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RESUMO

A lagarta da mariposa Premolis semirufa, comumente chamada de pararama, € encontrada na
regido amazonica brasileira. O contato acidental com as cerdas da lagarta causa uma sensacéo
de coceira intensa, seguida de sintomas de inflamacdo aguda. Apds multiplos contatos,
estabelece-se uma reacdo inflamatoria cronica (pararamose) semelhante a osteoartrite. Esta é
caracterizada pelo espessamento sinovial articular, por deformidades articulares e perda de
movimento. Até o momento, ainda ndo ha tratamento especifico para a pararamose e 0 n0sso
grupo tem estudado a agdo deste veneno, com o objetivo de identificar possiveis alvos para o
tratamento dessa doenca. Neste estudo demonstramos que 0 veneno da pararama ativa (i) o
sistema complemento, com geracdo de anafilatoxinas e do sTCC; (ii) os leucdcitos, com
expressao aumentada de C11b, TLR2 e TLR4 em mondcitos e C11b, CD14, TLR2 e C5aR
em granuldcitos, e (iii) induz a secrecdo de IL-17, TNF-a, CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2e
CXCL10 em sangue humano. Também usamos inibidores especificos do complemento para
pontos-chave da cascata para determinar mecanisticamente os condutores do processo
inflamatério neste modelo. Com a inibicdo do complemento, no nivel de C3, com a
compstatina, ou do eixo C5a-C5aR1, com 0 PMX205, houve uma modulacao da ativacao dos
leucdcitos e da secrecdo de citocinas e quimiocinas. Para avaliar melhor o papel do
complemento na inflamagdo induzida pelo veneno do pararama, células endoteliais foram
expostas ao plasma coletado de amostras de sangue tratadas com veneno e como resultado
observamos a producdo de CXCL8 e CCL2, que foi consideravelmente reduzida pelo uso de
inibidores do complemento. Além disso, neutr6filos humanos quando expostos ao plasma
coletado de amostras de sangue tratadas com veneno, produziram TNF-a, IL-6, CXCLS,
mieloperoxidase e Elastase, sendo que a inibicdo do complemento, com compstatina e
PMX205, resultou em uma reducéo da geracdo de todos esses mediadores. Assim, esses
resultados mostram a contribui¢do do sistema complemento para o processo inflamatério
induzido pelo veneno da pararama no modelo de sangue total humano e destacam a
importancia de C3 e do eixo C5a-C5aR1 na inflamacdo causada por esse veneno e seu
possivel papel na progressao da pararamose. Sugerem também que a modulagdo da atividade
do sistema complemento, pelo uso de inibidores especificos, possa ser uma potencial terapia

complementar para os individuos acidentados com a lagarta da Premolis semirufa.
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Neutrofilos



ABSTRACT

The caterpillar of the moth Premolis semirufa, commonly known as pararama, is found in the
Brazilian Amazon region. Accidental contact with the caterpillar's bristles causes an intense
itching sensation, followed by symptoms of acute inflammation. After multiple contacts, a
chronic inflammatory reaction (pararamosis) similar to osteoarthritis is established. This is
characterized by joint synovial thickening, joint deformities and loss of movement. So far,
there is still no specific treatment for pararamosis and our group has studied the action of this
venom, with the aim of identifying possible targets for the treatment of this disease. In this
study, we demonstrate that pararama venom activates (i) the complement system, generating
anaphylatoxins and sTCC; (ii) leukocytes, with increased expression of C11b, TLR2 and
TLR4 in monocytes and C11b, CD14, TLR2 and C5aR in granulocytes, and (iii) induces the
secretion of IL-17, TNF, CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2 and CXCL10 in human blood. We
also used specific complement inhibitors for cascade key points to mechanistically determine
the drivers of the inflammatory process in this model. By inhibiting the complement system,
at the C3 level, with compstatin, or the C5a-C5aR1 axis, with PMX205, there was a
modulation of the leukocyte activation and secretion of cytokines and chemokines. To better
assess the role of Complement in pararama venom-induced inflammation, endothelial cells
were exposed to plasma collected from venom-treated blood samples and as result, we
observed the production of CXCL8 and CCL2, which was considerably reduced by the use
of complement inhibitors. Furthermore, human neutrophils when exposed to plasma collected
from venom-treated blood samples produced TNF, IL-6, CXCL8, myeloperoxidase and
Elastase, and the complement inhibition with compstatin or PMX205 resulted in a reduction
in the generation of all these mediators. Thus, these results show the contribution of the
complement system to the inflammatory process induced by pararama venom in the human
whole blood model and highlight the importance of C3 and the C5a-C5aR1 axis in the
inflammation caused by this venom and its possible role in the progression of the disease.
They also suggest that the modulation of the activity of the complement system, using specific
inhibitors, may be a potential complementary therapy for individuals who have had an

accident with the caterpillar of Premolis semirufa.

Keywords: Premolis semirufa. Pararama. Venom. Inflammation. Complement system.
Endothelial cells. Neutrophils
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1 INTRODUCAO

1.1 Pararamose

A pararamose € uma doenca ocupacional de natureza inflamatoria causada pelo contato
com as cerdas da lagarta ou casulo da mariposa Premolis semirufa (COSTA, 1991). P. semirufa
pertence a ordem Lepidoptera, superfamilia Noctuoidea, familia Erebidae, subfamilia Arctiinae
(SCHMIDT; LAFONTAINE, 2010; VILLAS-BOAS et al., 2018; ZAHIRI et al., 2012). O
termo pararamose é utilizado em alusdo ao nome popular dado a forma larval desta espécie,
“pararama”. Tal lagarta ¢ nativa da regido amazonica brasileira e vive em seringueiras (Hevea
spp), se alimentando de suas folhas (COSTA et al., 1995b). As lagartas, em seu ultimo instar,
tém aproximadamente 4,5 cm de comprimento e apresentam uma coloracdo mesclada de preto,
amarelo, vermelho e branco com cerdas castanhas e prateadas de trés tamanhos diferentes
(pequeno, médio e grande), distribuidas ao longo do corpo. Os casulos sdo fusiformes, de
coloracdo parda, com um lado achatado pelo qual eles se ligam a uma superficie, como o tronco
da seringueira ou a tigela de coleta do latex (Figura 1) (RODRIGUES; MORAES; MULLER,
1976; VILLAS-BOAS etal., 2018).

Figura 1 — Lagarta e casulo de Premolis semirufa

A esquerda, lagarta de P. semirufa e, & direita, o seu casulo. (Foto: Giselle Pidde — Instituto Butantan)

Diferentes tipos de cerdas podem ser também encontradas nos casulos de P. semirufa e

estas parecem oferecer o0 mesmo perigo que a propria lagarta; as pequenas cerdas séo eretas e



dispostas perpendicularmente sobre a superficie externa, dando ao casulo maior possibilidade
de atrito com as maos do seringueiro (RODRIGUES; MORAES; MULLER, 1976; VILLAS-
BOAS et al., 2018).

As primeiras manifestagdes da pararamose foram observadas na década de 40, em
trabalhadores dos seringais da Companhia Ford Industrial do Brasil, na regido do Tapajos, no
estado do Pard. Em 1961, o jornal “Correio da Manha”, do Rio de Janeiro, publicou que “cerca
de 40% dos seringueiros de Belterra sofreram os efeitos da danosa agdo da pararama” (DIAS;
RODRIGUES, 1997). Em seguida, novas observacdes, incluindo estudos radioldgicos da
doenca, permitiram uma melhor avaliagcdo clinica dos acidentados e identificacdo do agente
causal (BRAGA DIAS; AZEVEDO, 1973; DIAS; AZEVEDO, 1991). Qualquer regido do
corpo pode ser afetada: existem relatos de acidentes nos pés, pescoco ou na regido abdominal,
embora nestes casos sejam somente observadas dermatites, as vezes agravadas pela coceira
causada pelo contato com as cerdas. No entanto, como é um acidente tipicamente relacionado
ao trabalho, a maioria dos casos séo decorrentes do contato da pararama com as maos (COSTA,
1991; RODRIGUES; MORAES; MULLER, 1976).

O contato com as cerdas causa reacdes imediatas de intenso prurido, seguido de dor,
calor e rubor, tipicos de um processo inflamatorio agudo com duracdo de 3 a 7 dias (COSTA,
1991). No entanto, apos multiplos acidentes, o processo pode se tornar crdnico e os individuos
podem desenvolver espessamento da membrana sinovial articular, que pode evoluir para
deformidades e imobilizacdo da articulacdo afetada. Este quadro clinico de anquilose €
semelhante, em alguns aspectos, ao da artrite reumatoide (AR) (BRAGA DIAS; AZEVEDO,
1973; COSTA et al., 1995b) e da osteoartrite (OA) ((PIDDE et al., 2021; VILLAS-BOAS et
al., 2020) (Figura 2).

Nas avaliacbes radioldgicas dos acidentados foram constatadas alteracdes
periarticulares edematosas e fibroticas, ndo sendo encontradas alteracdes nas superficies
articulares falangeanas. As analises histopatologicas de camundongos, expostos as cerdas da
lagarta da P. semirufa, revelaram edema em 2 horas, acompanhado de infiltrado de neutrdfilos
em 24 e 48 horas. Apds quatro dias, foi observada uma substituicdo do processo inflamatorio
agudo por uma reacdo crénica granulomatosa, que persistiu por trinta e nove dias apés a
exposicdo as cerdas, com proliferacdo fibrosante do tecido conjuntivo periférico (BRAGA
DIAS; AZEVEDO, 1973). Em experimentos utilizando ratos, a inoculagdo do extrato das
cerdas da lagarta da pararama causou processo inflamatdrio, caracterizado por um infiltrado de

células ao redor do local da inoculagdo (COSTA et al., 1995a).



Figura 2 — Mao de paciente com pararamose

Foto de trabalhador que teve multiplos contatos com a lagarta de P. semirufa, na década de 1970, cidade de
Santarém, estado do Pard, Brasil. O dedo médio mostra o espessamento da falange distal (VILLAS-BOAS et al.,
2018).

Por sua importancia como doenga ocupacional, a “pararamose” foi incluida em 1992,
no “Manual de diagndstico e tratamento de acidentes por animais pegonhentos” produzido pelo
Ministério da Saude, com a denominacdo de "Periartrite falangeana por pararama”. Ainda ndo
existe um tratamento especifico para esta doenca, mas corticoides tém sido utilizados com o
objetivo de impedir o desenvolvimento ou amenizar a doenga crénica (CARDOSO; HADDAD
JR, 2005; VILLAS BOAS etal., 2015).

Sendo a pararamose um problema de saude publica, cujo tratamento eficaz ainda ndo
foi estabelecido, ha alguns anos 0 nosso grupo iniciou uma série de estudos sobre as
caracteristicas bioldgicas e a resposta imunolégica as cerdas da pararama. Assim, foi mostrado
gue o extrato das cerdas da lagarta da Premolis semirufa possui uma mistura de enzimas que,
atuando conjuntamente, podem promover as manifestacdes clinicas da pararamose (VILLAS-
BOAS et al., 2012). Dentre elas, foram identificadas: hialuronidase, que degrada o &cido
hialurénico, componente abundante na matriz intercelular da pele, cartilagem e liquido sinovial
(LAURENT; FRASER, 1992); gelatinase, responsavel por degradar colagenos tipo IV, V, VII
e Xl que compde o0s 0ssos e cartilagens articulares (REYNOLDS, 1996); serino proteases e

metaloproteases que podem estar envolvidas na degradacdo da cartilagem e componentes de



matriz, como laminina e colageno IV (BARAMOVA et al., 1990; COSTA etal., 1993). Além
disso, foi verificado (VILLAS-BOAS et al., 2012) que inoculagdes repetidas do extrato das
cerdas da pararama, na pata de camundongos, induziram resposta inflamatoria local importante
com infiltrado neutrofilico e altos titulos de IgGl no soro dos animais, indicando a
predominancia de resposta Th2. Autoanticorpos, anti-colageno tipo Il e anti-DNA, encontrados
em pacientes com AR (NANDAKUMAR; HOLMDAHL, 2006), ndo foram detectados nos
animais expostos ao extrato das cerdas da lagarta, enfraquecendo assim uma possivel correlacdo
entre pararamose e AR (VILLAS-BOAS et al., 2012).

Prosseguindo na avaliacdo do processo inflamatério local, ap6s injecdo de extrato das
cerdas da pararama na pata de camundongos, foi detectada a presenca de macrdéfagos e
neutrofilos, e um aumento na detecgdo de citocinas associadas ao sistema imune inato (TNF-a,
IL-1 e IL-6), a proliferacdo de linfécitos T (IL-2), a resposta Thl (IFN-y ¢ IL-12), a resposta
Th2 (IL-4), antiinflamatdria (IL-10) e associada & Th17 (IL-17 e IL-23) (VILLAS-BOAS et al.,
2013). Nos linfonodos, nosso grupo ainda observou aumento do nimero total e absoluto de
linfocitos TCD4 e TCDS8, assim como de linfdcitos B. Ainda, foram encontradas células TCD4
expressando a molécula de adesdo CD44, importante na interacdo com componentes de matriz
extracelular e &cido hialurénico (ARUFFO et al., 1990; JALKANEN; JALKANEN, 1992;
PURE; CUFF, 2001); células B CD40+ relacionadas a ativacdo, proliferacdo, diferenciacéo,
sobrevivéncia e geracdo de células B de memdria (MIGA et al., 2000; NERON et al., 2006).
Células TCD4, produtoras de IL-17, também foram identificadas nos linfonodos, sendo estas
associadas a doencas autoimunes como AR, esclerose multipla e doencas inflamatorias 6sseas
(FUJINO et al.,, 2003; NAKAE et al.,, 2003; TZARTOS et al., 2008). A citocina pro-
inflamatoria IL-17 é produzida pelos linfocitos T (Th17) (KOLLS; LINDEN, 2004), células
NK, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e mastocitos (CUA; TATO, 2010). Ao se ligar
ao seu receptor, a IL-17 induz a expressdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias capazes
de recrutar neutréfilos e outras células mieldides (GAFFEN et al., 2006). O extrato de cerdas
da pararama promoveu aumento do namero de células do linfonodo que expressam o receptor
para IL-17 (VILLAS-BOAS et al., 2013), possivelmente contribuindo para a evolucdo da
pararamose.

Além da contribuicdo dos linfocitos na resposta imune a pararama, foi mostrado
(VILLAS BOAS et al., 2015) que o extrato das cerdas de P. semirufa também é capaz de ativar
0 sistema complemento em soro humano, gerando as anafilatoxinas C3a, C4a e C5a, potentes
mediadores inflamat6rios que atuam na quimiotaxia, geracdo de radicais de oxigénio
citotoxicos (HUGLI, 1986; OTTONELLO et al., 1999) e regulando a fibrose tecidual (ADDIS-



LIESER; KOHL; CHIARAMONTE, 2005; STREY et al., 2003). A ativacdo do sistema
complemento deve ser mais uma pe¢a do grande quebra-cabeca da resposta inflamatoria
decorrente da pararamose, contribuindo para a cronicidade do processo, inducéo de fibrose e
progressao da doenca culminando na perda de funcao da articulacdo acometida.

Mais recentemente, foi observado aumento da producdo de IL-6, IL-8, MCP-1,
prostaglandina E2, metaloproteinases (MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-13) e componentes
do sistema complemento (C3, C4 e C5) em cultura de condrécitos humanos tratados com o
extrato de cerdas da P. semirufa (VILLAS-BOAS et al., 2020). Além disso, foi detectado uma
diminuicdo significativa no agrecano e no colageno tipo Il e aumento da proteina HMGB1, apds
tratamento com extrato. Este estudo também permitiu identificar, nos condrdcitos tratados com
0 extrato da pararama, importantes vias relacionadas ao processo inflamatorio presentes em
doencas articulares, como a resposta inflamatoria, a quimiotaxia de células imunes e o
remodelamento da matriz extracelular (MEC). Além disso, foi realizado uma analise
multibmica do veneno da lagarta da P. semirufa com o prop6sito de identificar possiveis
moléculas relacionadas a doencas osteoarticulares. A analise dos perfis transcriptbmicos e
protedmicos da pararama mostraram uma mistura de diferentes classes de toxinas putativas e
outras proteinas que podem estar relacionadas as manifestacdes clinicas da pararamose. Dentre
elas, foram identificadas no veneno da pararama, 18 moléculas homdlogas as proteinas

presentes em granulos dos neutréfilos (PIDDE et al., 2021).

1.2 Sistema complemento

Descoberto ha mais de um século por Jules Bordet, laureado com Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina em 1919, o sistema complemento foi caracterizado por sua capacidade
de “complementar” as respostas imunoldgicas mediadas por anticorpos ou por células e atuar
na eliminag@o de microorganismos e inflamacéo.

O sistema complemento é composto por mais de 50 proteinas, que sdo sintetizadas
principalmente no figado, e estdo presentes na forma inativa como zimogénios até que sejam
ativadas no sitio inflamatorio. Desse modo, apds o reconhecimento de um determinado alvo, o
sistema complemento pode ser ativado por trés diferentes vias: alternativa, classica e das
lectinas culminando em uma reagdo enzimatica em cascata (KOLEV; LE FRIEC; KEMPER,
2013; MORGAN, 2000; RICKLIN etal., 2010; WALPORT, 2001).



A via alternativa se inicia a partir da clivagem do componente central C3 e deposi¢ao
de C3(H20) sobre a superficie de patdgenos ou outros alvos por um processo denominado de
tickover, mecanismo de auto-ativacao responsavel pela maioria das atividades do complemento
no soro (TACK et al., 1980), ou pela deposicdo de C3b gerado pelas vias classica e das lectinas
(MULLER-EBERHARD, 1988). O fator B é recrutado e se liga a C3(H20) ou a C3b seguido
do recrutamento do fator D, que cliva o fator B para formar as duas C3 convertases da via
alternativa: C3(H20)Bb e C3bBb, que séo estabilizadas pela presenca da Properdina. A
Properdina é uma molécula secretada por neutrofilos, macrofagos e células T ativadas que
estabiliza a convertase se ligando ao C3b. Outro mecanismo de ativagéo da via alternativa foi
proposto no qual a properdina reconhece e se liga diretamente a superficie da célula alvo,
ativando localmente a via alternativa (KEMPER et al., 2008).

A via classica é muitas vezes mencionada como dependente de anticorpos, pois pode
ser iniciada por imunocomplexos formados por patégenos opsonizados com 1gG ou IgM. No
entanto, C1q pode iniciar a ativacdo desta via por sua interacdo com estruturas presentes em
células microbianas e apoptoticas ou por interagir com moléculas da familia das pentraxinas
como, por exemplo, a proteina C-reativa (PCR). O complexo C1 é composto pelas moléculas
Clg, Clre Cls. A ativacao de C1r e Cls ocorre como consequéncia da ligacdo da molécula de
C1q a imunocomplexos, por exemplo, e desta forma C1s é capaz de clivar C4 e C2 formando a
C3 convertase da via classica, C4bC2a (RICKLIN et al., 2010).

A via das lectinas é ativada pela interacdo da lectina de ligacdo a manose (MBL -
Mannose-Binding Lectin) a residuos repetitivos de manose presentes na superficie de
microrganismos (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006), ou de ficolinas a componentes
acetilados, além de outras estruturas (THIEL, 2007). Ambas moléculas sdo encontradas no soro
em complexos com serinoproteases denominadas MASP (Mannan-binding lectin Associated
Serine Protease). A familia MASP consiste nas enzimas MASP-1, 2 e 3 e MAp-19 (MBL-
Associated protein-19 kDa) uma forma truncada do MASP-2 sem atividade enzimaética
(SWIERZKO et al., 2009). Dessa forma, uma vez que a MBL se liga ao seu alvo, as MASPs
séo ativadas de maneira similar a C1r e C1s, resultando na clivagem de C4 e C2, e formacéo da
C3 convertase C4bC2a, produto comum a ativacéo das vias cléssica e das lectinas (HARMAT
etal., 2004; THIEL etal., 1997).

Independentemente da via do complemento, a ativa¢do culmina na formacdo das C3
convertases. As C3 convertases formadas na via alternativa (C3bBb) e nas vias classica e das
lectinas (C4bC2a) clivam C3 em dois fragmentos, C3b e C3a. O fragmento C3b age como

opsonina facilitando a fagocitose e atua na al¢a de amplificacdo da ativacdo do complemento.



Além disso, tal fragmento pode se complexar a C3 convertase para formar a C5 convertase da
via alternativa (C3bBbC3b) ou das vias classica e das lectinas (C4bC2aC3b). Por sua vez, a C5
convertase é capaz de clivar a molécula de C5 gerando C5b e C5a. C5b € depositado na
superficie do patégeno iniciando a formacao do complexo de ataque a membrana (MAC; C5b-
9), seguido da ligacdo das moléculas C6, C7, C8 e varias moléculas de C9. O MAC se insere
entdo na membrana da célula alvo formando poros o que resulta em sua lise (KOLEV; LE
FRIEC; KEMPER, 2013).

Assim, como resultado da ativacdo do sistema complemento pode ocorrer a eliminacao
do patogeno através de lise direta orquestrada pelo MAC, opsonizacdo, quimiotaxia e
inflamacdo, além da remocdo de debris celulares e de imunocomplexos (KOLEV; LE FRIEC;
KEMPER, 2013).

Atualmente, a compreensdo desse importante mecanismo da imunidade inata foi
ampliada e varios estudos demonstraram que o complemento desempenha um papel
fundamental na regulagdo da imunidade inata e adaptativa e que este sistema esti também
presente no ambiente intracelular de células imunes e mieloides, regulando a imunidade
adaptativa e também o metabolismo (ARBORE; KEMPER, 2016; ARBORE; KEMPER;
KOLEV, 2017; HEEGER; KEMPER, 2012; KEMPER; ATKINSON, 2007; KOLEV; LE
FRIEC; KEMPER, 2013; KUNZ; KEMPER, 2021; LISZEWSKI et al., 2013; WEST;
AFZALI; KEMPER, 2018).

Assim, ha cerca de 10 anos foi mostrado que a ativacao intracelular do complemento
pode afetar a modulacdo de uma resposta de células T (HEEGER; KEMPER, 2012; KOLEV;
LE FRIEC; KEMPER, 2013). Assim, foi mostrado que células T em repouso tém em seu
interior moléculas de C3 que sdo clivadas continuamente pela catepsina L, levando a geracéo
de C3a que interge com o receptor de C3a (C3aR) expresso nos lisossomos. Tal evento é
essencial para a sobrevivéncia metabdlica dessas células na periferia, sendo que se o sistema de
ativacgdo intracelular de C3 for inativado, as células T ndo sobrevivem. Apds a ativagdo do TCR,
o sistema intracelular de C3 se transloca rapidamente para a superficie celular, e C3a e C3b
sinalizam por meio da interacdo com C3aR e CD46, respectivamente, de maneira autocrina,
desencadeando a producédo de IFN-y e a modulagdo para Th1 (LISZEWSKI et al., 2013). Ap6s
a descoberta do sistema C3 intracelular, foi demonstrado que as células T também abrigam um
sistema C5 intracelular necessario para a ativagdo normal das células T (ARBORE et al., 2016).

Apesar da principal fonte de componentes do sistema complemento sérico ser o figado,
as proteinas, receptores e reguladores do complemento também sdo produzidos e expressos por

populacbes de células ndo imunes, incluindo células epiteliais, fibroblastos, adipécitos e



astrocitos, e também por células imunes, incluindo mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
granuldcitos, células NK e linfocitos B e T. Assim, o sistema de proteinas intracelulares do
complemento e sua ativagdo foi nomeado como “complossomo” (ARBORE; KEMPER,;
KOLEV, 2017; HEEGER; KEMPER, 2012; KOLEV; KEMPER, 2017; KOLEV; LE FRIEC;
KEMPER, 2013). A partir da descoberta desse compartimento intracelular de ativagdo do
complemento, muitas questoes tém sido levantadas, por exemplo, sobre o papel do
complossomo em doencas onde o sistema complemento estd envolvido, no entanto, tais
mecanismos moleculares ainda ndo foram definidos (WENZEL; KEMPER; KOHL, 2021).

A ativacdo do complemento é controlada por vérios reguladores sollveis e de
membrana, que atuam em diferentes pontos da cascata para manter a integridade do hospedeiro
(MORGAN; HARRIS, 1999). Tais mecanismos de regulacdo sao finamente balanceados para
que a ativacdo do complemento ocorra na superficie dos microrganismos, mas que a deposi¢do
de suas proteinas nas células e tecidos proprios seja controlada. Quando esses mecanismos
reguladores estdo em desequilibrio, o sistema complemento pode causar lesbes no tecido
hospedeiro, por indugdo e aumento da inflamacdo (WALPORT, 2001).

A importancia no controle da ativacao do sistema complemento é claramente indicada
pelo fato de que este sistema inclui quase tantas proteinas reguladoras, quanto outros
componentes das vias. Diversas proteinas presentes no soro e nas membranas celulares regulam
negativamente a ativacdo do complemento e, embora algumas dessas proteinas possuam outras
funcBes, a regulacdo do complemento parece ser o Unico papel fisiolégico de varios desses
reguladores. O primeiro regulador plasmatico do complemento a ser bem caracterizado foi o
inibidor de Cl-esterase (C1-INH), purificado parcialmente do plasma normal em 1961 por
Lepow e colaboradores (PENSKY; LEVY; LEPOW, 1961). A descoberta, apds um ano, que 0
angioedema hereditario (AEH) era causado pela deficiéncia de C1-INH, despertou grande
interesse na época para o desenvolvimento de tratamentos envolvendo a restauracao dos niveis
séricos de C1-INH, por infusdo de plasma fresco ou concentrado de C1-INH parcialmente
purificados, sendo este o primeiro exemplo de terapia utilizando um regulador do complemento
(MORGAN; HARRIS, 1999).

O fator acelerador de decaimento (DAF - Decay-Accelerating Factor) é umas das
proteinas de membrana reguladoras do sistema complemento. Hoffman a descreveu pela
primeira vez ao observar que componentes purificados de membranas de eritrocitos, tornavam
o0 alvo resistente a lise mediada pelo complemento (HOFFMANN, 19694, b). Nicholson-Weller
e colegas conseguiram refinar a purificagdo dessa proteina de 60 kDa que promovia a aceleracao

da dissociacdo das C3 convertases, e por isso tal componente foi denominado de ‘fator



acelerador de decaimento’ (NICHOLSON-WELLER; BURGE; AUSTEN, 1981,
NICHOLSON-WELLER et al., 1982).

O fator I (FI) foi, primeiramente, descrito em 1968 e denominado como inativador de
C3, por Lachmann e Miiller-Eberhard (LACHMANN; MULLER-EBERHARD, 1968). O
cofator plasmético H (FH) foi descrito em 1976 (WHALEY; RUDDY, 1976) e a proteina de
ligagdo de C4b (C4bp) foi isolada primeiramente no soro de camundongos em 1977
(FERREIRA; TAKAHASHI; NUSSENZWEIG, 1977). Apds essas descobertas, varias outras
proteinas de membrana protetoras contra a ativacdo do complemento foram descritas, como o
receptor 1 de complemento (CR1) (FEARON, 1979), proteina cofator de membrana (MCP —
Membrane Cofactor Protein), inicialmente chamada de gp45-70 (HOLERS et al., 1985), e 0
CD59 identificado de forma independente por varios grupos no final da década de 80 (DAVIES
et al., 1989; HOLGUIN et al., 1989; MERI et al., 1990; OKADA et al., 1989; SUGITA,;
NAKANO; TOMITA, 1988; SUGITA etal., 1989).

Os fragmentos C3a, C4a e Cba gerados pela clivagem de moléculas de C3, C4 e C5,
respectivamente, exercem importante papel na inducdo da resposta inflamatoria (KLOS et al.,
2009). Estes fragmentos, denominados anafilatoxinas, podem atuar na quimiotaxia de
neutréfilos e mondcitos para o sitio inflamatdrio, na vasodilatagdo e contracdo muscular, na
explosdo respiratoria em neutréfilos, macrofagos e eosinéfilos e na liberagdo de histamina em
mastécitos e basofilos. Além disso, as anafilatoxinas sdo capazes de induzir a producdo de
citocinas como TNF-a (KOLEV; LE FRIEC; KEMPER, 2013) e podem influenciar na geragao
de respostas imunes adaptativas (TEMPERO et al., 1997; ULRICH et al., 2000).

A anafilatoxina C3a é uma proteina de 9 kDa que se liga a um receptor acoplado a
proteina G de, aproximadamente, 100 kDa chamado C3aR, expresso principalmente na
superficie celular. A ligacdo de C3a ao seu receptor é importante para mediar as respostas
inflamatdrias a infecgdes e lesbes. O C3a é um poderoso mediador pré-inflamatorio que recruta
células imunes para os locais de infeccdo e induz as células imunes a secretarem outros
mediadores inflamatorios, por exemplo, citocinas. As concentracdes de C3a no plasma séo
elevadas em doengas inflamatorias (LOHMAN et al., 2017; REID etal., 2013). O C3a também
tem atividade antifingica (SONESSON et al., 2007) e antimicrobiana (PASUPULETI et al.,
2007). O aumento substancial da expressdo de C3a-C3aR ou de sua ativacdo sustentada pode
desencadear doencas como psoriase (TAKEMATSU; OHKOHCHI; TAGAMI, 1986), sepse
(KILDSGAARD et al., 2000), alergia (GERARD; GERARD, 2002), asma (MIZUTANI;
NABE; YOSHINO, 2009), diabetes (MAMANE et al., 2006), lesdo decorrente de isquemia e
reperfusdo (PROCTOR et al., 2004), lupus (JACOB et al., 2010), nefropatia (TANG et al.,



2009), obesidade e disfun¢do metabdlica (LIM et al., 2013) e artrite (HUTAMEKALIN et al.,
2010).

Dentre os produtos de ativacdo do complemento, a anafilotoxina C5a é um dos peptideos
inflamatdrios mais potentes, com amplo espectro de fun¢des bem caracterizadas ha cerca de 50
anos. Possui forte funcdo quimioatraente para neutréfilos, mas também para mondcitos e
macrofagos (MARDER et al., 1985). O Cba induz a explosdo respiratéria em neutréfilos e
aumenta a fagocitose e liberacdo do conteddo dos seus granulos (GOLDSTEIN;
WEISSMANN, 1974; MOLLNES et al., 2002; SACKS et al., 1978). Também foi descrito
como vasodilatador (SCHUMACHER et al., 1991) e estd envolvido na modulagdo da expressao
de citocinas em diferentes tipos de células (LAUDES et al., 2002; RIEDEMANN et al., 2002)
e aumento na expressao de moléculas de adesao em neutrofilos (GUO et al., 2002).

O Cbha se liga e exerce suas funcGes por meio dos receptores C5aR1/CD88 e
C5aR2/C5L2. O C5aR1 pertence a familia de receptores acoplados a proteina G. O C5aR2 ¢
semelhante, mas ndo é acoplado a proteina G e poucas respostas bioldgicas foram encontradas
para a interacdo C5a-C5aR2. Embora a interacdo C5a-C5aR1 seja geralmente associada as
respostas pro-inflamatérias, o papel do C5aR2 ainda estd pouco esclarecido (GERARD;
GERARD, 1991; Ll et al., 2019). Muitas doengas inflamatorias foram associadas aos efeitos
do C5a, entre elas a sepse, lesdo pulmonar aguda, leséo de isquemia e reperfusdo, ou doengas
cronicas como a asma (GUO; WARD, 2005).

O sistema complemento esta tambem envolvido na patogénese e manifestacoes clinicas
de diversas doencgas autoimunes sistémicas, como o lUpus eritematoso sistémico (LES)
(LEFFLER; BENGTSSON; BLOM, 2014), vasculites (CHIMENT!I et al., 2015), doenca dos
anticorpos anti-membrana basal glomerular (MA et al., 2013), sindrome dos anticorpos anti-
fosfolipideos (LIM, 2011), esclerose sistémica (SENALDI et al., 1989), dermatomiosite
(LAHORIA; SELCEN; ENGEL, 2016) e artrite reumatoide (OKROJ et al., 2007).

O grande numero de condicdes patoldgicas em que o sistema complemento participa
tem estimulado o desenvolvimento de intervengdes terapéuticas. Desta forma, tal sistema,
incluindo as anafilatoxinas e seus receptores, tém sido considerados como alvos terapéuticos
promissores em doencas inflamatorias (RICKLIN et al., 2018; WENZEL; KEMPER; KOHL,
2021).



1.3 Inibidores do sistema complemento

A terapia anticomplemento em modelos de doenca tem sido amplamente explorada nas
ultimas décadas, como o uso do fator de veneno de cobra (CVF) em modelos animais
(LINTON; MORGAN, 1999), e esforcos crescentes estdo sendo feitos para produzir inibi¢do
seletiva do complemento por meio do emprego de anticorpos monoclonais contra componentes
do complemento ou pela administragédo de inibidores especificos (ZELEK et al., 2019).

A compstatina € um peptideo ciclico que se liga especificamente ao C3 de primatas
humanos e ndo humanos, atuando como inibidor da interacéo proteina-proteina e bloqueando o
acesso das convertases ao seu substrato C3 (SAHU; KAY; LAMBRIS, 1996). Descoberta em
1996, a compstatina tem passado por diversas adaptacdes com o intuito de melhorar a sua
afinidade e meia vida. Além de inibir as trés vias de ativacdo do complemento no nivel de C3,
evitando a formacdo de C3a, C5a e TCC, a compstatina também inibe a amplificacdo mediada
pela via alternativa. Importante destacar que a compstatina e seus analogos de segunda e terceira
geracdo, ndo previnem a ativacao inicial da via alternativa atraves da hidrolise espontanea de
C3 em C3(H20), e a deposicdo de C4b por meio da ativacdo das vias classica e da lectina
(MASTELLOS et al., 2015). Portanto, o tratamento com compstatina ainda permite a atividade
de opsonizagdo residual no soro e a vigilancia imunol6gica mediada por complemento contra
patdégenos (MASTELLOS et al., 2022).

A compstatina, quando administrada por via intravitrea em primatas ndo humanos,
mostrou uma reversdo da formacao de drusas pela supressdo da ativacdo do complemento na
degeneracdo macular relacionada a idade (AMD) (CHI et al., 2010). Pegcetacoplan (APL-2 ou
EMPAVELI), uma forma de meia-vida longa derivada da compstatina, é a primeira terapia de
HPN direcionada a C3 a ser aprovada (em maio de 2021) nos EUA (HILLMEN et al., 2021;
HOY, 2021; MULLARD, 2021), e sua avaliacdo regulatoria esta atualmente em andamento na
Unido Européia e Australia (HOY, 2021). Outro derivado da compstatina, AMY-101 (Cp40),
estd atualmente em ensaios clinicos de fase Il em adultos com gengivite (NCT03694444)
(HAJISHENGALLIS et al., 2021; HASTURK et al., 2021) e para o tratamento de pacientes
com sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) causada por SARS-CoV-2
(NCT04395456) (MASTAGLIO et al., 2020; RISITANO et al., 2020) e demonstrou boa
seguranga e tolerabilidade em voluntarios humanos em um estudo de fase | (NCT03316521).

O procedimento padrdo para tratamento de pacientes com hemoglobindria paroxistica
noturna (HPN) com sintomas clinicos significativos é o uso do anticorpo monoclonal

humanizado eculizumab (Soliris), que se liga a C5 e bloqueia a via terminal do complemento



(DMYTRIJUK et al., 2008; ROTHER et al., 2007). Este foi o primeiro inibidor do
complemento aprovado pela FDA em 2007 (ROTHER et al.,, 2007). A autorizagdo do
eculizumabe impulsionou os estudos para a utilizacao de inibidores do complemento em outras
doencas em que o complemento esta envolvido, e outros tratamentos foram aprovados, por
exemplo a reposicdo de C1-INH (Cinryze - 2008, Berinert — 2009 e Ruconest - 2014), para o
Angioedema Hereditario (AEH), no qual a deficiéncia de C1-INH causa desregulacdo nos
sistemas cicina e complemento (MORGAN, 2010; ZELEK et al., 2019). Qutros anticorpos
anti-C5 também foram desenvolvidos e estdo atualmente em ensaios clinicos, como o
tesidolumab, também conhecido como LFG316, que esta sendo testado para AMD
(NCT01527500), HPN (NCT02534909) e panuveite (NIIPPU - noninfectious intermediate
posterior, or panuveitis) (NCT01526889); o ravulizumab, também denominado ALXN1210,
encontra-se em fase 3 de ensaios clinicos para HPN (NCT03056040), substituindo o
eculizumab no tratamento, com resultados ndo inferiores ao eculizumab (KULASEKARARAJ
etal., 2019).

Avacopan é um inibidor seletivo do C5aR1 que pode ser administrado por via oral. Este
foi aprovado em outubro de 2021 para o tratamento de pacientes adultos com vasculite
associada a autoanticorpos citoplasmaticos anti-neutrofilos (vasculite associada ao ANCA),
utilizado em combinagdo com a terapia padrédo (LEE, 2022). O PMX205 é um peptideo ciclico
(c[Arg-Trp-D-Cha-Pro-Orn]-Hca) antagonista do C5aR1 (MARCH et al., 2004), que mostrou
resultados interessantes em diversos modelos animais de doencas inflamatérias (JAIN;
WOODRUFF; STADNYK, 2013; KUMAR et al., 2018; LEE et al., 2017; STAAB et al.,
2014; WOODRUFF et al., 2005). O PMX205 encontra-se atualmente em desenvolvimento
clinico pela Alsonex Pharmaceuticals, e ja passou pelo ensaio clinico de fase 1, onde foram
avaliados seguranca, tolerabilidade e farmacocinética em voluntarios saudaveis
(ACTRN12619001639112) (LI et al., 2020). E recentemente, em fevereiro de 2022, o
sutimlimabe, um anticorpo monoclonal humanizado anti-C1s, foi aprovado para o tratamento

da anemia hemolitica autoimune denominada doenca da aglutinina fria (ROTH et al., 2022)

1.4 Modelos para estudo da fungéo do sistema complemento

O sistema complemento protege o hospedeiro contra a invasdo de microorganismos. No
entanto, em determinadas situagdes, ele também pode ser prejudicial para o hospedeiro, se for
ativado de uma maneira inadequada ou descontrolada, induzindo uma inflamag&o indesejavel

(MOLLNES et al., 2002). Diversos mecanismos pelos quais o sistema complemento ativa as



células sanguineas estdo esclarecidos hé décadas, incluindo a ligacdo de fragmentos resultantes
da sua ativacao a receptores, e efeitos provocados pelo ataque sublitico do complexo terminal
do complemento (KRYCH; ATKINSON; HOLERS, 1992; MORGAN, 1989).

Ativacdo de granulécitos e mondcitos, mediada pelo complemento, causa explosao
oxidativa com a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, metabdlitos do &cido araquiddnico,
histamina, fator ativador de plaquetas, producéo de citocinas e quimiocinas, e também alteracdo
na expressdo de moléculas de adesdo. Porém, todos estes efeitos tém sido investigados in vitro
com a utilizacdo de células isoladas e, para estudar o papel do sistema complemento na
complexa rede inflamatéria, € necessario que todos os mediadores solGveis e ancorados a
membranas celulares, estejam presentes e capazes de interagir simultaneamente (MOLLNES et
al., 2002). Um modelo capaz de permitir a analise dessa rede complexa de interacdes é o de
sangue total humano. No entanto, uma das limitacfes para o0 seu uso era realacionada ao
anticoagulante. Quelantes de célcio, como citrato e EDTA, inibem a ativacdo do sistema
complemento, bem como uma série de processos biolégicos (MOLLNES et al., 2002). A
heparina inibe a ativacdo do sistema complemento, quando utilizada em altas concentracdes,
sendo que em baixas concentracdes, aumenta a sua ativacao (KEIL et al., 1995; LOGUE,
1977), e também, apresenta efeitos diretos sobre os leucdcitos (VIDEM, 1996).

Estudos realizados por Mollnes e colaboradores (2002) demonstraram que a lepirudina,
um anticoagulante analogo da hirudina, ndo interfere na ativacdo do sistema complemento, o
que possibilita a sua utilizacdo para estudar o papel do sistema complemento na inflamacédo. A
Unica limitacdo deste anticoagulante é o seu efeito sobre a trombina, uma vez que a trombina
pode agir como um mediador inflamatério, pela ativacao de seu receptor, o que leva a liberacéo
de aminas vasoativas nos mastécitos (CIRINO et al., 1996). Como a adi¢do de anticoagulantes
em modelos de sangue total é imprescindivel, ndo é possivel contornar este impasse
completamente. Portanto, a utilizacdo de lepirudina tornou-se a melhor alternativa para estudar
a ativacao do sistema complemento (MOLLNES et al., 2002).

Recentemente, foi estabelecido um novo modelo ex-vivo de sangue total humano que
utiliza como anticoagulante o peptideo inibidor da polimerizacdo da fibrina Gly-Pro-Arg-Pro
(GPRP) (NILSSON et al., 2021). O GPRP sintético, que foi descrito pela primeira vez em 1978
(LAUDANO; DOOLITTLE, 1978), atua como um inibidor competitivo que evita a interacdo
dos mondmeros de fibrina, bloqueando assim a polimerizagdo da fibrina em protofibrilas
(CHERNYSH et al.,, 2012). O GPRP utilizado a 8 mg/mL bloqueia completamente a
polimerizagdo da fibrina no sangue total e pode evitar a coagulacdo por até oito horas

(NILSSON et al., 2021). O tempo ideal para analise da ativacdo do complemento nestes



sistemas (lepirudina e GPRP) é de aproximadamente 30 min, mas os experimentos podem durar
até 6 horas sem que ocorram alteragdes significativas nos gases sanguineos ou no metabolismo
(MOLLNES et al., 2022). Este modelo de sangue total com GPRP foi utilizado com sucesso,
para estudar o papel do sistema complemento na inflamacéao induzida pelo veneno de Bothrops
jararaca (LEONEL et al., 2022).

Desde que o0 modelo ex-vivo de sangue total humano utilizando lepirudina foi descrito,
em 2002, diversos grupos na area iniciaram estudos com este modelo e inibidores especificos
da cascata do complemento. Muitos estudos realizados antes desse modelo, utilizavam a
inativacao do soro pelo calor, a 56 °C durante 30 minutos, que Bordet utilizou para distinguir o
complemento (termol&bil) dos anticorpos (termoestaveis) ha mais de 100 anos, como uma
forma de “inibir” o sistema, ¢ avaliar o papel do complemento nos seus estudos, mas é
necessario muito cuidado ao interpretar os dados desses soros inativados, pois este
procedimento ndo é absolutamente especifico para a atividade do complemento (BARRATT-
DUE et al., 2010).

Poucos anos antes da descoberta do modelo de sangue total usando lepirudina, 0 mesmo
grupo observou que a utilizacdo do C1-INH, em um modelo ex vivo de perfusao de rins de porco
usando sangue total humano anticoagulado com heparina, reduziu a resposta inflamatéria e
prolongou a sobrevida renal, enquanto os rins do grupo controle demonstraram rejeicao
hiperaguda em poucos minutos (FIANE et al., 1999b). Para avaliar se o sistema complemento
era o responsavel pelos efeitos favoraveis obtidos com o C1-INH, uma vez que que esse inibidor
também inibe outros sistemas, como o calicreina-cinina impedindo a liberacdo de bradicinina,
o0s pesquisadores utilizaram um inibidor especifico para C3, a compstatina, no mesmo modelo
de xenotransplante. Desta forma, observaram que a ativacdo de C3 e C5 era totalmente
bloqueada e que isso modulava a ativacdo de leucdécitos e plaquetas, o que levou os rins tratados
com compstatina a sobreviverem durante as 6 horas de observacdo do estudo, confirmando que
a ativacdo do complemento era responsavel pela reacdo hiperaguda (FIANE et al., 1999a).

Apos estabelecer um modelo que pode ser facilmente utilizado para estudar qualquer
potencial ativador do complemento, sem qualquer interferencia direta de anticoagulantes, e que
também permite investigar a conversa cruzada (crosstalk) de toda a rede inflamatéria do sangue,
diversos inibidores do complemento tém sido avaliados. Dentre os inibidores testados, podemos
destacar o anti-C2 (inibicdo das vias classicas e das lectinas), anti-fator D (inibicdo da via
alternativa), compstatina (inibidor da clivagem de C3 pela C3 convertase), eculizumabe um
anticorpo monoclonal anti-C5 (inibe a clivagem de C5 pela C5 convertase), PMX53 e PMX205

(antagonistas especificos de C5aR1). Isso possibilitou o estudo do mecanismo de ativagéo do



complemento e o papel das suas diversas moléculas na indugdo da resposta inflamatoria
secundaria, incluindo citocinas e espécies reativas de oxigénio (BREKKE et al., 2007; EGGE
etal., 2014; LEONEL etal., 2022; LUCHINI et al., 2019; MANZONI-DE-ALMEIDA et al.,
2018; MOLLNES et al., 2022; PROCTOR et al., 2006; SILVA DE FRANCA et al., 2021;
WOLF-GROSSE et al., 2017).

Vale ressaltar a importancia de trabalhar em modelos holisticos ao estudar o papel do
complemento na resposta inflamatéria em geral. Tais modelos permitem que o sistema
complemento seja ativado em condi¢des experimentais, possibilitando a interacdo mutua com
outros sistemas moleculares e celulares presentes no sangue, além da utilizacdo de inibidores
especificos de pontos chave da cascata do complemento. Assim, a investigacdo cuidadosa dos
mecanismos basicos de ativacdo do complemento é crucial para o desenho de estudos adicionais

no campo da inibicdo terapéutica do complemento (MOLLNES et al., 2022).

1.5 Granuldécitos polimorfonucleares: neutrofilos

Os neutréfilos sdo leucdcitos polimorfonucleares caracterizados como componente
essencial do sistema imune inato e responsaveis pelo inicio e manutencdo da resposta
inflamatoria. Sdo células com alta atividade antimicrobiana, mas tal atividade pode ser toxica,
e quando ndo controlada, pode resultar em danos ao tecido (CASTANHEIRA; KUBES, 2019;
NEMETH; SPERANDIO; MOCSAL, 2020; SOEHNLEIN et al., 2017). Em humanos, cerca de
50-70% dos leucdcitos circulantes sdo neutrdfilos que apresentam um didmetro de 10-15 pm,
com ndcleo segmentado e citoplasma enriquecido com granulos e vesiculas secretorias
(BAINTON, 1999; BORREGAARD, 2010; EDWARDS, 1994; HIDALGO et al., 2019).

Os diversos subconjuntos de granulos contidos nos neutrofilos sdo um importante
reservatorio de proteinas antimicrobianas, proteases, e também, uma ampla variedade de
receptores ligados a membrana, com especificidade para moléculas de adesdo endotelial,
mediadores inflamatorios solUveis, proteinas da matriz extracelular e produtos bacterianos
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

Os granulos comecam a ser formados nos estagios iniciais de desenvolvimento dessas
células, na fase de promielocitos. Esses granulos precoces foram originalmente definidos pela
presenca abundante de mieloperoxidase (MPO) e denominados como granulos peroxidase
positivos, mas também conhecidos como granulos priméarios ou azurofilos devido a sua
afinidade com o corante basico Azure A. Os granulos formados ap06s terminada a producdo de

MPO, que ocorre na fase de transicdo de promielocito para mieldcito, sdo denominados



granulos peroxidase negativos e podem ser subdivididos em (i) granulos especificos
(secundarios), presentes em mieldcitos e metamieldcitos, que contém muita lactoferrina e pouca
gelatinase no seu interior, e (ii) granulos de gelatinase (terciarios) que sao formados na fase de
bastonetes e neutrdfilos seguimentados, e que sdo caracterizados por conter baixo teor de
lactoferrina e alto teor de gelatinase (BAINTON; FARQUHAR, 1966; BAINTON; ULLYOT,;
FARQUHAR, 1971; BORREGAARD et al., 1995; FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003;
KJELDSEN et al., 1993; KJELDSEN et al., 1992).

Dentre os diversos componentes presentes nos seus granulos, podemos destacar a
mieloperoxidase, que € liberada nos fagossomos ou espaco extracelular em neutrdéfilos ativados.
A MPO reage com o peréxido de hidrogénio (H20.) gerado pelo sistema NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato) oxidase aumentando o seu potencial toxico. O
sistema H20>-MPO pode induzir a formagéo de acido hipocloroso (HOCI) ou outros produtos
de cloragdo, radicais de tirosina e intermediarios reativos do nitrogénio, por meio da oxidacéao
de cloreto, tirosina e nitrito, respectivamente (AGNER, 1943; KLEBANOFF, 1999, 2005), e
todos esses produtos podem atacar as membranas dos microorganismos diretamente. Também
destacamos a Elastase de neutrofilos (NE — Neutrophil Elastase), uma serino protease com
atividade microbicida, que tem como substrato uma variedade de componentes da matriz
extracelular, como a elastina, fibronectina, laminina, colageno tipo IV e vitronectina. Tal
enzima pode ativar plaquetas, macrdfagos, linfdcitos e células endoteliais. A atividade da
Elastase normalmente é restrita ao fagossomo ou ao ambiente imediato da célula, e para que
esse controle ocorra, hd a atuacdo de vérios inibidores nos tecidos e plasma, como a ol-
antitripsina, o2-macroglobulina, ol-antiquimotripsina e a proteina inibidora de protease
secretada por leucdcitos (SLPI - secretory leukoproteinase inhibitor). Acredita-se que a
atividade desregulada da Elastase ¢ um fator importante para a inflamacao e lesdo das vias
aéreas em doencas pulmonares cronicas, especialmente enfisema pulmonar em individuos com
deficiéncia de ol-antitripsina (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; JANOFF, 1985;
KROTOVA - etal., 2020; OWEN; CAMPBELL, 1999; SINHA etal., 1987; WITKO-SARSAT
et al., 2000).

Além dos granulos, os neutréfilos também possuem vesiculas secretoras que aparecem
na fase final de desenvolvimento, em neutrofilos segmentados. Pelo fato de proteinas
plasmaticas serem encontradas no interior dessas vesiculas, é sugerido que elas sdo formadas
por meio de endocitose. Uma ampla variedade de estimulos inflamatérios pode mobilizar as
vesiculas secretoras e elas sdo responsaveis por um estoque de receptores associados a

membrana, muito importantes nas fases iniciais da resposta inflamatoria mediada pelos



neutréfilos (BORREGAARD et al., 1992; SENGELOV; KJELDSEN; BORREGAARD,
1993). As membranas das vesiculas contém alta expressdao do receptor 1 do complemento 1
(CR1) (SENGELOV et al., 1994b), Mac-1/CR3 (SENGELQV et al., 1993), receptores para
peptideos formilados (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina / fMLP) (SENGELOV et al.,
1994a), os receptores CD14 e FcyIll CD16 (DETMERS et al., 1995), e também a leucolisina,
uma metaloproteinase de matriz (MMP) do tipo membrana (MT6-MMP), também denominada
MMP-25 (KANG et al., 2001).

Os neutrdfilos utilizam ao menos trés mecanismos efetores: fagocitose, desgranulacao
e armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs — Neutrophil Extracellular Trap). A
fagocitose € um processo que envolve a ingestdo de um microoganismo pelo neutrofilo,
formacdo do fagossomo, onde esta concentrada a atividade microbicida para limitar o dano
celular colateral. Dentre os fagdcitos, os neutréfilos sdo as células com maior capacidade de
matar os microoganismos fagocitados e raramente sdo utilizados como reservatérios apos a
fagocitose. A desgranulacéo dos neutrofilos tem semelhancas com a fuséo que ocorre entre 0s
granulos e a membrana fagossémica, mas tal processo ocorre na membrana plasmatica,
liberando proteinas soltveis no espaco extracelular. Os neutrofilos ativados produzem fibras
extracelulares, ou NETS, tal evento é desencadeado por receptores imunes inatos e mediadores
intracelulares, como as espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas pela NADPH oxidase
ou pelas mitoc6ndrias, que ativam a mieloperoxidase (MPO), elastase de neutréfilos (NE) e
proteina-arginina deiminase tipo 4 (PADA4) para descondensar a cromatina. As NETs sédo
estruturas compostas por granulos e constituintes nucleares que desarmam e matam bactérias
extracelularmente, mas evidéncias crescentes sugerem outras func¢des na coagulagéo, no cancer
e na autoimunidade (BRINKMANN et al., 2004; BURN et al., 2021; LACY, 2006; LACY;
EITZEN, 2008; PAPAYANNOPOULQOS, 2018; SEGAL, 2005; WINTERBOURN;
KETTLE; HAMPTON, 2016).

Diversos produtos podem ativar os neutrofilos por interacdo com receptores presentes
em sua superficie, dentre eles os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs - Pattern
Recognition Receptors) e 0s receptores acoplados a proteina G (GPCR - G-protein-coupled
receptors). O C5aR1 (CD88) é um GPCR expresso nos neutrdfilos e a ligacdo de C5a ao seu
receptor pode desencadear a quimiotaxia, liberacdo das enzimas granulares, a producdo do
anion superoxido e aumento da expresséo e atividade de CR3 e CR1 nessas células. Estudos
indicam que o eixo C5a-C5aR1 € importante no inicio da inflamacg&o e influxo de neutréfilos
na sindvia de pacientes com artrite reumatdide (AR) e artrite psoriasica (AP), também pode

compor uma alca de amplificacdo para a ativacao dos neutrofilos mediada por anticorpos contra



o citoplasma de neutrofilos (ANCA - Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies), e esta tambem
envolvido na formacéo das NETs, uma vez que foi demonstrado que a sinalizagdo C5a-C5aR1
induz a formacdo dessas estruturas, e isso esta envolvido na imunopatologia da doenca do
coronavirus 2019 (COVID-19 — coronavirus disease 2019) (CHEN et al., 2022; FATTAHI et
al., 2015; GERARD; GERARD, 1991; HORNUM et al., 2017; RUOCCO et al., 2022;
SCHREIBER et al., 2009; SILVA etal., 2022).

A ativacdo desregulada de neutrofilos também contribui na patogénese de outras
doencas, como a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (RENNARD et al., 2015),
bronquiectasia (STOCKLEY et al., 2013), esclerose multipla (NAEGELE et al., 2012), cancer
(VEGLIA et al., 2019), lapus eritematoso sistémico (LES) (FRESNEDA ALARCON;
MCLAREN; WRIGHT, 2021), artrite reumatoide (CARMONA-RIVERA et al.,, 2020;
FRESNEDA ALARCON; MCLAREN; WRIGHT, 2021; ROSAS; CORREA; HENRIQUES,
2017; WRIGHT; MOOTS; EDWARDS, 2014; ZHANG et al., 2019) e osteoartrite (HSUEH
etal., 2021; WANG et al., 2021; WILKINSON et al., 2022).



6 CONCLUSAO

Neste estudo demonstramos que 0 veneno do pararama ativa: (i) o sistema complemento, com
geracdo de anafilatoxinas e do sTCC; (ii) os leucdcitos, com expressdo aumentada de C11b,
TLR2 e TLR4 em mondcitos e C11b, CD14, TLR2 e C5aR em granulécitos, e (iii) induz a
secrecdo de IL-17, TNF-a, CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2 e CXCL10 em sangue total humano.
Também usamos inibidores especificos do complemento para pontos-chave da cascata do
sistema para determinar mecanisticamente os condutores do processo inflamatdrio neste
modelo. Com a inibi¢do do sistema complemento no nivel de C3, usando compstatina, ou
inibindo o eixo C5a-C5aR1, com PMX205, houve uma modulagdo da ativacdo de leucocitos e
da secrecdo de citocinas e quimiocinas. Para avaliar melhor o papel do complemento na
inflamacédo induzida pelo veneno da pararama, incubamos células endoteliais com o plasma
coletado de amostras de sangue tratadas com veneno e como resultado observamos a secregéo
de CXCL8 e CCL2 no sobrenadante das culturas, que foi consideravelmente reduzida na
presenca de inibidores do complemento. Além disso, isolamos neutrofilos humanos e
incubamos com extrato e observamos a producdo de CXCL8, TNF-a ¢ NETs (MPO-DNA).
Também incubamos os neutréfilos com plasma coletado de amostras de sangue tratadas com
veneno e observamos a producdo de TNF-a, IL-6, CXCL8, MPO e Elastase, e a inibi¢do do
complemento com compstatina e PM X205 resultou em uma reducgéo da geracao de todos esses
mediadores. Assim, esses resultados mostram a contribuicdo do sistema complemento para o
processo inflamatério induzido pelo veneno da pararama no modelo de sangue total humano e
destacam a importancia de C3 e do eixo C5a-C5aR1 na inflamacao causada por esse veneno e seu
possivel papel na progressao da pararamose. Sugerem também que a modulacdo da atividade do
sistema complemento, pelo uso de inibidores especificos, possa ser uma potencial terapia

complementar para os individuos acidentados com a lagarta da Premolis semirufa.
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Abstract: The caterpillar of the Premolis semirufa moth, commonly called Pararama, is found in the
Brazilian Amazon region. Contact with the hairs can cause a chronic inflammatory reaction, termed
“pararamosis”. To date, there is still no specific t t for par. wsis. In this study, we used a
whole human blood model to evaluate the involvement of the complement in the proinflammatory
effects of P. semirufa hair extract, as well as the anti-inflammatory potential of complement inhibitors in
this process. After treatment of blood samples with the P. semirifi hair extract, there was a significant
increase in the g on of soluble terminal complement complex (STCC) and anaphylatoxins (C3a,
Cda, and C5a), as well as the production of the cytokines TNF-a and IL-17 and the chemokines IL-8,
RANTES, MIG, MCP-1, and IP-10. The inhibition of C3 with compstatin significantly decreased
IL-17, IL-8, RANTES, and MCP-1 production. However, the use of the C5aR1 antagonist PMX205
promoted a reduction in the production of IL-8 and RANTES. Moreover, compstatin decreased CD11b,
C5aR1, and TLR2 expression induced by P semirufa hair extract in granulocytes and CD11b, TLR4,
and TLR2 in monocytes. When we incubated vascular endothelial cells with extract-treated human
plasma, there was an increase in IL-8 and MCP-1 production, and compstatin was able to decrease
the production of these chemokines. C5aR1 antagonism also decreased the production of MCP-1 in
endothelial cells. Thus, these results indicate that the extract of the Pararama bristles activates the
complement system and that this action contributes to the production of cytokines and chemokines,
modulation of the expression of surface markers in leukocytes, and activation of endothelial cells.

Keywords: envenomation; Premolis semirufa; par is; infl ton; comp

t system

1. Introduction

Pararamosis is an occupational disease of an inflammatory nature caused by contact
with the hairs of the caterpillar or cocoon of the Premolis semirufa moth [1]. The term
pararamosis is used in reference to the popular name given to the larval form of this moth,

“Pararama”. This caterpillar is native to the Amazonian region and lives on rubber trees

(Hewvea spp), feeding on its leaves. The highest frequency of accidents occurs when rubber
extractors collect latex and get in contact with caterpillar hairs containing the venom [1-3].

Contact with the caterpillar hairs through the skin causes immediate reactions of
intense itching, followed by pain, heat, and redness, typical of an acute inflammatory
process lasting 3 to 7 days [1]. However, in some injured individuals, the process can
become chronic with synovial membrane thickening, which can evolve to deformities and
immobilization of the affected joint, configuring the clinical picture of ankylosis, similar,
in some aspects, to rheumatoid arthritis (RA) [2,3] and osteoarthritis (OA) [4,5]. There is
still no specific treatment for this disease, but corticosteroids have been used to prevent the
development or alleviate chronic disease [6,7].

Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 13333. https://doi.org /103390 /ijms232113333
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Abstract: We followed the presence of Zika virus (ZIKV) in four healthy adults (two men and
two women), for periods ranging from 78 to 298 days post symptom onset. The patients were
evaluated regarding the presence of the virus in different body fluids (blood, saliva, urine and
semen), development of immune responses (including antibodies, cytokines and chemokines),
and virus genetic variation within samples collected from semen and urine during the infection
course. The analysis was focused primarily on the two male patients who shed the virus for up to
158 days after the initial symptoms. ZIKV particles were detected in the spermatozoa cytoplasm and
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Abstract

Systemic increased inflammatory mediators” levels are a hallmark in a plethora of pathological conditions, including throm-
botic diseases as the envenomation by Bothrops lanceolatus snake. Multiple organ infarctions, which are not prevented by
anticoagulant therapy, are the main cause of death on this envenomation. However, the potential mechanisms involved in
these systemic reactions are underexplored. This study simed to explore the potential systemic events which could contrib-
ute to thrombatic reactions on the envenomation by B, lanceolatus in an ex vivo human whole-blood model. 8. lanceolats
venom elicited an inflammatory reaction, which was characterized by a strong complement activation, since we detected
high C3a, C4a and C3a anaphylutoxins levels. Besides, the venom promoted soluble Terminal Complement Complex (sTCC)
assembly. Complement activation was accompanied by intense lipid mediators' release, which included LTB,, PGE, and
TXB,. In addition, in the blood exposed to . lanceolatis venom, we detected IL- 15, IL-6 and TNF-o interleakins produc-
tion. Chemokines, including CCL2, CCLS and CXCLB were upregulated in the venom presence. These outcomes show that
B lanceolatus venom causes a strong inflammatory reaction in the blood favoring a potential setting to thrombi formation.
Thus, inhibiting inflammatory mediators or their receptors may help in the envenomed patients’ management.

Keywords Bothrops lanceolatus venom - Systemic inflammation - Complement activation - Lipid mediators - Interleukins -

Chemokines

Intreduction

Uncontrolled systemic inflammatory reactions are observed
in a plethora of pathological conditions (Okin and Medzhi-
tov. 2012; Manthiram et al. 2017; Netea et al. 2017; Branch-
ford and Carpenter 2018). These reactions affect a broad
range of cells and tissues promoting damage and organ dys-
function, which can evolve to multi-organ failure and death,
a5 observed in sepsis and traumatic conditions (van der Poll
et al. 20017 Huber-Lang et al. 2018; Karasu et al. 2019;
Schattner et al. 2020). Among the key events of these reac-
tions, there is an increase on circulating inflammatory medi-
ators” levels, which in turn can act on leukocytes, platelets
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and endothelial cells riggering thromboinflammatory reac-
tions. These events can evolve to disseminate intravascular
coagulation (DIC) leading to multiple thrombi formation
(Beristain-Covarrubias et al. 2019; Branchford and Carpen-
ter, 2018; Eriksson et al. 2019; Schattner et al. 2020).

Thrombosis 15 a common consequence of mfectious
(Smeeth et al. 2006; Dalager-Pedersen et al. 2014; Kaplan
et al. 2015; Cohoon et al. 2018; Beristain-Covarrubias et al.
2019;) and inflammatory diseases { Afeltra et al. 2005; Sarabi
et al. 2005; Andrade et al. 2018) and generally it is linked to
clinical illness worsening (Afeltra et al. 2005; Sarabi et al.
2005; Kaplan et al. 2015; Andrade et al. 2018; Berstain-
Covarrubias et al. 2019). In addition, anticoagulant therapy
fuils to control these reactions (Kaplan et al. 2015: Andrade
et al. 2018; Beristain-Covarrubias et al. 2019) as observed
on envenomation by Bothrops lanceolams snake (Estrade
et al. 1989; Thomas et al. 1995).

B lanceolatus (Fer-de-lance) is o medically important
snake endemic in Martinigue Island that cavses around 30
accidents annually {Resiere et al. 2010). These accidents
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Bothrops jararaca Snake Venom
Inflammation Induced in Human
Whole Blood: Role of the
Complement System
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Trent M. Woodruff?, John D. Lambris® and Denise V. Tambourgi**
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The clinical manifestations of envenomation by Bothrops species are complex and
characterized by prominent local effects that can progress to tissue loss, physical
disability, or amputation. Systemic signs can also occur, such as hemorrhage,
coagulopathy, shock, and acute kidney failure. The rapid development of local clinical
manifestations is accompanied by the presence of mediators of the inflammatory process
originating from tissues damaged by the bothropic venom. Considering the important role
that the complement system plays in the inflammatory response, in this study, we
analyzed the action of Bothrops jararaca snake venom on the complement system and
cell surface receptors involved in innate immunity using an ex vivo human whole blood
model. B. jararaca venom was able to induce activation of the complement system in the
human whole blood model and promoted a significant increase in the production of
anaphylatoxins C3a/C3a-desArg, C4a/C4a-desArg, C5a/C5a-desArg and sTCC. In
leukocytes, the venom of B. jararaca reduced the expression of CD11b, CD14 and
C5aR1. Inhibition of the C3 component by Cp40, an inhibitor of C3, resuited in a reduction
of C3a/C3a-desArg, C5a/C5a-desArg and sTCC to basal levels in samples stimulated
with the venom. Expaosure to B. araraca venom induced the production of inflammatory
cytokines and chemokines such as TNF-a, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and MIG/CXCLS
in the human whole blood model. Treatment with Cp40 promoted a significant reduction
in the production of TNF-¢, IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2. C5aR1 inhibition with
PMX205 also promoted a reduction of TNF-a and IL-8/CXCL8 to basal levels in the
samples stimulated with venom. In conclusion, the data presented here suggest that the
activation of the complement system promoted by the venom of the snake B. jararaca in
the human whole blood model significantly contnbutes to the inflammatory process. The
control of several inflammatory parameters using Cp40, an inhibitor of the C3 component,
and PMX205, a C5aR1 antagonist, indicates that complement inhibition may represent a
potential therapeutic tool in B. jararaca envenoming.
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