupos de pesquisa tém demonstrado a existéncia de vias ndo canbnicas para ativacdo
do sistema. Estas rotas extrinsecas podem ser mediadas por proteases
filogeneticamente relacionadas as do complemento, como as da cascata de coagulacao
(AMARA et al., 2010; HUBER-LANG et al., 2006; KANSE et al., 2012) e sistema de
cininas (IRMSCHER et al., 2017), bem como proteases secretadas por leucocitos
ativados (HUBER-LANG et al., 2002; VOGT, 1996, 2000; YOSHIMURA et al., 2003)
e, até mesmo, proteases endossomais e lisossomais (LISZEWSKI et al., 2013;
SATYAM et al., 2017).

No tocante a ativacdo mediada por proteases da cascata de coagulacéo,
varios mecanismos tém sido demonstrados, em estudos in vivo e in vitro. Huber-Lang
e colaboradores (2006) observaram que camundongos selvagens e knockout para o
componente C3 apresentavam edema, producéo de quimiocinas e neutrofilia pulmonar
apos a instilacdo de imunocomplexos, levando a um quadro de LPA, independente da
presenca C3. A LPA era totalmente inibida em camundongos knockout para C5 ou
tratados com anticorpos neutralizantes do fragmento C5a, incluindo os animais
deficientes de C3, demonstrando a existéncia de rotas adicionais para a clivagem de
C5. Avaliando o plasma e amostras de diferentes tecidos dos animais knockout para
C3, observou-se alta expressdo de trombina no figado destes animais, e elevados niveis
circulantes desta proteina quando comparado aos animais selvagens, sugerindo
influéncia desta enzima na ativacdo do complemento em animais knockout para C3.
Em experimentos nos quais animais selvagens e knockout para C3 foram tratados com
inibidores de trombina como a Antitrombina 111 (AT-111) ou Hirudina, foi demonstrado
que a geracdo de Cba era fortemente inibida, prevenindo o desenvolvimento da LPA
confirmando, assim, a ativacdo do C5 pela trombina e a influéncia desta ativacdo em
uma patologia pulmonar.

Outros estudos detectaram que a ativagcdo do complemento por proteases da
cascata de coagulacdo ndo era restrita apenas a Trombina e que também acontecia em
humanos. Amara et al. (2010) observaram que além da trombina, os fatores 1Xa Xa,
Xla, e Plasmina eram capazes de clivar os componentes C3 e C5 humanos purificados.
A acdo do FXa induziu a geracdo dos fragmentos C3a e Cba os quais, quando

analisados por espectrometria de massas, apresentavam massas moleculares iguais aos
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de C3a e Cba gerados pelas convertases das rotas intrinsecas. Estes fragmentos
mostraram-se altamente ativos, uma vez que foram quimiotaticos para mastécitos e
neutréfilos. Além disso, utilizando os inibidores de fator Xa, enoxaparina e
fondaparinux, a clivagem de C3 foi blogueada.

Foi observado também que a ativacdo do complemento pelo fator Xa
acontecia em sistemas experimentais ex vivo, uma vez que em amostras de soro e
plasma humanos, esta enzima reduzia a atividade hemolitica da VC, promovia geracéo
de C3a e Cbha e formacdo de sTCC, os quais sdo fortes indicadores da ativacdo do
complemento. Adicionalmente aos resultados ex vivo, observou-se alta correlacdo entre
0s niveis aumentados de C5a e complexos Trombina/Antitrombina (TAT) em pacientes
que sofreram politraumatismo, indicando que a liberacdo de DAMPs influencia a
ativacdo do complemento por rotas extrinsecas (AMARA et al., 2010).

Kanse e colaboradores (2012) detectaram que a Proteina Ativadora do
Fator VII (FSAP, do inglés: Factor Seven- Activating Protein) circula complexada com
os componentes C3 e C5. O FSAP circula como zimogénio e apresenta sitios de
reconhecimento para histonas e nucleossomos, 0s quais sao liberados de células que
sofreram lesdo e, frente ao reconhecimento destes DAMPs, o FSAP ¢ ativado.
Detectou-se que o FSAP ativo cliva C3 e C5 humanos purificados, de maneira igual as
convertases canénicas, culminando na geracdo de C3a e Cba funcionais, uma vez que
se mostraram fortemente quimiotaticos, respectivamente, para mastécitos e neutréfilos.
Paralelamente, detectou-se que o FSAP promove geracdo seérica de Cba, e que
individuos com politraumatismo grave apresentavam atividade da FSAP e
nucleossomos circulantes elevados, o que se correlacionava positivamente com 0s
niveis aumentados de Cba.

A Calicreina, enzima importante para eventos hemostaticos, inflamatérios e
cardiovasculares mostrou-se como potente ativador da via alternativa do complemento.
Irmscher et al. (2017) observaram que a Calicreina cliva o C3 humano diretamente. O
sequenciamento dos fragmentos gerados identificou que a Calicreina age como a C3
convertase, clivando o C3 no mesmo ponto da cadeia alfa de C3 (Arg748-Ser749),
gerando C3a e C3b. Além de C3, a Calicreina mostrou-se capaz de ativar o fator B,
gerando Bb, de maneira idéntica ao fator D. Interessantemente, o C3b gerado pela
Calicreina foi capaz de se ligar a células tumorais, e 0 C3a capaz de matar bactérias.

Ineditamente, demonstrou-se que a atividade Calicreina é completamente suprimida
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pelo Fator H (FH), regulador da via alternativa, e na presenca do Fator | (FI), o C3b
gerado pela Calicreina é degradado.

Além das proteases circulantes, leucocitos ativados sdo capazes de liberar
uma serie enzimas que tém como substrato algumas proteinas do complemento.

Entre as células residentes dos tecidos, os mastécitos quando ativados por
estimulos inflamatdrios degranulam e liberam véarios componentes, entre eles
histamina, heparina e uma série de proteases, incluindo a B-triptase. Esta enzima é
altamente expressa em mastocitos e é capaz de clivar os componentes C3, C4 e C5,
gerando as anafilatoxinas C3a, C4a e Cha. Com exce¢do do C4a, C3a e Cha foram
altamente ativos quando incubados com mastocitos, levando a degranulacdo com
liberacdo de altos de niveis B-hexosaminidase (FUKOA et al., 2008). Além disso,
estudos detectaram que o C3a gerado pela acdo da B-triptase humana promove
contracdo do ileo de cobaias (SCHWARTZ et al., 1983).

Os neutrofilos, geralmente, sdo as primeiras células a migrar para focos
infecciosos e sitios inflamatdrios (ROSALES, 2018) e, assim como 0s mastdcitos, estas
células quando ativadas liberam vérias enzimas e radicais de oxigénio e nitrogénio com
propriedades antimicrobianas e potencialmente lesivas para os tecidos (LEY et al.,
2018).

Vogt (1996) detectou que a Mieloperoxidase (MPO), liberada de
neutrofilos humanos ativados com Zimosan, é capaz de agir sobre o componente C5,
promovendo sua interacdo com C6, C7, C8 e C9, formando o MAC, capaz de
promover a lise de hemacias. Neste mesmo estudo verificou-se que a a¢do sobre o C5
sO ocorria na presenca de cloreto (Cl-) e Peréxido de Hidrogénio (H20>), os quais sdo
essenciais para a geracdo de hipoclorito (HOCI) pelos neutréfilos, sugerindo que tais
radicais poderiam ser o0s responsaveis pela conversdo de C5. Foi observado, que
inibidores de MPO (azida) e agentes degradantes de H>O> (catalase) inibiam a geracao
de HOCI e a conversdo de C5. Estes autores detectaram que HOCI oxida o C5,
alterando sua conformacéo, gerando uma molécula C5b like capaz de interagir com os
componentes da fase final de ativacdo do complemento sem a necessidade de clivagem.

Neutrofilos humanos estimulados com PMA (do inglés: Phorbol Myristate
Acetate) e incubados com C5 em cultura, apresentaram niveis elevados da
anafilatoxina C5a nos sobrenadantes. Interessantemente, foi mostrado que proteases
secretadas pelos neutrofilos clivavam o C5, gerando fragmentos quimiotaticos para

neutrdfilos. Na presenca de SBTI (do inglés: Soybean Trypsin Inhibitor) e SLPI (do
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inglés: Secretory Leukocyte Protease Inhibitor), inibidores de serinoproteases, a acao
sobre o C5 e suas consequéncias foram completamente suprimidas (HUBER-LANG et
al., 2002).

Entre as serinoproteases secretadas por neutrofilos, a Elastase merece
destaque devido ao seu amplo espectro de substratos e influéncia no desenvolvimento
de varias condicOes patologicas. Esta enzima tem se mostrado um potente indutor da
ativacdo do componente C5, uma vez que por clivagem proteolitica promoveu a
geracdo de Cba e formacdo de MAC, o qual demonstrou-se litico para hemécias de
cobaias (VOGT, 2000). Além disso, a Elastase também levou a formacdo de
quantidades elevadas de sTCC em modelos de inflamagdo induzida por circulacéo
extracorpdrea, os quais foram reduzidos frente ao tratamento com o inibidor especifico
da Elastase, ONO-6818 (YOSHIMURA et al., 2003).

Recentemente, estudos tém emergido na literatura demonstrando que as
rotas extrinsecas de ativacdo do complemento ndo sdo restritas apenas ao espago
extracelular e ao soro, podendo acontecer dentro de células imunes e ndo imunes.

Liszewski et al. (2013) descreveram que células T humanas em repouso
apresentavam niveis elevados de RNA mensageiro codificante para as Catepsinas
(CTS) B, CTSG e CTSL endossomais e lisossomais, os quais foram aumentados frente
a ativacao destas células. Adicionalmente, a expressdo de RNA mensageiro para C3 e
para o receptor de C3a (C3aR) também foi aumentada.

Foi detectado que a CTSL se colocaliza com a molécula C3 em lisossomos,
reticulo endoplasmatico e vesiculas secretorias nas células T e, frente a estimulos
ativadores (sinalizagdo via TCR, anti-CD3, anti-CD46), a CTSL clivou o C3, gerando
C3a e C3b. Este grupo demonstrou que o C3a gerado, se liga no C3aR em
compartimentos intracelulares, e ativa a via mTOR (do inglés: mammalian target of
rapamycin), a qual é requerida para a sobrevivéncia das células T CD4+, e contribui
para as respostas efetoras destas células. De maneira elegante, 0 grupo apresentou que
a CTSL, C3, C3a e C3b, sdo translocados para a superficie celular, sinalizando de
maneira a controlar as atividades efetoras destas células.

O bloqueio da atividade da CTSL, com anticorpos ou inibidores (ALX-
260-133-M001), inibiu a geracdo intracelular de C3a e C3b, efeito que suprime a
atividade efetora, e € letal para as células T. Interessantemente, foi observado que
pacientes que apresentavam artrite autoimune tiveram exacerbacdo da doenca devido

ao descontrole da atividade da CTSL e geracdo de C3a intracelular. Tais moléculas
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foram responsaveis pela elevacdo dos niveis de mediadores inflamatérios no liquido
sinovial destes pacientes. Surpreendentemente, a atividade da CTSL e a geracdo de
C3a foram normalizadas pelo tratamento das células T dos pacientes com doses ndo
letais de inibidor de catepsina, além do que a producéo de mediadores inflamatorios foi
mitigada. Estes autores sugeriram que esta rota extrinseca de ativacdo do complemento
é de grande importancia, uma vez que até mesmo individuos deficientes de C3
sistémico/plasmaético, apresentam C3 intracelular e toda a maquinaria para a sua
ativacdo.

Além das células T, a geracéo intracelular de C3a foi também detectada em
neutrofilos, mondcitos, células B e T CD8+, fibroblastos, células endoteliais e de
epitélio uterino. No entanto, a maquinaria envolvida na geracdo de C3a nestas células
ndo foi ainda determinada (LISZEWSKI et al., 2013), porém parece que diferentes
Catepsinas sdo responsaveis pela clivagem de C3 em diferentes sitios anatbmicos e
tipos celulares.

Satyam et al. (2017) observaram que ap0s isquemia mesentérica, as células
lesionadas do epitélio intestinal de camundongos apresentavam aumento intenso na
expressdao de fragmentos de C3 intracelularmente. Além disso, em animais
descomplementados sistemicamente com CVF a lesdo e a geracdo intracelular de
fragmentos de C3 ainda ocorreram. Observou-se também que células do epitélio
intestinal humano, frente a incubacdo com MAMPs (LPS) ou submetidas a privacao de
oxigénio, apresentavam aumento na expressdo génica de C3, C5, FB, CTSB e CTSL, e
geragdo de C3a intracelular. Incubando-se estas células com E-64-d, inibidor de CTSs,
observou-se 0 bloqueio da geracdo de C3a. Surpreendentemente, 0 uso de animais
knockout para CTSB ou tratados com E-64-d e submetidos a lesdo intestinal por
isquemia mesentérica, apresentaram reducdo no escore de lesdo tecidual, o qual foi
acompanhado de forte inibi¢do da geracgéo intracelular de C3a.

Independente da rota, a ativagcdo do complemento deve ser extremamente
controlada, uma vez que a ativagdo em excesso pode ser danosa. Para tanto, existem
diversas moléculas reguladoras solUveis ou ancoradas nas membranas celulares. Dentre
os reguladores solluveis encontra-se o Fator H (FH), Fator | (FI), Proteina Ligadora de
C4b (C4bP, do inglés: C4b-binding Protein), Inibidor de C1 (C1-INH, do inglés: C1
Inhibitor), MAP-1 (do inglés: Mannan-binding lectin associated protein 1), MAP-2,
Carboxipeptidase N, Vitronectina e Clusterina. Os reguladores de membrana séo

representados por Fator Acelerador do Decaimento (DAF, do inglés: Decay-
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accelerating Factor (CD55), Proteina Cofator de Membrana (MCP, do inglés:
Membrane Cofactor Protein (CD46), CR1 (do inglés: Complement Receptor 1 (CD35)
e CD59. Todos estes reguladores agem em diferentes etapas da ativacdo do
complemento, podendo inibir a formacdo de novas convertases, potencializando a
degradacdo de fragmentos ativos, dissociando convertases e outros complexos
macromoleculares e interferindo na formacdo do MAC (BAJIC et al., 2015; KINDT et
al., 2008; MURPHY et al., 2014; REIS et al., 2019).

2.1.4 Anafilatoxinas e seus receptores

A ativacdo do complemento leva a clivagem de diferentes proteinas e
geracdo de fragmentos ativos com propriedades biologicas diversas. Entre o0s
fragmentos gerados estdo os peptideos C3a, C4a e Cbha. Estas moléculas sdo capazes de
promover uma série de eventos inflamatérios (ASGARI et al., 2013; BOSSMANN et
al., 2013; COLTHARD & WOODRUFF, 2015; LOHMAN et al., 2017; RUSSKAMP
et al., 2015; SHUTQV et al., 2016; WANG et al., 2017), que em parte se assemelham
aos observados em casos de anafilaxia (REBER et al., 2017) e, por isso, foram
denominadas como anafilatoxinas.

A acdo das anafilatoxinas é mediada por receptores candnicos (C3aR,
C5aR1, C5aR2) e ndo candnicos (PAR-1 e PAR-4), todos pertencentes a familia de
receptores acoplados a proteina G (LAUMONNIER et al., 2017; WANG et al., 2017).

A ativacdo destes receptores por seus ligantes elicita funcbes pleiotropicas
que contribuem tanto para a homeostase tecidual, como para perpetuar e regular
respostas imunes protetoras. No entanto, a geracdo exacerbada das anafilatoxinas e a
ativacdo descontrolada destes receptores tém sido observadas em uma série de
condigdes clinicas influenciadas pela inflamac&o, incluindo infeccbes (HERRMANN et
al., 2018), cancer (GUGLIETTA et al., 2016; NABIZADEH et al., 2016), doengas
tromboticas (GUGLIETTA et al., 2016; SAUTER et al.,, 2018), respiratdrias
(PROCTOR et al., 2006; BOSSMAN et al., 2013), autoimunes (WOODRUFF et al.,
2002) e alérgicas (BAELDER et a., 2005).
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2.1.4.1 Receptores candnicos
2.1.4.1.1 C3aR

Assim como todos os receptores acoplados a proteina G, o receptor para a
anafilatoxina C3a (C3aR) apresenta um dominio N-terminal extracelular, trés alcas
extracelulares, sete dominios transmembrana, trés alcas intracelulares e uma calda
carboxi-terminal importante para o acoplamento a proteina G e disparo do sinal
(COULTHARD etal., 2018; LAUMONNIER et al., 2017). Este receptor, em humanos,
apresenta 40% de homologia estrutural com o receptor para a anafilatoxina C5a do tipo
1 (C5aR1) (AMES et al., 1996), e diferente deste e outros receptores acoplados a
proteina G, apresenta uma longa al¢a extracelular (2° loop), conservada nas diferentes
espécies animais em que o receptor foi detectado, a qual apresenta alguns sitios
sulfatados cruciais para ligagéo/sinalizacdo do eixo C3a-C3aR (CHAO et al., 1999;
COULTHARD et al., 2018; GAO et al., 2003).

A expressdo génica e proteica deste receptor é detectada em varias células,
podendo variar entre diferentes espécies e tipos celulares (AMES et al., 1996;
LAUMONNIER et al.,, 2017) e ser induzida ou aumentada frente a estimulos
inflamatérios (LAUMONNIER et al., 2017; TAKABAYASHI et al.,, 2004). Além
disso, a expressdao proteica deste receptor pode ser detectada em diferentes
compartimentos celulares, como membrana citoplasmatica, lisossomos, membrana do
reticulo endoplasmético e vesiculas secretdrias (LAUMONNIER et al., 2017,
LISZEWSKI et al., 2013).

C3a é o principal ligante/ativador do C3aR. No entanto, ligantes nao
candnicos, como o neuropeptideo TLQP-21, oriundo do metabolismo do VGF (do
inglés: VGF Nerve Growth Fator), podem também interagir com este receptor (CERO
etal., 2014).

A ligacdo do C3a ao C3aR elicita uma série de respostas moleculares que
variam dependendo do tipo celular e do contexto da reacéo, podendo a ativacdo deste
eixo ser pro-inflamatdria ou anti-inflamatéria (COULTHARD et al., 2015).

A ativagdo de plaquetas, neutrdfilos, mastdcitos, eosinofilos e macréfagos
via 0 eixo C3a-C3aR estimula a liberagdo dos estoques intracelulares de Ca?*, o qual é
um mensageiro celular de suma importancia nas reagdes inflamatorias, uma vez que
elicita uma serie de respostas efetoras nestas células (DAFFERN et al., 1995; ELSNER
etal., 1994; LOHMAN et al., 2017; TAKAFUJI et al., 1994; SAUTER et al., 2018).
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O C3a e um potente agente quimiotatico para mastdcitos (AMARA et al.,
2010; KANSE et al., 2012) e eosintfilos (DAFFERN et al., 1995) e, via 0 aumento nos
niveis citoplasmaticos de Ca?*, promove a degranulagdo destas células (DAFFERN et
al., 1995; LOHMAN et al., 2017; TAKAFUJI et al., 1994). No tocante aos mastocitos,
esta ativacdo leva a liberacdo de altas quantidades de histamina, causando um
desbalango endotelial o qual sera essencial para a formacdo de edema (LOHMAN et
al., 2017). Além disso, via producdo de prostanoides, o eixo C3a-C3aR também
promove alteracdes hemodinamicas (KERKOVITS et al., 2019).

Ja nos eosinofilos, o0 C3a provoca degranulacdo com liberacdo de varias
enzimas e geracao de espécies reativas de oxigénio, que sdo tdxicos para helmintos
parasitas e para os tecidos do hospedeiro (COULTHARD et al., 2015; DAFFERN et
al., 1995; TAKAFUJI et al., 1994).

No tocante a producéo de mediadores inflamatdrios, a contribuicdo do eixo
C3a-C3aR é extremamente dependente do contexto e do tipo celular, podendo
apresentar fun¢des imunoestimulantes, bem como imunossupressoras.

Foi demonstrado que células B, ativadas por C3a, liberam grandes
quantidades de PGE, e, interessantemente, tém a producdo de anticorpos suprimida,
sugerindo que o eixo C3a-PGE> seria o responsavel por estes efeitos. Tratando-se
células B com Indometacina, inibidor ndo seletivo das COXs, na presenca de C3a, a
producdo de anticorpos permaneceu intacta sugerindo, desta forma, propriedades
inibitorias do C3a, via PGE> (MORGAN, 1987). Além das células B, tem sido
demonstrado que o C3a provoca geracdo de outros prostandides em células de kupffer,
tais como, PGD», PGF,,, e TXB,, mediadores importantes para a atividade de vias
metabolicas nestas células, uma vez que a neutralizacdo do C3a com anticorpos
bloqueou tais eventos (PUSCHEL et al., 1993).

Além dos estudos em células, foi observada que a geragdo e/ou inoculacéo
sistémica de C3a em camundongos promoveu a liberacdo de niveis elevados de TXA,
0s quais foram acompanhados de vasoconstri¢do e elevacdo na pressédo arterial destes
animais. Foi detectado que animais knockout para COX-1 ou receptor TP (do inglés:
Thromboxane Receptor) inoculados com C3a, ndo apresentavam alteragdes
cardiovasculares. Além disso, os animais deficientes de COX-1 néo exibiam elevacéo
nos niveis de TXA», demonstrando desta forma inducdo direta da producdo de
prostanoides in vivo pelo C3a, e a contribuicdo destas interagdes para desbalangos
circulatérios (KERKOVITS et al., 2019).
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Em relacdo a contribuicdo do C3a na producdo de interleucinas, esta
anafilatoxina pode agir modulando negativamente ou positivamente tal evento
inflamatorio.

Estudos mostraram que PBMCs (do inglés: Peripheral Blood Mononuclear
Cells) expostas ao C3a, previamente a ativacdo por ligantes de Toll, como LPS,
tiveram a producéo de IL-1p, IL-6 e TNF-a completamente inibida. No entanto, células
previamente ativadas com LPS, apresentaram potencializagdo na producdo destas
interleucinas, demonstrando que a anafilatoxina C3a é um potente imunomodulador
(FISCHER et al., 1999; TAKABAYASHI et al., 1996).

Além de modular eventos inflamatérios in vitro, estudos in vivo tém
confirmado que, em modelos de leséo de isquemia e reperfusdo intestinal, a ativacao do
eixo C3a-C3aR influencia negativamente o desenvolvimento da patologia, uma vez que
animais knockout para o C3aR apresentavam agravamento da lesdo, devido a intensa
infiltracdo e degranulacdo de neutrdfilos no tecido lesionado. Utilizando-se um
agonista peptidico do C3aR ou fazendo-se transplante de medula dssea contendo
células positivas para o0 C3aR, foi demonstrado que a patologia era fortemente atenuada
devido a reducdo no infiltrado de neutrofilos e inibicdo da ativacdo destas células.
Mecanisticamente, demonstrou-se que tal atenuacgéo era devido a acdo direta do C3a na
medula 6ssea, uma vez que esta anafilatoxina inibiu a producéo de G-CSF (do inglés:
Granulocyte Colony-Stimulating Factor), por células do estroma da medula 6ssea,
molécula de extrema importancia para a producédo e liberacdo de neutréfilos da medula
Ossea para a circulacdo (WU et al., 2013).

As acdes do C3a parecem ser dependentes, em sua grande maioria, de
outros sistemas efetores complexos, entre estes, os inflamassomas. Asgari et al. (2013),
observaram que mondcitos humanos incubados com LPS, apresentaram producdo de
IL-1p aumentada 4 vezes aumentada, na presenca de C3a. Curiosamente, estes
monocitos apresentavam aumento na expressdo proteica de NLRP3 e da forma ativa da
caspase 1, ambos necessarios para a maturagdo da IL-1p.

Utilizando uma série de ensaios de modulagdo farmacologica, estes autores
mostraram que a ativacdo do C3aR, em macréfagos estimulados com LPS, provocava
efluxo de ATP, de maneira dependente de ERK1/2 (do inglés: Extracellular Signal-
Regulated Protein Kinases 1 and 2). Este ATP, via ativacdo de receptores do tipo
P2X7, promoveu oligomerizacdo do NLRP3, processamento da pro-caspase 1 em sua

forma madura, a qual converte a pro-1L-1p em sua forma ativa. Além de apresentar um
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possivel papel protetor, estes mecanismos parecem governar condi¢fes patoldgicas,
tais como a rejeicdo de transplantes. Neste estudo, detectou-se que todos estes
mecanismos influenciavam a geragdo de células Th17 humanas in vitro, e que tais
mecanismos governavam a rejeicdo aguda de transplantes renais, ja que tais moléculas

foram detectadas em bidpsias obtidas destes pacientes.

2.1.4.1.2 C5aR1

O C5aR1 tem como ligantes especificos produtos da clivagem de C5 (C5a
e Cba desArg). Enquanto a anafilatoxina Cb5a se liga com alta afinidade ao C5aR1, a
sua forma desarginada (C5a desArg) se liga com afinidade 100 vezes menor
(HIGGINBOTTOM et al., 2005).

Devido a sua importancia no processo inflamatério e em vérias condi¢oes
clinicas, o C5aR1 e sua sinalizacdo tém sido extensamente caracterizados in vitro e in
vivo, e uma série de inibidores tem sido desenvolvida e submetida a diferentes fases de
ensaios clinicos para uso terapéutico (HAWKSWORTH et al., 2017; WOODRUFF et
al., 2011).

Este receptor foi clonado, pela primeira vez em 1991 (BOULAY et al.,
1991; GERARD & GERARD, 1991), e caracterizado como uma proteina de 45 kDa
(GERARD & GERARD, 1991; LAUMONIER et al., 2017), glicosilada (PEASE &
BARKER, 1993), e diferente do C3aR, apresentando sitios sulfatados na regido N-
terminal os quais sdo de suma importancia para a ligacdo do Cba ao receptor e
respostas efetoras envolvendo o mesmo (FARZAN et al., 2001; IPPEL et al., 2009).

Em humanos e camundongos, a expressao génica e proteica do C5aR1 foi
detectada, principalmente, em leucdécitos de diferentes populacdes e érgdos, bem como
em células estruturais de varios oOrgdos, incluindo rins, figado, cérebro, ovarios,
intestino, adrenais, musculo cardiaco e tecido adiposo subcutaneo e da glandula
mamaria (LAUMONIER et al., 2017). Quanto a localizagdo celular, o C5aR1 foi
detectado, principalmente, na membrana citoplasmatica em forma de homodimero
(C5aR1-C5aR1) e em forma de heterodimero associado a alguns receptores, tais como
C5aR2 (C5aR1-C5aR2) e CCR5 (do inglés: C-C chemokine receptor type 5) (C5aR1-
CCR5). Estas interagdes sdo importantes para o trafego destes receptores, entre a
membrana e o citoplasma, bem como para suas respostas efetoras (HUTTENRAUCH
et al., 2005; LAUMONIER et al., 2017; LI et al., 2019). Além da membrana celular, o
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C5aR1 tem sido detectado intracelularmente; no entanto, as organelas nas quais ele esta
acoplado ainda ndo foram elucidadas (ARBORE et al., 2016; NIYONZIMA et al.,
2017).

A ligacdo do Cbha ao C5aR1 provoca mudangas conformacionais neste
receptor que culminam na ativacdo da proteina G (MONK et al., 2007; SARMA &
WARD, 2012). As consequéncias desta ativacdo serdo dependentes do tipo celular, e
do tipo de subunidade o da proteina G acoplada, uma vez que em algumas células essa
subunidade pode ser Gai (inibidora da producdo de CAMP) ou Gas (estimulante da
producdo de cAMP) (GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2007; SARMA &
WARD, 2012). Em células da linhagem hematopoiética, onde o C5aR1 é expresso em
niveis maiores, a predominancia ¢ da subunidade Gas, e frente a sua ativagdo, uma
cascata de sinalizacdo complexa é iniciada (SARMA & WARD, 2012). Entre os
eventos chave desta sinalizagdo, destacam-se a ativacdo da PLCP2 (do inglés:
Phospholipase C [2) e adenilato ciclase, as quais promovem, respectivamente,
aumento nos niveis citoplasmaticos de Ca?* e cAMP que sdo cruciais para a
propagacdo do sinal (GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2007; MONK et al.,
2007). Frente a isso, uma série de proteinas sensiveis a tais moléculas sdo ativadas,
incluindo cFLA: e PI-3K (do inglés: Phosphatidylinositol 3-Kinase). A ativacdo destas
moléculas elicita uma serie de reagdes importantes para a atividade biolégica do Cba.
A ativacdo da cFLA> culmina na liberacdo da acido araquiddnico da membrana
citoplasmatica, o qual serd essencial para a producdo de diversos eicosanoides
(MOUCHLIS & DENNIS, 2019).

O aumento citoplasmatico de cAMP culmina na ativacdo da PKA (do
inglés: Protein Kinase A), enguanto a acdo da PI-3K gera PIP3 (do inglés:
Phosphatididylinositol (3,4,5)-trisphosphate) que ativa a PKB (do inglés: Protein
Kinase B). A PKA e a PKB fosforilam ERK1/2 e MAPK p38 (do inglés: Mitogen-
Activated Protein Kinase p38) as quais migram para o nucleo e ativam os fatores de
transcricdo CREB (do inglés: cAMP-Response Element Binding Protein), NFkB e
STAT3 (do inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription 3), bem como
aumentam a atividade de alguns fatores de transcrigdo ativados, como o AP-1 (do
inglés: Activator Protein 1), promovendo desta forma a expressdo de varios genes
(GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2007; JACOB et al.,, 2011; MONK et al.,
2007; PAN et a., 2009; PERIANAYAGAM et al., 2006; RIEDEMAN et al., 2004;
SARMA & WARD, 2012; ZHANG et al., 2018; WILMER et al., 1998).
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Um dos fatores que fazem o eixo C5a-C5aR1 ser altamente inflamatério, e
por vezes destrutivo, € a capacidade que este eixo tem de se retroalimentar, como
demonstrado em modelo de sepse induzida por CLP (do inglés: Cecal Ligation and
Puncture), em que a geracdo de C5a potencializa a expressao génica e proteica do
C5aR1 em varios orgaos e populacdes leucocitarias. Este evento foi correlacionado
com a letalidade na sepse, uma vez que a neutralizagdo deste receptor com anticorpos,
além de reduzir a expressao dele, protegeu os animais da morte (RIEDEMAN et al.,
2002).

Entre os alvos do C5a encontram-se as células endoteliais, as quais sao
sensiveis a acdo desta anafilatoxina. A ativacdo do C5aR1, nestas células, dispara a
expressdo genica e proteica de SELE (do inglés: Selectin E), ICAM1 (do inglés:
Intercellular Adhesion Molecule 1) (CD54) e VCAM1 (do inglés: Vascular Cell
Adhesion Molecule 1), moléculas imprescindiveis para a diapedese de leucdcitos
(ALBRECHT et al., 2004). Além disso, a exposi¢cdo de diferentes tipos de células
endoteliais humanas (HUVEC e HMEC1) ao C5a provoca aumento na expressao e
polimerizacdo de actina-F culminando em retracdo celular, o que leva a perda de
funcdo de barreira destas células, causando aumento da permeabilidade e promovendo,
assim, exsudacéo de fluidos (SCHURAUFSTATER et al., 2002).

O Cba é um potente agente edematogénico (RUSSKAMP et al., 2015;
BOSMANN et al., 2013), uma vez que induz distdrbios endoteliais de maneira direta
(SCHURAUFSTATER et al., 2002) e indireta. Uma das caracteristicas marcantes do
Cb5a é a capacidade que ele tem de induzir a producdo de uma série de mediadores
inflamatorios, principalmente LTB4 (LEE et al., 2018; MARLEAU et al., 1999; SADIK
et al., 2012). Se ativados, em conjunto ou isoladamente, os eixos C5a-C5aR1 e LTBs-
BLT1, sdo capazes de provocar ativacdo de neutrofilos, levando a secrecdo de Elastase
(van den BERG et al., 2014) a qual degrada uma série de moléculas juncionais nas
células endoteliais, tais como JAM-C (do inglés: Junctional Adhesion Molecule C),
desestabilizando a juncdo entre células, contribuindo para a formacdo de edema e
migracdo leucocitaria (COLOM et al., 2015; DI GENARO et al., 2009). Além disso, a
ativacdo conjunta do C5aR1 e BLT1, se ndo controlada, influencia uma série de
condigdes patoldgicas, incluindo hipoxemia e hemorragia pulmonar grave em
infecgbes fungicas (LEE et al., 2018), bem como edema e destruicdo Ossea e

cartilaginosa na artrite reumatoide (SADIK et al., 2012).
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Entre as funcdes canonicas do eixo C5a-C5aR1 se destacam a quimiotaxia
e producéo de diferentes tipos celulares. Os neutrofilos séo as células mais sensiveis as
acoes do C5a em todos os aspectos de sua biologia. A geracdo sisttmica de C5a tem
como consequéncia leucocitose, caracterizada por neutrofilia, com predominancia de
células ndo segmentadas, fato que demonstra a acdo direta do C5a na medula 0ssea,
local de armazenamento de células com essas caracteristicas (JAGELS & HUGLI,
1992; KAJITA & HUGLLI, 1990).

Além de promover o aumento no namero de leucdcitos circulantes, o Cba,
seja local e/ou sistemicamente, promove mudancas que dardo subsidios para que estas
células migrem para os tecidos inflamados e exercam suas atividades efetoras. O C5a,
gerado nos tecidos, pode ser exposto por células endoteliais na luz dos vasos e ser
reconhecido por C5aR1 em neutrofilos circulantes, promovendo ativacdo/aumento da
afinidade da integrina p-2 (Mac-1 (do inglés: Macrophage- 1 antigen), CR3 (do inglés:
Complement Receptor 3) (CD11b/CD18), com consequente adesdo e espraiamento
destas células sobre o endotélio (MIYABE et al., 2017). Paralelamente, a ativacdo do
C5aR1 em neutrofilos provoca aumento da expressdo tanto de CD11b como de CD18,
potencializando desta forma a adesdo destas células ao endotélio (BREKKE et al.,
2007; JAGELS et al., 2000).

Células ativadas por Cb5a, nos tecidos ou em circulacdo, produzem
guantidades elevadas de alguns fatores quimiotaticos, os quais ficam expostos nos
tecidos e na luz vascular, potencializando ainda mais a ativacdo dos neutrofilos, e em
menor extensdo de mondcitos, causando a migracdo destas para o tecido inflamado em
direcdo ao gradiente de substancias quimiotaticas (MIYABE et al., 2017; SADIK et al.,
2012). LTB4 e a IL-8 (CXCL-8) séo os principais fatores quimiotaticos induzidos pela
ativacdo do CbhaR1, uma vez que inibidores da 5-LOX (MK-0591) e anticorpos
neutralizantes de IL-8 tém consequéncias drasticas na migracdo de neutrofilos induzida
pelo C5a (EMBER et al., 1994; MARLEAU et al., 1999).

Adicionalmente & producdo dos fatores quimiotaticos, o C5a é capaz de
disparar, diretamente em diferentes tipos celulares, a producéo de interleucinas, como
IL-1pB, IL-6, IL-12 (p40) e TNF-a, e fatores de crescimento, incluindo G-SCF e GM-
SCF (do inglés: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) (JI et al., 2016;
RUSSKAMP et al., 2015).

Além da influéncia direta do eixo C5a-C5aR1 nos eventos moleculares

envolvidos com a migracéo celular, tal eixo tem a capacidade de influenciar as fungdes
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efetoras de tais células. Em uma série de experimentos envolvendo o antagonismo do
C5aR1 em modelo de sangue total humano, Brekke e colaboradores (2007) mostraram
que o C5a é um potente indutor da explosdo respiratdria e fagocitose em granuldcitos,
principalmente neutrofilos, frente a infec¢Bes bacterianas.

Um fator adicional, a poténcia e perigo da ativacdo ndo controlada do eixo
C5a-C5aR1 em neutrofilos, é a extensdo desta ativagdo, uma vez que além de
promover uma miriade de eventos inflamatdrios, a ativacdo deste eixo pode suprimir
alguns mecanismos de controle de reacGes inflamatorias.

De maneira elegante, Guo e colaboradores (2006) mostraram que
neutréfilos oriundos de ratos submetidos a CLP apresentavam resisténcia aos
mecanismos moleculares envolvidos no apoptose, caracteristica reproduzida in vitro
frente a incubacdo de neutrofilos de animais saudaveis com soro de animais
submetidos a CLP ou com Cba purificado. Curiosamente, a inibicdo farmacologica da
PI-3K e PKB, as quais sdo ativadas frente ao Cba, deixava os neutréfilos dos animais
suscetiveis a morte por apoptose. Além disso, neutralizando-se 0 C5a, 0 mesmo evento
se repetia. Estes autores observaram que o tanto o soro de animais submetidos a CLP
como o Cbha potencializavam a expressao da proteina BCL-X. (do inglés: B-cell
lymphoma-extra large), a qual apresenta propriedades anti-apoptéticas, e reduzia
drasticamente a expressdo de Bim, proteina pro-apoptética, nos neutrofilos. Tais dados
justificam o potencial destrutivo destas células em condi¢des inflamatérias, néo
controladas, envolvendo o Cba. Interessantemente, este fendtipo antiapoptotico em
neutrdfilos também foi observado em pacientes humanos com sepse, sendo dependente
de fatores plasmaticos, incluindo o C5a (JIMENEZ et al., 1997; PERIANAYAGAM et
al., 2002).

Assim como observado para o eixo C3a-C3aR, o eixo C5a-C5aR1 também
pode ser ativado intracelularmente. De maneira elegante, Arbore e colaboradores
(2016) observaram que linfocitos T CD4+ em repouso apresentavam expressao genica
e proteica, no compartimento intracelular (exclusivamente), de C5 intacto e C5aR1.
Frente a sinais ativadores de CD3 e CD46, a expressdo de C5 intacto aumentava, e
frente a estes sinais era clivado intracelularmente originando Cb5a, capaz de sinalizar
via ChaR1. Entre as consequéncias desta ativacdo, foi observada a polarizacdo destas
células para um fenétipo Thl, com producdo de altos niveis de Interferon-y (IFN-y),
evento suprimido frente ao bloqueio farmacolégico e silenciamento génico do C5aR1.

Curiosamente, todos estes eventos intracelulares levaram ao aumento da expressdo
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génica, principalmente dos genes NLRP3 e IL1B, os quais sdo associados a ativacdo do
inflamassoma.

Ainda, frente a ativagdo intracelular do C5aR1, os niveis proteicos de
NLRP3, caspase 1 ativada e IL-1p foram aumentados. A adicdo de MCC950 e Z-
YVAD-FMK, respectivamente, inibidores de NLRP3 e caspase 1, suprimiu a producéo
de IFN-y por estas células, demonstrando uma possivel influéncia do eixo C5a-C5aR1
intracelular na ativacdo do inflamassoma e polarizacdo para o perfil Thl. Estes autores
detectaram que o silenciamento génico do C5aR1, reduzia drasticamente a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e a maturacdo da IL-1.

Uma das maneiras de provocar ativacdo do NLRP3 é via geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), que é um dos efeitos da sinalizacdo do eixo C5a-
C5aR1. A ativacdo do CD3 e CD46, junto com a ativacdo do C5aR1 intracelular,
provocou a geracdo de ERO, e o silenciamento génico do C5aR1 reduziu a geracdo de
ERO e ativagdo do NLRP3 e maturacdo de IL-1fB. Desta forma, estes autores
propuseram que, em células T CD4+ humanas, a ativacdo intracelular do C5aR1
controla a ativacdo de NLRP3, constituindo assim uma maquinaria celular denominada
de complossoma, essencial para a polarizacdo destas células e atividades efetoras das
mesmas.

Niyonzima e colaboradores (2017) demonstraram que a maquinaria do
complossoma esta também presente em mondcitos humanos, e direciona uma série de
eventos celulares e moleculares dependentes de C5, assim como em células T. Este
estudo apresentou que mondcitos humanos em repouso apresentam estoques
intracelulares de C5 intacto e C5a, os quais aumentam significativamente frente a
fagocitose de cristais de colesterol por estas células. A fagocitose destes cristais
promove a formag&o o inflamassoma de NLRP3 e secrecdo de IL-1p, eventos inibidos
frente ao bloqueio da expressdao génica de C5 nos mondcitos. Curiosamente, em
pacientes apresentando deficiéncia sérica de C5 a maquinaria envolvendo C5 e Cb5a foi
detectada em altos niveis em mondcitos, de maneira funcionalmente relevante, ja que
foi correlacionada com formacéo do inflamassoma NLRP3 e ativagdo da pré-1L-1B
também frente a fagocitose de cristais de colesterol.

Neste estudo detectou-se também que 0s mondcitos expressam
intracelularmente FB, FD e C3, os quais sdo importantes para a formacdo da C3
convertase da via alternativa. Empregando silenciamento génico destas moléculas, bem

como a inibicdo farmacoldgica da C3 convertase da via alternativa, com um inibidor
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direcionado para o interior dos monocitos, a geracao intracelular de C5a e maturagéo
de IL-1 B foram totalmente inibidas, demonstrando que a ativacdo intracelular do
complemento influencia respostas direcionadas a DAMPS, como é o caso dos cristais
de colesterol, sugerindo que o complossoma seja uma maquinaria essencial para
células do sistema imune (NI'YONZIMA et al., 2017).

A resposta do eixo Cha-C5aR1 é de 50 a 100 vezes mais potente em
relagdo a do eixo C3a-C3aR e, desta forma, mecanismos de supressdo sdo necessarios
para impedir que a ativacdo deste eixo seja deletéria. Mecanismos de inibicédo
intracelulares controlam a atividade do C5aR1 e de outros receptores acoplados a
proteina G. Apo6s a deflagracdo da cascata de sinalizacdo ocorre a fosforilagdo da calda
citoplasmatica do C5aR1, regido importante para o acoplamento das subunidades da
proteina G. Quando fosforilada, esta regido se torna sitio de ligacdao para B-arrestinas,
as quais bloqueiam a ligacdo da proteina G, dessensibilizando o receptor e promovendo
internalizagdo dele para reciclagem ou degradacdo lisossomal (DOS SANTOS et al.,
2014; GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2007; LI et al., 2019; SARMA &
WARD, 2012).

Além dos mecanismos acima citados, a ativacdo do C5aR1 pode ser

controlada pelo segundo receptor para C5a, o C5aR2.

2.1.4.1.3 C5aR2
O Cb5aR2 apresenta como ligantes C5a, C5a desArg e C3a. Este receptor

foi clonado por Ohno e colaboradores (2000) e apresenta-se como uma proteina de 37
kDa, glicosilada e sulfata na regido N-terminal, com 58% de similaridade estrutural
com o C5aR1. A expressdo génica deste receptor ocorre concomitante a expressao do
C5aR1, no entanto, em menor quantidade (LAUMONIER et al., 2017; L1 et al., 2019).

Em humanos C5aR2 é expresso, principalmente, em células imunes
mieloides e algumas populacdes de células linfoides, bem como em células nao
hematopoiéticas, sendo esse padrdo similar ao detectado em camundongos. No tocante
ao sitio celular, C5aR2 é detectado na membrana citoplasmatica e, em humanos, a
expressao deste receptor tem sido relatada também em compartimentos intracelulares
de neutréfilos, mondcitos, macrofagos e células NK (LAUMONIER et al., 2017; LI et
al., 2019; OHNO et al., 2000).
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Uma caracteristica estrutural marcante no C5aR2 é a ocorréncia de
mutacOes na regido intracelular das algas transmembrana 3 e 7. Estas regides
apresentam motivos conhecidos como DRY e NPxxXY, os quais sdo indispensaveis para
0 acoplamento da proteina G e disparo do sinal. No entanto, a mutacdo que o C5aR2
carrega nestas regides faz com que residuos de arginina sejam trocados por residuos de
leucina e, assim, a proteina G fica impossibilitada de se acoplar a essa regido e disparar
o sinal e promover atividades imunoestimulantes (LAUMONIER et al., 2017; LI et al.,
2019). Além disso, parece que ndo sdo apenas as mutacGes nos dominios DRY e
NPxxY que impedem o C5aR2 de estimular muitos eventos inflamatorios, uma vez que
a reconstituicdo destes dominios com arginina ndo muda suas atividades (LI et al.,
2019).

No tocante a cascata de sinalizacdo e atividades efetoras do C5aR2, muito
se tem debatido em decorréncia da auséncia de ferramentas genéticas e farmacoldgicas
para analisar esse receptor. Embora haja essas dificuldades, alguns estudos tém sido
conduzidos demonstrando que o C5aR2 é um receptor regulador/anti-inflamatoério (LI
etal., 2019).

Foi observado in vitro que frente a ativacdo do C5aR2 em macréfagos
humanos, ocorre o recrutamento direto da arrestina-f3, de uma maneira independente da
proteina G. Considerando que as arrestinas influenciam a dessensibilizacdo,
internalizacdo e degradacao de receptores ativados, é altamente sugestivo que o C5aR2
seja um receptor de controle da sinalizacdo de outros receptores acoplados a proteina G
(CROKER et al., 2016).

Estudos comprovaram que o CbaR2 apresenta mecanismos de
internalizacdo constitutiva. Frente a ligacdo do C5a ou Cba desArg ao C5aR2 de
neutrofilos e baséfilos, o complexo ligante-receptor € internalizado e degradado,
constituindo este um possivel mecanismo de regulacdo da biodisponibilidade de C5a.
Além disso, estudos mostraram que este receptor tem a capacidade de se conjugar ao
C5a-C5aR1 na membrana celular e promover a internalizagdo deste complexo (LI et
al., 2019; SCOLA et al., 2009).

Interessantemente, a neutrofilia sistémica induzida pelo C5a é inibida por
completo, frente ao tratamento de camundongos com um agonista peptidico do C5aR2
(P32) (CROKER et al., 2016).

Recentemente Li et al. (2020) mostraram que a ativagdo dos receptores
C3aR, C5aR e CKMLR1 (do inglés: Chemokine Receptor-Like 1) promovem a
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fosforilagdo de ERK1/2, evento molecular fortemente inibido pelo agonismo do
C5aR2. Estes mesmos autores detectaram que a ativa¢do de macréfagos humanos por
ligantes especificos para TLRs (1, 2, 3, 4, 7), receptores de lectina tipo C (Dectina 1 e
2, Mincle (do inglés: Macrophage inducible Caz+- dependent lectin receptor) e STING
(do inglés, cytosolic DNA Sensor Stimulator of Interferon Genes) promove aumento
nos niveis de IL-6 e TNF-a, os quais sdo drasticamente reduzidos mediante a ativacéo
do C5aR2.

2.1.4.2 Receptores ndo candnicos
2.1.4.2.1 PAR1 e PAR4

Diferente das anafilatoxinas C3a e Cba, que apresentam receptores
especificos e bem caracterizados, a existéncia de um receptor para a anafilatoxina C4a
foi discutida por muito tempo. Esta questdo foi, recentemente, resolvida por Wang e
colaboradores (2017). Testando o C4a frente a um painel de diversos receptores
acoplados a proteina G, estes autores observaram que a anafilatoxina C4a se liga com
alta afinidade, sinalizando via arrestina-p, em células CHO K1 (células de ovario de
hamster chinés) expressando apenas Receptores Ativados por Protease (PAR, do
inglés: Protease-Activated Receptor) dos tipos 1 (PAR1) e/ou 4 (PAR4), sendo um
ligante ndo convencional destes receptores (WANG et al., 2017).

PARL1 e PAR4 fazem parte de um grupo especifico, composto por quatro
receptores acoplados a proteina G que precisam ser clivados em sua por¢do N terminal,
geralmente por alguma serinoprotease, como a trombina, para poder disparar sua
sinalizacdo e exercer suas atividades biol6gicas. Estes receptores sdo expressos em
células endoteliais, plaquetas, leucdcitos e células musculares, e frente a ativacdo por
seus agonistas, uma série de respostas sdo incitadas, incluindo hemostasia, trombose,
disturbios circulatérios e inflamagcdo (MAZHARIAN et al., 2007; ARACHICHE et al.,
2013; SCHOERGENHOFER et al., 2018).

Wang e colaboradores (2017) observaram que o Cda interage
especificamente com PAR1 e PAR4, uma vez que ndo apresentou associagdo com
PAR2 e PAR3, bem como para 0s outros receptores de anafilatoxinas, expressos em
células CHO K1 transfectadas com tais receptores.

Em células endoteliais humanas, o C4a induziu fosforilagdo de ERK 1/2,

que ndo foi suprimida pela adicdo de toxina pertussis, inibidor cléssico de sinalizacéo
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via proteina G, demonstrando que a ativagdo dos PARs por C4a dispara uma cascata de
sinalizacdo celular ndo convencional em relacdo aos ligantes classicos. Embora néo
tenha sido suprimido pela inibicdo da proteina G, o tratamento das células com
RWJ56110, antagonista do PARL, e anticorpos direcionados para PAR4 promoveram o
blogqueio da sinalizacdo via ERK1/2, fato que indica que o C4a age via tais receptores.
Adicionalmente, detectou-se que em células endoteliais (HMEC-1), o C4a provocou
liberagdo dos estoques intracelulares de célcio e formacdo de fibras de actina nestas
células, eventos moleculares que demonstram que esta anafilatoxina é capaz de
provocar perturbacdo endotelial, causando aumento da permeabilidade vascular.
Referente a este evento, o PAR1 apresenta efeito predominante, ja que o RWJ56110,
antagonista deste receptor, protegeu as células da perturbacdo, enquanto a inibicdo do
PAR4 com tcY-NH2 néo alterou este efeito.

E importante ressaltar que tal estudo foi desenvolvido tendo como alvo da
anafilatoxina C4a apenas células endoteliais e, considerando-se que Varios tipos
celulares expressam PAR1 e PAR4, é possivel que estes eixos sejam ativados, por
exemplo, em leucdcitos e plaquetas, disparando a ativacdo destas células, levando a

respostas efetoras que podem ser fisiologicas e/ou patoldgicas.

2.1.5 Complemento e envenenamentos por serpentes

No final do século 19 e inicio do século 20 Ewing (1894), trabalhando com
coelhos envenenados experimentalmente com o veneno da serpente Crotalus
adamanteus, observou gue o soro obtido destes animais perdia a atividade bactericida
apos o envenenamento. Posteriormente, Stephens e Myers (1898) e Flexner e Nogushi
(1902) também demonstraram que 0s venenos de diferentes espécies de serpentes,
principalmente aquelas pertencentes ao género Naja, agiam sobre o soro de diferentes
espécies de mamiferos, in vivo e in vitro, abolindo a atividade bactericida deles. Além
da atividade bactericida, observou-se que a hemdlise provocada por alguns desses
venenos ndo ocorria na auséncia de soro, e que tal atividade era reestabelecida na
presenca de soro fresco, porém completamente inibida quando do aquecimento do soro
a 56°C, sugerindo participacdo do complemento nestes efeitos. Além disso, foi
observado que a atividade hemolitica do soro era dependente da origem deste, ja que
em algumas situacdes o tratamento do soro de diferentes espécies com veneno, ao
invés de potencializar a hemdlise, inibia a mesma (FLEXNER e NOGUSHI, 1902).
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Buscando os possiveis componentes de tais venenos, responsaveis por tais
efeitos, Muller-Eberhard e Fjellstron (1972) isolaram do veneno da serpente N. naja
uma glicoproteina de 144 kDa com mobilidade eletroforética em pH 8,6, semelhante a
das globulinas-p do soro de mamiferos. Foi observado que essa proteina era habil em
converter eletroforeticamante o C3 sérico, na presenca de cations bivalentes, como o
Mg?*, de maneira dependente do FB e FD, demonstrando assim que esta proteina era
um possivel ativador da via alternativa. Devido as suas propriedades e por ter sido
primeiramente detectada apenas em venenos de serpentes pertencentes ao género Naja
(cobras), esta molécula ficou conhecida como Cobra Venom Factor (CVF).

O CVF é uma molécula ndo todxica, similar ao componente C3 do
complemento. O CVF apresenta massa molecular ~150 kDa, é composto por 3 cadeias,
a, B e y unidas por pontes dissulfeto. Contém em sua estrutura o domino CUB, de suma
importancia para a ligacdo do CVF a seu alvo, o FB, e devido a essa propriedade, o
CVF é caracterizado como uma molécula C3b-like (HARRISON et al., 2018; VOGEL
e FRITZINGER, 2010).

Embora o CVF seja uma molécula C3b-like, diferente do C3b, o CVF nao
possui em sua estrutura o dominio TED (dominio tioéster), regido importante para
ligacdo de C3b em superficies ativadoras, e, portanto, a ativagdo do complemento
promovida pelo CVF ocorre em fase fluida (GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017;
VOGEL etal., 1984; VOGEL e FRITZINGER, 2010).

O CVF exerce sua atividade ligando-se ao FB formando o complexo CVF-
FB. Este complexo adquire atividade catalitica apés a clivagem do FB pelo fator FD.
Tal complexo possui habilidade de clivar grandes quantidades de C3 e C5, tanto in
vitro como in vivo; com isso, a acdo continua deste complexo leva ao consumo
exacerbado de C3 (KRISHNAN et al., 2009; VOGEL e MULLER-ERBERHARD,
1982; VOGEL e FRITZINGER, 2010). Essa atividade exacerbada sobre os fatores C3
e C5 do complemento se deve a alta estabilidade da C3/C5 convertase formadas pelo
CVF com o FB. Enquanto a C3 convertase de mamiferos é extremamente instavel e
tem meia vida de 1,5 minutos, a C3 convertase formada pelo CVF tem meia vida de até
7 horas. Ainda, quanto as caracteristicas relacionadas & ativacdo exacerbada do
complemento pelo CVF, demonstrou-se que a C3/C5 convertase formada pelo mesmo
néo é suscetivel a regulacéo por reguladores do complemento de mamiferos (VOGEL e
FRITZINGER, 2010).

54



Além do veneno de N. naja, o CVF foi detectado no veneno de outras
espécies do género Naja (GOPALAKRISHNAKONE et al., 2017; OSIPQV et al.,
2005; TAMBOURGI et al., 1994), e interessantemente duas isoformas desta molécula
foram detectadas no veneno de N. melanoleuca (OSIPQV et al., 2005). Além do que as
propriedades do CVF podem variar entre as espécies de Naja, uma vez que o CVF
detectado no veneno de N. haje, por exemplo, ndo tem a capacidade de formar C5
convertase (von ZABERN et al., 1980).

Moléculas com atividade similares a do CVF foram também encontradas
nos venenos de outras espécies de serpentes da familia Elapidae, como Austrelaps
superbus (moléculas AVF-1 e -2, do inglés: Austrelaps Venom Factor-1,-2)
(REHANA & KINI, 2007), Hemachatus haemachatus (GOPALAKRISHNAKONE et
al., 2017) e Ophiophagus hannah (molécula OVF, do inglés: Ophiophagus Venom
Factor) (ZENG et al., 2012).

Até 0 momento, pouco se sabe sobre o papel bioldgico do CVF na captura
das presas e envenenamentos humanos. No entanto, acredita-se que a ativacdo
exacerbada do complemento por acdo do CVF culmina na geracédo de anafilatoxinas, as
quais poderiam contribuir para disfuncdo endotelial local e sistémica, fator que poderia
facilitar o escape das toxinas do veneno para circulacdo e chegada das mesmas aos seus
alvos (VOGEL e FRITZINGER, 2010; TAMBOURGI e VAN DEN BERG, 2014).

O CVF é um potente ativador da via alternativa do complemento, e por isso
tal componente tem sido extensivamente utilizado como ferramenta para depletar o
complemento em varias espécies animais, utilizadas como modelos experimentais de
diferentes patologias. A injecdo de altas doses de CVF nestes animais causa uma
complementopatia de consumo caracterizada por reducdo nos niveis de varios
componentes do complemento. No entanto, tal acdo apresenta efeitos colaterais, uma
vez que induz a geracdo de quantidades elevadas de anafilatoxinas (SCHMID et al.,
1997; TILL et al., 1987).

Till e colaboradores (1982) observaram que a inje¢do do CVF de N. naja
em ratos, por via endovenosa, causava abolicdo completa da atividade hemolitica do
soro dos animais em poucos minutos. Adicionalmente, o soro destes animais era
quimiotatico para neutrofilos. Foi também observado que a inoculagdo do CVF
causava neutropenia transiente, seguida de neutrofilia e aumento da expressdo de
CD11b nestas células (SCHMID et al., 1997; TILL et al., 1987). Estes eventos foram

acompanhados de adesdo e migracdo de neutrofilos para os pulmdes, e disfuncdo do
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endotélio pulmonar, uma vez que a injecdo de CVF causava morte de células
endoteliais, exsudacdo de proteinas plasmaticas, hemorragia e deposi¢do de fibrina nos
alvéolos. De acordo com os achados, postulou-se que o CVF seria um potente indutor
de LPA.

Curiosamente, a utilizacdo de anticorpos, capazes de induzir deplecdo de
neutréfilos, e de catalase e superdxido dismutase, enzimas que degradam H,O; e 0%
inibiu a fisiopatologia da LPA, sugerindo que as alteracdes provocadas pelo CVF
podem ser decorrentes da ativacdo dos neutrdfilos por anafilatoxinas (TILL et al.,
1987). Além disso, a geracdo de C5a decorrente da atividade do CVF parece ser fator
crucial para o desenvolvimento completo da LPA, j& que o uso do CVF de N. haje, o
qual ndo tem capacidade de gerar C5a, ndo promoveu o desenvolvimento da LPA, e
anticorpos neutralizantes do C5a inibiram por completo todos os parametros associados
a patologia (MULLIGAN et al., 1996; SCHMID et al., 1997; TILL et al., 1987).

Além da interacdo com o complemento, as a¢bes do CVF parecem
influenciar outros sistemas bioquimicos. Assim, animais inoculados com CVF
apresentaram aumento nos niveis pulmonares de uma série de eicosanoides, como
TXA:, 6-keto-PGF1-a, LTB4 e LTC4, e tratando-se 0s animais com indometacina e
ibuprofeno ou U6685, inibidores respectivamente, das COXs ou 5-LOX, todos estes
eicosanoides foram reduzidos, bem como a disfuncéo endotelial/edema induzido pelo
CVF (MORGANROTH et al., 1988).

Foi relatado que o CVF, além de provocar as alteracdes pulmonares, tem a
capacidade de induzir aumento da permeabilidade intestinal, de maneira independente
de eicosanoides, e hipotensdo severa (YOUNGER et al., 2001). Assim como a LPA, a
hipotensdo é dependente do eixo C5a-C5aR1, ja que o tratamento dos animais com
PMX53, antagonista do C5aR1, inibiu tal efeito (PROCTOR et al., 2006).

Embora os mecanismos pelos quais o0 CVF ativa o Complemento, levando
a condicdes patologicas tenham sido elucidados, a real importancia da ativacdo do
complemento e as consequéncias dela para a patogénese e morte nos envenenamentos
carecem de mais estudos.

Entre os animais peconhentos de importdncia medica em que as
consequéncias da ativagdo do complemento para o envenenamento foram elucidadas,
destacam-se os estudos relacionados aos envenenamentos por aranhas do género

Loxosceles. Os acidentes com estas aranhas apresentam manifestacdes clinicas locais
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(cutanea) e/ou sistémica, e entre as consequéncias sistémicas deste envenenamento esta
a hemolise intravascular disseminada.

Tambourgi e colaboradores (1995) observaram que a hemdlise de
eritrocitos humanos, tratados com os venenos de Loxosceles, s ocorria na presenca de
soro humano autélogo, sendo tais efeitos abolidos pelo aquecimento do soro ou seu
tratamento com EDTA, agente quelante de Ca* e Mg?*, indicando a contribui¢io do
complemento. A contribuicdo do complemento foi confirmada pela incubagéo de
eritrocitos, tratados com veneno, com soro humano autélogo depletado da proteina C9.
Neste estudo foi identificada uma proteina de 35 kDa (F35) no veneno de Loxosceles
capaz de reproduzir os efeitos do veneno sobre os eritrdcitos, na presenca de soro. Foi
observado que esta proteina apresentava a capacidade de se ligar a membrana dos
eritrocitos e promover a deposi¢do dos componentes Clq, C2, C3, C4, C5 e FB sobre
estas células. Além disso, estes autores detectaram que a lise das células era mediada
pela via alternativa, ja que o uso de EGTA, um quelante especifico de Ca®*, capaz de
interferir na atividade da VC e VL, ndo preveniu a hemdlise.

Estudos posteriores demonstraram que a toxina F35 apresentava sequéncia
similar a de fosfolipases D, tendo como substrato a esfingomielina, sendo caracterizada
como uma esfingomielinase D. Considerando o substrato desta enzima, foi proposto
que a ativacdo do complemento e o seu papel na patogénese do envenenamento poderia
ser decorrente de eventos subsequentes a ligacdo da toxina na membrana celular e
clivagem da esfingomielina (TAMBOURGI et al., 1998).

Sabendo que as células proprias sdo protegidas da lise mediada pelo
complemento por uma série de reguladores, e que a auséncia destes reguladores é a
causa de algumas doencas hemoliticas, Tambourgi e colaboradores (2000)
demonstraram que a incubacdo de eritrocitos humanos com veneno total ou
esfingomielinase ndo interferia na expressdo de CD55/DAF, CR1 ou CD59 na
membrana dos eritrécitos. No entanto, foi detectada reducdo drastica na expressdo das
Glicoforinas (GP) A,BeC

As glicoforinas sdo proteinas altamente expressas em eritrocitos, e ricas em
acido sialico, caracteristica que contribui para a regulacdo da ativacdo da via
alternativa, uma vez que sdo sitios de ligacdo para o FH. Estes autores detectaram que,
na presenca do veneno ou da esfingomielinase D, as GPA, GPB, GPC s&o clivadas em
regides intra- e extra-celulares de maneira independente de enzimas do veneno. A

contribuicdo de proteases enddgenas no evento de clivagem das GPs foi confirmada
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pelo uso de inibidores de proteases, sendo que a 1,10 Phe, inibidor de
metaloproteinases, protegeu as células da remocéo.

Adicionalmente aos mecanismos de remocdo de glicoforinas, foi
demonstrado que eritrocitos humanos expostos a esfingomielinase D eram
intensamente marcados com anexina V, indicando perda de assimetria da membrana
celular e exposicao de fosfatidilserina (TAMBOURGI et al., 2002). A fosfatidilserina é
reconhecida como DAMP pelo complexo C1, e apds a incubacdo de eritrocitos
humanos com a esfingomielinase foi detectada a deposicdo de Clqg, PAS e PCR,
iniciadores da VC, bem como do regulador C4Bp. O uso de soro humano depletado de
PAS e/lou PCR nédo alterou a hemdlise mediada pelo complemento autélogo. No
entanto, a deplecdo de C1q reduziu drasticamente a hemdlise, o que indicou que a
associacdo do C1q as hemaécias, tratadas com a esfingomielinase D, é um evento inicial
importante para a ativacdo do complemento e lise celular (TAMBOURGI et al., 2005).

Além da influéncia nos eventos sistémicos, a ativacdo do complemento
parece também contribuir para alguns eventos das reacGes locais dos envenenamentos
por Loxosceles, uma vez que coelhos depletados de complemento com CVF, ou
deficientes do componente C6, apresentaram reducdo no infiltrado de neutréfilos na
regido da lesdo dermonecrotica (TAMBOURGI et al., 2005).

No tocante aos envenenamentos por serpentes peconhentas, alguns estudos
in vitro e in vivo tém emergido na literatura, sugerindo potencial contribuicdo do
complemento a fisiopatologia destes envenenamentos.

Farsky e colaboradores (2000) mostraram que a incubacéo de soro humano
normal com veneno da serpente B. asper reduzia significativamente a atividade
hemolitica do soro, tanto pela via alternativa como pela via classica. Estes autores
observaram que a reducdo da atividade hemolitica do soro estava relacionada com
ativacdo do complemento pelo veneno, uma vez que ap6s a incubagdo, 0 soro se tornou
quimiotatico para neutrofilos humanos in vitro, e que a quimiotaxia era devido a
ativagdo do C5aR1, sendo que o uso de anticorpos neutralizantes para este receptor
abolia tal propriedade. A ativacdo de C5 se mostrou necessaria para a migragdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos injetados com veneno, uma vez
que camundongos A/J, naturalmente deficientes da proteina C5, apresentaram falha na
migracdo. Neste estudo foi demonstrado que um dos fatores do veneno envolvidos na
ativagdo do complemento era uma SVMP conhecida como BaP-1. Esta induziu

guimiotaxia de neutréfilos dependente de fragmentos de C3, dado que o uso de sCR1
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(do inglés: soluble Complement Receptor 1) reduzia significativamente a migracdo de
neutrdfilos. Embora estes autores tenham demonstrado que o veneno de B. asper
causava ativagcdo do complemento, os mecanismos envolvidos nesta ativagdo, bem
como a influéncia de tais eventos na patologia do envenenamento ndo foram
explorados.

Incubando amostras de soro humano com venenos de serpentes do género
Bothrops, Micrurus, Naja ou Trimeresurus, diferentes autores mostraram que tais
venenos sdo capazes de provocar complementopatias caracterizadas por reducao
drastica nas atividades das vias alternativa, das lectinas e/ou classica
(DELAFONTAINE et al., 2018; PIDDE-QUEIROZ et al., 2010; TAMBOURGI et a.,
1994; TANAKA et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2001). Estas complementopatias
eram decorrentes da ativacdo do complemento, uma vez que estes autores detectaram
niveis altos de C3a, C4a e C5a nas amostras de soro apos incubacdo com os diferentes
venenos. Nestes estudos, foi detectado que todos estes venenos apresentavam SVMP
e/ou SVSP capazes de clivar diretamente os componentes C3, C4 e C5 humanos
purificados, bem como o regulador das vias classica e das lectinas, C1-INH
(DELAFONTAINE et al., 2018; PIDDE-QUEIROZ et al., 2010; TANAKA et al.,
2012; YAMAMOTO et al., 2001).

Delafontaine e colaboradores (2018) demonstraram que as SVMPs séo
importantes nestes efeitos, uma vez que 1,10 Phe, inibidor desta classe de proteases
reduziu drasticamente a geracdo de Cb5a e a formacdo de sTCC no soro humano
incubado com o veneno da serpente B. lanceolatus. Além disso, o C5a gerado por
clivagem direta do C5 humano purificado pelas proteases do veneno era altamente
funcional, disparando a ativacdo de neutrofilos, como caracterizado pelo aumento
drastico nos niveis citoplasmaticos de Ca?*. Além disso, estes autores detectaram que
as SVMP reduziam a atividade inibitoria do C1-INH, via clivagem desta molécula.

Interessantemente, uma SVSP e uma SVMP encontradas respectivamente
nos venenos das serpentes T. flavoviris (Flavoxobin) e B. pirajai (P-1 SVMP) foram
caracterizadas como C3 convertases like, uma vez que se mostraram capazes de clivar
diretamente o componente C3, no mesmo ponto que as C3 convertases de rotas
intrinsecas, gerando C3a e C3b (PIDDE-QUEIROZ et al., 2010; YAMAMOTO et al.,
2002).

Alguns estudos tém revelado que em acidentes humanos, com diferentes

espécies de serpentes, a ativacdo do complemento acontece. Pacientes envenenados por

59



N. nigricollis apresentam reacOes locais caracterizadas por necrose e bolhas e as
andlises dos aspirados destas bolhas apresentaram niveis aumentados de produtos de
degradacdo do componente C3. Além disso, os niveis plasmaéticos de C3 intacto e FB
apresentavam-se muito reduzidos nos individuos envenenados por esta serpente
(WARREL et al., 1976).

Stone e colaboradores (2013) detectaram a geracdo sistémica de C3a, Cda e
C5a em individuos envenenados pela serpente Daboia russelii. O aumento nos niveis
destas anafilatoxinas foi concomitante ao aumento sisttmico de histamina, triptase do
mastocito e IL-6, os quais podem ser induzidos por anafilatoxinas. Embora estes
estudos tenham detectado marcadores relacionados a ativacdo do complemento apds o
envenenamento, tais autores ndo detectaram correlagdo entre a ativacdo do
complemento com nenhum dos eventos patologicos apresentados pelos pacientes.

Considerando que a (i) geracdo de anafilatoxinas e a sinalizacdo via seus
respectivos receptores direcionam uma série de eventos inflamatdrios protetores e/ou
patoldgicos, (ii) que a real influéncia da ativacdo do complemento na patogénese dos
envenenamentos por serpentes permanece pouco explorada e (iii) que o
envenenamento pela serpente N. annulifera produz vérios eventos inflamatdrios
sugestivos de ativacdo do complemento, o segundo capitulo desta tese foi dedicado a
analise do perfil e mecanismos envolvidos na ativacdo do complemento e o impacto

destas reacGes na imunopatologia do envenenamento por esta serpente.
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2.6 CONCLUSAO

O veneno da serpente N. annulifera apresenta componentes capazes de
ativar o sistema complemento humano in vitro levando a geracdo de anafilatoxinas e
formacdo de sTCC. Parte desta ativacdo € mediada pela atividade proteolitica de
SVMPs e SVSPs detectadas no veneno.

Em modelo ex vivo de sangue total humano o veneno da N. annulifera
causa ativacdo do complemento por rotas extrinsecas, mediadas por SVMPs, e geracdo
de LTB4, PGE2, TXB2, CCL2, CCL5 e CXCLS8, eventos inflamatorios influenciados
pela sinalizacéo do eixo C5a-C5aR1.

No sitio de inoculacdo do veneno ocorre geracdo da anafilatoxina Cba, que
se liga a0 C5aR1 levando a producdo de LTB4, PGE> e TXA> 0s quais induzem
disfungdes endoteliais culminando na formacdo de edema intenso. Ainda, o C5a via
indugdo da quimiocina CXCL1 e LTB4 causa intensa infiltracdo e ativacdo de
neutrofilos na regido da inoculagéo do veneno.

Animais submetidos ao envenenamento sistémico moderado apresentam
complementopatia dos fatores das rotas intrinsecas de ativacdo do complemento. Além
disso, estes animais desenvolvem neutrofilia e aumento nos niveis sistémicos de IL-6 e
CCL2, todos totalmente dependentes do eixo C5a-C5aR1.

Camundongos submetidos ao envenenamento sistémico grave, apresentam
complementopatia intensa dos fatores da via alternativa da ativacdo do complemento, a
qual é acompanhada de leucocitose com neutrofilia e monocitose, elevacao robusta nos
niveis de IL-6, CCL2 e TNF-a, e desenvolvimento de LPA exacerbada. A ativacao do
eixo C5a-C5aR1 controla todos os eventos inflamatdrios destes animais, uma vez que o

bloqueio da sinalizacao de tal eixo modulou tais eventos.
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2.7 CONCLUSOES GERAIS

O veneno da serpente N. annulifera apresenta em sua composicao proteinas
com potencial proé-inflamatério, que via geracdo de DAMPs e ativacdo do sistema
complemento promovem reacdes inflamatorias locais, sistémicas e pulmonares, as

quais podem contribuir para os efeitos deletérios do envenenamento.
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APENDICE A. Amostras de C5 humano purificado (2,5 pg) foram tratadas com salina ou veneno (2,5

pg) e incubadas durante 30 minutos a 37° sob agitacdo constante. Paralelamente, em algumas destas

misturas foram adicionados 20 mM dos inibidores 1,10 Phe ou PMSF. As reacdes foram interrompidas

pela adicdo de 15 mM de EDTA, as misturas submetidas a eletroforese em SDS-PAGE a 10%, e as

reacGes reveladas por impregnacdo por prata. A intensidade das bandas foi determinada no Gel Logic

100 Imaging System Kodak.
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envenomation
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Toxinology, Butantan Institute, S&o0 Paule, Brazil, 3 Department of Pathology, School of Veterinary Medicine
and Animal Science, University of S80 Paulo, S3o Paulo, Brazil

* denise.tembourgi @ butantan.gov.br

Abstract

Background

Naja annuiifera is a madically important venomous snake occurring in some of the countrias
in Sub-Saharan Africa. Accidental bites resultin severa coagulation disturbances, systemic
inflammation and heart damage, as reported in dogs, and death, by respiratory arrest, in
humans. Despite the medical importance of M. annulifera, little is known about its venom
composition and the pathogenesis of envenomation. In this paper, the toxic, inflammatory
and immunogenic properties of M. annulifera venom ware analyzed.

Methodology/Principal findings

Vanom proteomic analysis identified 79 different proteins, including Three Finger Toxins, Cyste-
ine Rich Secretory Proteins, Metalloproteinases, Phospholipases Az (PLA), Hyaluronidase, L-
amino-acid oxidase, Cobra Venom Factor and Serine Proteinase. The presence of PLAg, hyal-
uronidase, fibrinoganolytic and anticoagulant activities was detected using functional assays.
The wenom was cytotoxic to human keratinocytes. In an experimental murine model of enven-
omation, it was found that the wenom induced local changes, such as swalling, which was con-
trolled by anti-inflammatory drugs. Moreover, the venom caused death, which was preceded by
systemic inflammation and pulmonary hemormhage. Tha venom was shown to be immunoganic,
inducing a strong humoral immune response, with the production of antibodies able to recognize
wanom components with high molecular weight and to neutralize its lethal activity.

Conclusions/Significance

The results obtained in this study demonstrate that N. annulifara venom contains toxins able
to induce local and systemic inflammation, which can contribute to lung damage and death.
Moreover, the venom is immunogenic, an important feature that must be considered during
the production of a therapeutic anti-N. annuiifera antivenom.
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C5a-C5aR1 Axis Activation Drives

Envenomation Immunopathology by

the Snake Naja annulifera

Felipe Silva de Franga', Isadora Maria Villas-Boas ', Bruno Cogliati®, Trent M. Woodruff®,
Edimara da Silva Reis*, John D. Lambris* and Denise V. Tambourgi’*

! Irnmmur y L y, Instituto B , Sdo Paulo, Brazt, * Department of Pathology, School of Veterinary

Medicine and Animal Science, University of Sio Paulo, S8o Paulo, Brazi, ? Neuroinflammation Laboratory, School of
Blomedical Sciences, The University of Queenstand, St Lucia, QLD, Australia, * Department of Pathology and Laboratory
Medicine, Perelman School of Medicine, University of Pennsyivania, Phiadephia, PA. United States

Systemic complement activation drives a plethora of pathological conditions, but its role in
snake envenoming remains obscure. Here, we explored complement’s contribution to the
physiopathogenesis of Naja annulifera envenomation. We found that N. annulifera venom
promoted the generation of C3a, C4a, C5a, and the soluble Terminal Complement
Complex (sTCC) mediated by the action of snake venom metalloproteinases. N. annulifera
venom also induced the release of lipid mediators and chemokines in a human whole-
blood model. This release was complement-mediated, since C3/C3b and C5a Receptor 1
(C5aR1) inhibition mitigated the effects. In an experimental BALB/c mouse model of
envenomation, N. annulifera venom promoted lipid mediator and chemokine production,
neutrophil influx, and swelling at the injection site in a C5a-C5aR1 axis-dependent
manner. N. annulifera venom induced systemic complementopathy and increased
interleukin and chemokine production, leukocytosis, and acute lung injury (ALI).
Inhibition of C5aR1 with the cyclic peptide antagonist PMX205 rescued mice from
these systemic reactions and abrogated ALl development. These data reveal hitherto
unrecognized roles for complement in envenomation physiopathogenesis, making
complement an interesting therapeutic target in envenomation by N. annulifera and
possibly by other snake venoms.

Keywords: Naja snake venom, envenomation, complement system, C5a-C5aR1, complement inhibitors

INTRODUCTION

Complement activation is a crucial event infl ing the development of innate and adaptive
immune responses (1, 2). Once microbial associated molecular patterns (MAMPs) and damage-
associated molecular patterns (DAMPs) have been detected, complement can become activated
through three intrinsic pathways, the alternative (AP), lectin (LP), and classical (CP) pathways, or
through extrinsic pathways involving coagulation pr cathepsi 1 or snake venom
metalloproteases and serine proteases (2, 3). All of these pathways converge at central events that
culminate in the cleavage of C3, C4, and/or C5, leading to the generation of opsonins (C3b and C4b)

and anaphylatoxins (C3a, C4a, and C5a) and assembly of the terminal complement complex (TCC;

Frontiers in Immunology | www

frontiersin.org 1

April 2021 | Volume 12 | Artice 652242

103



ANEXO A

Autorizacao de Acesso e de Remessa de
Componente do Patriménio Genético

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico - CNPg, nos termos Deliberagdo 246/2009, do
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético, autoriza a
instituic@o identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patriménio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 12 de fevereiro de 2015

Marcelo Marcos Morales
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biolégicas e da Saude
PO 161/2010

Processo: 010035/2015-0

Validade: 12/02/2015 a 12/02/2017
Instituicdo: INSTITUTO BUTANTAN
CNPJ: 618.213.440/0001-56
Pesquisador: Denise Vilarinho Tambourgi
CPF: 050.043.288-03

RG: 76676948 - SSP / SP

Para visualizar a versao digital da Autorizagdo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patriménio Genético, V.Sa.
podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para
esse fim na pagina
http:/servicosweb.cnpq.br/visualizador/</a> e informar o
numero do protocolo 0265499880393732 para recupera-la
do banco de dados do CNPq
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ANEXO B

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO BUTANTAN < B
i 503-900, S8 Paulo, SP, Brazil
A;Emm‘h‘)?dfzg{ Fax: (35) (011)2627:9505
cevaid@butantan gov be

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Caracterizagio imunoquimica e bioldgica do veneno
de serpentes Naja annulifera Peters (1854)", protocolo n® 1092/13, sob a responsabilidade de
Denise Vilarinho Tambourgi e Felipe Silva de Franga ~ que envolve a criaglo ¢/ou utilizagio
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica - est de acordo com os preceitos da Lei n® 11794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009 & de normas complementares, bem como esté
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reunisio de 8/5/2013.

Vigtncia do Projeto; N de animais/espécic
b e
Joaquim

Av. Dx. Vital Brazil, 1500, CEP 05503-900, S8o Paulo, SP, Brazil

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO BUTANTAN
05t
INSTTUTO Telefone: (55) (011) 2627.9585 - Fax: g:)(on)un#m

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Estudo de componentes e eventos envolvidos na
patogénes do envenenamento pela serpente Najo annulifera”, protocolo n® 1262/14, sob a
responsabilidade de Denise Vilarinho Tambourgi ¢ Felipe Silva de Frana - que envolve a
ai.;he/ouuﬁﬁnmdumispmmmmﬂhdnrdan,subﬂlovmcbnh(mo
homem), para fins de pesquisa cientifica - ests de acordo com os preceitos da Lei n® 11794,
dzBdewmbrodemdoD«mSm,deﬁdeiulhodemedem
mmphnuﬂambtmmmaﬁdemrdommml’ﬂndp{msﬁoum&pedm
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), ¢ foi aprovado
pela COMISSAO DE ETIC'A NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN
(CEUAIB) em reunido de 19/11/2014.

This is to certify that the proposal “Study of components and events Involved in the
pathogenesis of poisoning by snake Naja ammulifrs”, protocol n® 126314, under the
responsibility of Denise Vilarinho Tambourgi and Felipe Silva de Franga - which involves the
broeding and/or use of animals belonging to phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings) - has been reviewed by the Institute Butantan Animal Care and Use
Committee and approved in 11/19/2014. This proposal is in accordance with standards
outlined by Brazilian laws for use of experimental animals, and with ethical principies
adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation.

Vigiacia do Projeto N de animaisesplcic
112014 - 1272016
L Imunoqeimica | 183 Baltve 18-225 (M),
#6 Camuedongos High Il 22g (M) -

Sdo Paule, 28 de hovembro de 2014
/

1
M% K. Cabrera
Coorfenadora da CEUAIB
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ANEXO C

A Vil Braa 1800 Casa €2
28803900 580 P 50
To9 11 sz
cmsab@tuman o

i b butantan

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUAIB)
INSTITUTO BUTANTAN

CERTIFICADO

Certificamos que 0 projeto intitulado "Estudo de componentes e eventos envolvidos na
patogénes do envenenamento pela serpente Naja annulifera®, protocolo n® 1262/14, sob a
responsabilidade de Denise Vilarinho Tambourgi ¢ Felipe Silva de Franga - que envolve a

riaclio e/ de filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
‘homem), para fins de pesquisa cientifica - estd de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899, de 15 de julho de 2009 e de normas

A Vit Brund 1800 - Cane 82
105503-400 340 Pk 88

T i I, butantan
S G0

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUAIB)
INSTITUTO BUTANTAN

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado *Estudo de componentes ¢ eventos envolvidos na
patogines do envenenamento pela serpente Naja annulifera®, protocolo n* 1262/14, sob a
responsabilidade de Denise Vilarinho Tambourgi e Felipe Silva de Franga - que envolve a
criagho e/ou utili & anhon filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa clentifica - estd de acordo com 0s preceitos da Lel n® 11.7%4,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899, de 15 de julho de 2009 e de normas
bem como estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio

complementares, bem como esté de acordo com os Principios Eticos na
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN
(CEUAIB) em reunifo de 15/2/2016.

This is to certify that the proposal “Study of components and events involved in the
pathogenesis of poisoning by srake Naja annulifera”, protocol n* 126/14, under the

of Denise Vilarinho Tambou d de Franga - which involves the
breeding and/or use of animals belonging to phylum Chordata, subphylum Vertebrata
{(except human beings) - has been reviewed by the Institute Butantan Animal Care and Use
Committee and approved in 2/15/2016. This proposal is in accordance with standards
outlined by Brazilian laws for use of experimental animals, and with ethical principles

adopted by “ollege of Animal

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentago Animal (COBEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN
(CEUAIB) em reuniso de 22/3/2017.

This is to certify that the proposal “Study of components and cvents involved in the
pathogenesis of poisoning by snake Naja annulifera”, protocol n* 12614, under the
responsibility of Denise Vilarinbo Tambourgi and Felipe Silva de Franca - which involves the
‘breeding and/or use of animals belonging to phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings) - has been reviewed by the Institute Butantan Animal Care and Use
Committee and approved In 3/22/2017. This proposal is in accordance with standards
outlined by Brazilian laws for use of experimental animals, and with ethical principles
adopted by the liege of Animal

530 Paulo, 24 de margo de 2017

/

Dr. Ji Jensen
da CEUAIB
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ANEXO D

UNIVERSIDADE DE SAO PALLO
INSTITUTO DE OINCIAS BIOMEDICAS

"
Av. Prof. Unew Prestes, 2415 - CEP. 05508000 $30 Paulo, 5P Brasil
Telefone £55) (D11) 30917733 - e-mal: cepichuspbr

CERTIFICADO

Centif queo |

gistrado sob n® 57 nas fls. 19do livro 03 para uso de
animais em i soba do Prof(a) Dr(a) Denise Vilarinho
Tambourgi, Coordenador (a) da Linha de pesquisa “Estudo de componentes e eventos

Ividos na do pela serpente Naja annulifera” do qual
participam ofs) alunols) Felipe Silva de Franga, estd de acordo com os Principios
fricos de Experimentagdo Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de
Animais de Laboratério (SBCAL) e foi aprovado pela COMISSAO DE £TICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) em 01.08.2014, com validade de 4 anos.

S3o Paulo, 04 de agosto de 2014,

Ul N n

INE——
Prof. Dr. WOTHAN TAVARES DE LiMA Profa. Dra. ANA PAULA LePIQUE
Coordenador-CEUA- ICB/USP Secretéria- CEUA - ICB/USP

&

ICBUSP
(Caade Unnantiva “Amanco de Sales Overs’ Buuntd S5s Pave, 59 - Av Uney Presses. 2415 - ICH 15 - 05508 000
ot

Fromsnce
e £1ica 5 Uno de Animass - Totefons (13) 30017733 . et Capict s &0

OfCircCEUA001.2018

Sao Paulo, 25 de junho de 2018.

Prezado(a) Professor(a),

Lembramos que a validade do protocolo n® 57/2014, referente ao projeto

Intitulado “Estuds
pela serpente Naja annulifera”, para o uso de animais em experimentagio sob sua
aprovado por esta comissi 01/08/2014, 01/08/2018.
Desta forma, se o projeto ndo foi concluldo, devera ser encaminhada até o
d fe di na pégina da
Internet: ww2.icbuspbr/ich/ceua
Ressaltamos ainda, a necessidade de enviar a esta CEUA o relatério
rcial/final fe del na pigina da internet citada acima, tanto se o projeto
estiver q se houvera de fazera ¢ao di
C d asua atengdo e de me.
Cordialmente,
r
Iuaart Valiia S
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita
Coordenadora da CEUA - ICB/USP
Srf(a)
Prof.(a) Dr.(a) Denise Vilarinho Tambourgi
Departamento de Imunologia

Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP
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ANEXO E

&

ICBUSP
Cutace Urevmratins “Ammancc de Setes Ohvers’ Sutaeth 500 Pave S8 As Profestir Lows Prastes. 2413 - ICB 9 . 05508 000
Cominado de £5ca 70 Uso se Animan - Tetwtane (17) 3001-7733 - mis capct g &
OLCEUA083.2018
Sdo Paulo, 02 de agosto de 2018,
Prezado(a) Professor(a),
Informo que o projeto “Estudo de eventos na
patogénese do envenenamento pela serpente Naja ifera”, sob o p lo n®
057/2014 e aprovado em 01/08/2014, que envolve a prodm;io mlnuleno%o o/ou uulincio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo cet pesq

cientifica, fol pmmndo aé 01 /oe/zozz.

4 30 h It 4

e das técnicas descritas na licenga inicial para o uso de anlmals. autorizo a lnduﬂo das espécies e

descritas abai: a0 referido projeto:
[Espécie | Linhagem [Sexo [idade/Peso | Quantidade porano |
| Musmusculus | Balb/c | Macho | 18225 213 ]

Reitero que havendo alteragio de metodologia e Insercdo de novos alunos ao projeto
de pesquisa vinculado a referida licenga a CEUA-ICB deverd ser informada.

Cordialmente,

Itccant Yl St
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita
Coordenadora CEUA-ICB/USP

Prof.(a) Dr.(a) Denise Vilarinho Tambourgi
Departamento de Imunologia
Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP
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ANEXO F

o SECRETARIA MUNICIPAL DA
t SAUDE DE SAO PAULO -
SMs/SP

S

. PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesgq E BIOLOGICA DO VENENO DA SERPENTE
Naja annulifera Peters (1854)
Pesquisador: Felipe Siva do Franca
Area Temética:
Versso: 3
CAAE: 11395213.5.0000.0086
Instituigdo

EM PESQUISA - SMS

Apresentagio do Projeto:

O pesquisador apresenta que de acordo com a Organizagio Mundial da Saide os envenenamentos
decorrentes das picadas por serpentes $30 um prodlema de saGde piblica em dreas rurais de paises
tropicais o sublropicais da Africa, América Latina, Asia @ Oceania. As picadas por serpentes venenosas s4o
uma causa de morbidade & m todo © mundo acordo com as estimativas o
maior ndmero de acidentes ocorre no sul da Asia, sudeste da Asia e Africa Sub-Saariana, Dentre as.
espécies do importincia médica tem-se Naja annulifera. N. annulifera pertence a familia Elapidae e ocorre
na rogido da Africa Sub-Seariana. Os acidentes com N. annulifera 580 do grande importancia devido a sua.

®curtec  SECRETARIA MUNICIPAL DA
£t|c SAUDE DE SAOPAULO -G8 ™
EM PESQUISA - SMS. SMS/SP
e

serdo reaizados em modelo animal, sendo que este Comid de Etica ndo analisard © uso de modelo animal,

parocer de uma Etica no Uso de Animais. Para 0s ensaios de atividade
hemolitica serdlo utilizadas amostras de sangue humano coletadas de 10 sujeitos de pesquisa, que
consintam om participar. Ta--mmwmmmlmwmuumwﬁmw

apds apicecdo do T anudncia 6o sujeito, O
Objetivo da Pesquisa: %

bje do veneno de N. annulifora e avaliar
a 1bxicas do Os objetivos 30:
Caractenzar a5 proteinas do veneno;
Avaliar algy do ( roteolitica,
o Letal);
Avaliar do animais;
Avaliar N. annuldora.

Os objetivos estio claramente definidos e poderdo ser facimente alcangados com & metodologia proposta
que esté detaihadamonto descrita no projeto.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios: -

O awtor detxa b 4502 b . que possui
alta rolovancia. Vu»mc.mlmumuwmmlmuno'mmm‘o
Mwmmmumm ujoltos s30 minimos Termo do

gravidade. Mesmo estes acidentes apresentando gravidade, pouco se sabe a rospeito da
modo de 8580 do veneno de N. annulifera, tomando-se justificavels trabalhos que avaliem estes aspectos.
Dentre os objetivos deste trabalho, o autor aponta: Caracterizagdo proteica (dosagem proteica, perfil
eletroforético, perfil de glicosilagdo, presenca de CVF), atividades toxicas (hialuroniddsica, PLA2 e

oolitics G40 sobre 0 sisterm: letalidade. Para tal o
pesquisador ird isolar 0 veneno da serpente, o esta amosira serd submetida a andlise por métodos.

% em gel de Western Biot, zimografia, entro
outros, Os testes de atividade i
Enderego:  Rua Genersl Jardm, 36 - 1* andar
Balro: CENTRO CEP: 01223010

UF: 5P SAOPALLO
Tolotone: (11)3907- 2484 Enak smacepQorad com

Pt o4

Uy Desse modo, o autor evidencia quo o risco ao sujelto & minimo e muito

Mwnm&m‘
obre 8 Peoquless

O projeto 6 proposto por um aluno do Instituto Butantan. O mesmo pretende coletar amostras de sangue de
10 sujeitos do pesquisa no Hospital Vital Brasil do Instituto Butantan para ser usado om parte de ensaios in
vitro da pesquisa. A pesquisa 4 do extrema relevancia, e sua aplicago estd reforencialmente bem
©embasada, Vale ressaitar que a andlise doste Comith se restringe 803 aspoctos éticos da participacdo dos
5ujoitos de pesquisa, no versando sobre o uso da modelo animal.

Endersgo: Rus Generl Jorcim, 36 - 1° andar
Baimo: CENTRO . cer:

ur: S0 SAOPALKO s
Tolefona: (1113367-2464

a0
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ANEXO G

SECRETARIA MUNICIPAL DA
SAUDE DE SAO PAULO - “CRGIA™™
M PESQUISA - SMS SMs/sP

Continuat 40 Passcns 29070

sobre o5 Tarmos de
A aulorizagho para realizegdo da pesquisa foi adoquadsments spresentada, a Folha do Rosto esld
, foram identi instituigaa ] k . @ curriculo do
st de a ta da pesquisa,
3180 adequados, a fonta financiadon fol dovidamante nformada | Instituio Butanta).

Terma de Lk (TCLE) - 8d6quado apds retificacBes.

Recomendacses: -

ou o Lista de
Sem pendéincias ou inadoquagtes.
Situagdo do Parecer:
Aprovade .
Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao
Considersgses Finals a critbria do CEP:
Para inicio da colota dos dados, o pesquisador doverd se apresentar na mesma instincia que aulorizoy &
o (G elc).
O sujeita isa (ou a0 i iodas as foihas
do Termo do Consentimento Livie ¢ Esclarecios |, TCLE apsndo sua assinatura na dlima paging & refeids
Termo, conforme Carta Circular no 0032011 da CONEPICNS,

que o a dove 4 pesquisa conforma calinesda ko PFOLOCOIs aprovado.
Evertuais L ser @80 CEP de forma clara o sucinta,
idontificande & parte do protocolo @ ser modificads ¢ suas L esta

necessilary de aprovacio élica do CER antes de ser implamentada.

Ao pasquisader cabe manter em arquive, scb sua guarda, por 5 anos, 0s dados da pesquisa, contendo
fichas individuats » lodos os demais documenios recomencacos pelo CEF (Res. CNS 196/96 item IX 2. ¢).
D acorda com & Res. CNS 198, IX 2.c, o pesquisador deve aprosontar a osle CEF/SMS os relatérios.
semastrals. O relatéeio final deverd ser enviado.através da Plataforma Brasil, icone Nolificaco.

Enderege:  Fua Ganaral Jandim, 36 - 1* aecier
Bairre CENTRO. L)

uF. 5F Musicipio: 840 PALLD -
Teletone: (1172007 2484 Emait; smacep@omanom

e

Etlca

EM PESQUISA - SMS

Contngh s Parvcer SH.TI

cure  SECRETARIA MUNICIPAL DA

SAUDE DE SAQ PAULO -

SMS/SP

SAQ PAULO, 07 g Junho de 2013

Assinador por:
SIMONE MONGELLI DE FANTINI *
(Cosrdenador)

Qg

Uma copia digital (COMDVDY) do projeto inakzads devard ser onviada & instincia que aulorizou 8 reslizagio
89 e5tudo, via canreio ou entregue

[
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ANEXOH

®@ccurco  SECRETARIA MUNICIPAL DA
tica shtpepesaoraue- W

EM PESQUISA - SMS SMS/ISP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Thulo da Pesquisa: ESTUDO DE COMPONENTES E EVENTOS ENVOLVIDOS NA PATOGENESE DC
ENVENENAMENTO PELA SERPENTE Naja annulfera
Pesquisador; Felipe Silva de Franga
Area Tomitica:
Vaorsie: §
CAAE: 11395213.5.0000.0085
Institulghio Proponente: Institute Butantan
Patrocinador Principal: Insttuto Butartan

DADOS DO PARECER

Nimaro do Parecar: 856,897
(Data da Relatoria: 051112014

Apresentagao do Projeto:

prejeto i analisada o aprovada por este CEP em 0706/ 3 - parecer n® 208.732.
Objetive da Pesquisa:

projeto ji analisado e aprovada por este CEF em O7/06/13 - parecer n* 266.732
Avallagho dos Riscos » Beneficios:

projeto ja analisado e aprovado por este CEP em 07/06r3 - parecer n* 266.732.
Comentarios ¢ Consideragbes sobre a Pesquisa:
T prog este CEP om OT/08/13 - parecer n® 266.732.
Esta avaliagho ética refere-se & emenda envisda pelo pesquisador que solicita inclusdo do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de 580 Paulo {ICB-USP) coma instituicho co-participante.

Do ponto de vista ético, esta emenda ndo muda @ esséncia do estuco que continua @ mesma, estando de
acordo com a Res 644112 0 suas complementares.

sobre os Termos do

Endersco: Rus General tardim, 30 - 1% andar
Baire; CENTRO

uF; S Municipi: A0 FAILD
Tolelone: (1139972484

CER: 1220010

Eomai: smorp(EgTed com

Pzt

SECRETARIA MUNICIPAL DA

+* commion
‘t] ca SAUDE DE SAO PAULO -

EM PESQUISA - SMS SMS/SP
Cortagha 63 Parecar 858 857

Recomendagses:

sem pendencias ou inadequasies.
Situaghe do Parecer:

Agrovado

Necesslta Apreclagiio da CONEP;

Nao

Considaragoes Finais a critério do CEP:

SAD PAULD, 04 de Novembro de 2014

Assinado por:
SIMONE MONGELLI DE FANTINI
(Coordenadar)
L —
Balere: CENTRO CEP: 01323.0%

Munkciplo: 540 PAULO

| ok
| Totetens: (11y3207.2084 il smscepGiymad com

%

Bageattom 1

111



ANEXO |

j INSTITUTO DE CIENCIAS
. BIOMEDICAS DA %M'm ofma
UNIVERSIDADE DE SAO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicho Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE COMPONENTES E EVENTOS ENVOLVIDOS NA PATOGENESE DO
ENVENENAMENTO PELA SERPENTE Naja annulifera

Pesquisador: Feipe Silva de Franca

Area Temdtica:

Yersio: 1

CAAE: 11395213.5.3001 5487

Institulgio Proponente: Insiituto Butantan

Patrocinador Principal: Institdo Butantan

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer: 974.312
Data da Relatoria: 06032015

Apresentagio do Projeto:

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE COMPONENTES E EVENTOS ENVOLVIDOS NA PATOGENESE DO
ENVENENAMENTO PELA SERPENTE Naja annulifera

Pesquasader. Felipe Siva de Franga

Instituicho Propanante: Instiute Butantan

Objetivo da Pesquisa:

por, o aluno estar
O Meslrado dessa instuiclo

Avaliagho dos Riscos a Benaficios:

© CEPACBUSP acata & parecer da CEP Butantd

Comantirios e Consideracbes sobre a Pesquisa:

O CEPACAUSP 8cata o parocer oo CEP Buiani

Termos de
O CEPACBAUSP acata o parecer do CEP Butantd

Recomunidagtes:
O CEPACBAUSP acata o parecer do CEP Butanta

Endersco: v, Prof Lineu Prastes, 2418
Bairro:  Cidade Universtiia
ur: 8¢ Munklpio: SA0PAULD
Telolone: (11130017733 Faz: (1130018408

Pigration &

INSTITUTO DE CIENCIAS
BIOMEDICAS DA
UNIVERSIDADE DE SAQ

Cominaaghn s Paretar 414312

ou Lista de

© CEPACBAJSP acata o parecer do CEP Butantd

Situnglo do Parecor:

Agrovado

Necessita Apreciagho da CONEP:

No

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Cabe isador elaboras & apr a itd, relatdrios anuais (parciais e final), de acordo com
8 Resoiuglio r° 48812, item 1, 1115 @ 11.20, do Consaiho Nacional de Sadde.

Em nio havendo um biomepositério & se houver retengdo de material deverd ser solicitade o devido
cadastro conforme modelo constanta site do ICB.

Ao pesquisador cabs tamaém finalizar o processs junto & Platafomma Brasil quands do encemamento deste.

SAD PAULD. 05 de Margo de 2015

Assinado por:
Regina Scivoletto
(Coordenador)

Endrsco: Av. Frof Linew Frastes, 3415
Uneversuana

Bame: Catae CEP! 05.508000
| UF: 5P SAD PAULD
Teistons: (1120917733 Fas: (1130018405 Emal: cepgienuspir

Piouma s
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