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RESUMO

TAVARES, F. L. Contribuicdo ao estudo da acao in vitro do veneno da aranha marrom,
Loxosceles gaucho, sobre plaquetas humanas e de coelho. Participacdo das plaquetas na
dermonecrose induzida experimentalmente em coelhos pelo veneno loxoscélico.
[Contribution to the study of the in vitro action induced by the venom of the brown spider,
Loxosceles gaucho, on human and rabbit platelets. Platelet participation in the dermonecrotic
lesion experimentally induced in rabbits by the loxoscelic venom]. 2007. 105 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

Os venenos de aranhas do género Loxosceles possuem uma ampla gama de atividades em
diferentes células, tecidos e sistemas, e ¢ notoria a sua capacidade de causar a formagdo da lesdao
dermonecrotica. Em um trabalho prévio, relatamos uma intensa trombocitopenia induzida pelo
veneno loxoscélico em coelhos. Objetivou-se no presente estudo avaliar primeiramente a
interagdo in vitro entre as plaquetas, humanas e de coelhos, com o veneno de Loxosceles gaucho
e seu principal componente, a fragdo esfingomielinasica. Posteriormente, investigou-se o papel da
plaqueta no desenvolvimento da lesdo dermonecrotica através de um modelo de trombocitopenia
em coelhos. Nos estudos in vitro, os resultados de agregacdo em plasma rico em plaquetas
evidenciou que tanto o veneno total quanto a fragao esfingomielinasica induziram um aumento
desta resposta nas plaquetas das duas espécies, que foi mais intensa nas plaquetas humanas. Uma
vez que em plaquetas lavadas a agregag¢do ndo foi constatada, confirmou-se a necessidade de
componente(s) plasmatico(s) para a inducao desta resposta. Ainda, os dados de LDH indicaram
que o veneno total, nas concentragdes aqui utilizadas, nao foi capaz de causar a lise plaquetaria.
Com relagdo a ativagdo, o veneno total, foi capaz de aumentar a expressdo da LIBSI1 nas
plaquetas de ambas as espécies e de P-selectina na plaqueta de coelho. Sob as nossas condigdes
experimentais, a fragdo nao promoveu o aumento dos marcadores de ativagdo. Finalizando os
estudos in vitro, o veneno total e a fragdo provocaram um aumento da adesdo nas plaquetas das
duas espécies, sendo que a resposta a fracdo esfingomielindsica mostrou-se dose-dependente. O
estudo experimental, por vez, necessitou de uma etapa preliminar para a obtencdo de um
anticorpo anti-plaqueta, produzido em cabras, que mostrou-se eficaz em induzir um intenso
quadro trombocitopénico em coelhos. Analises histopatologicas indicam que a auséncia das
plaquetas ndo diminuiu a formacao de trombos intravasculares na area da derme sob a acdo do

veneno. O desenvolvimento da lesdo dermonecrdtica em coelhos injetados com o veneno



loxoscélico mostrou-se mais intenso naqueles depletados de plaquetas do que nos animais com
nimero normal de plaquetas, constatdvel pelo desenvolvimento de maiores areas de equimose e
das escaras necroticas. Os resultados semelhantes dos niveis plasmaticos do fator de von
Willembrand, dos tempos de protrombina e de tromboplastina parcial ativada, assim como dos
testes de fagocitose por polimorfonucleares isolados do sangue periférico, entre os coelhos
trombocitopénicos e aqueles com contagem normal de plaquetas, evidenciam que niao houve
alteragdes expressivas nas células endoteliais, no sistema da coagulagdo e na capacidade
fagocitica via C3b dos polimorfonucleares do sangue periférico. Os presentes resultados mostram
que o veneno loxoscélico in vitro ¢ capaz de elicitar em plaquetas humanas e de coelhos as
respostas de agregacdo, de adesdo e de ativagdo. Por fim, as diferencas no desenvolvimento da
lesdo, constatadas entre o animal trombocitopénico € o animal normal, evidenciam que a plaqueta
¢ um fator importante para controlar a expansao e a gravidade da lesdo dermonecroética induiza

em coelhos pelo veneno loxoscélico.

Palavras-chave: Loxosceles. Plaquetas. Agregag¢ao. Adesao. Dermonecrose.



ABSTRACT

TAVARES, F. L. Contribution to the study of the in vitro action induced by the venom of the
brown spider, Loxosceles gaucho, on human and rabbit platelets. Platelet participation in
the dermonecrotic lesion experimentally induced in rabbits by the loxoscelic venom.
[Contribuicao ao estudo da acdo in vitro do veneno da aranha marrom, Loxosceles gaucho, sobre
plaquetas humanas e de coelho. Participacio das plaquetas na dermonecrose induzida
experimentalmente em coelhos pelo veneno loxoscélico]. 2007. 105 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2007.

Venoms from Loxosceles spiders exhibit a wide range of activities on different cells, tissues and
systems, being specially evident their ability to cause a dermonecrotic lesion. In a previous paper,
we showed that Loxosceles gaucho spider venom induces intense thrombocytopenia in rabbits.
Thus, in the present study, we firstly aimed to evaluate the in vitro interaction between human
and rabbits platelets and L. gaucho venom and its major component, the sphingomyelinase
fraction. Secondly, we investigated the platelet role in the dermonecrotic lesion formation using
an experimental model of thrombocytopenia in rabbits. Both total venom and its
sphingomyelinase fraction stimulated in vitro aggregation per se in platelet-rich plasma from
both species, but a more intense response was obtained with human platelets. Taking into
consideration that neither total venom nor its sphingomyelinase fraction induced aggregation of
washed platelets, it can be deduced that one or more plasma components are necessary to induce
this response. Moreover, LDH data indicated that total venom, at least at the concentration levels
used in this study, cannot induce platelet lysis. Regarding platelet activation, total venom was
able to increase the expression of LIBS1 on both human and rabbit platelet surface and P-selectin
on only rabbit platelet surface. However, the sphingomyelinase fraction did not increase the
expression of any marker of platelet activation, at least in the experimental conditions used in this
study. Another in vitro study showed that both total venom and its sphingomyelinase fraction
induce an increase in human and rabbit platelet adhesion, with the sphingomyelinase fraction
exhibiting a dose-dependent response. For the study using an animal model of thrombocytopenia,
it was necessary to previously produce goat antibodies against rabbit platelets, which showed to
be effective to induce an intense thrombocytopenia in rabbits. Histopathological analysis of

venom-induced dermic tissue lesion indicated that platelet absence does not decrease the



formation of intravascular thrombi in the injured area. Nonetheless, bigger areas of equimosis and
necrotic scabs could be observed in the dermonecrotic lesion of rabbits injected with loxoscelic
venom and depleted of platelets. In the different groups, plasma levels of von Willembrand
factor, prothrombin and activated partial thromboplastin times, and data from phagocytosis tests
using polymorphonuclear cells isolated from rabbit periferical blood were similar comparing
thrombocitopenic rabbits with those exhibiting normal platelet count; therefore, we can deduce
that there is not any expressive alteration in endotelial cells, coagulation system and phagocytic
ability of polymorphonuclear leukocytes via their complement receptor C3b. In conclusion, the
loxoscelic venom is able to unchain in vitro different mechanisms leading to adhesion, activation
and aggregation of both human and rabbit platelets. Furthermore, due to differences in the dermic
lesion patterns between thrombocitopenic and normal animals, we can conclude that platelets
must play a key role in controlling the expansion and severity of the dermonecrotic lesion

induced in rabbits by L. gaucho venom.

Key words: Loxosceles. Platelet. Aggregation. Adhesion.
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1 INTRODUCAO

As aranhas do género Loxosceles, pertencentes a familia Sicariidae (PLATNICK et
al., 1991), podem ser encontradas em diferentes latitudes, adaptadas a distintas condigdes
ambientais das zonas de clima tropical e temperado do globo terrestre. Representantes deste
género estdo espalhados pelos cinco continentes, e relatos de acidentes envolvendo estas
aranhas com seres humanos tém sido registrados em diferentes regides do planeta, como no
leste europeu (BOGDAN et al., 2005), Oriente Médio (DYACHENKO et al., 2006), Africa
(NEWLANDS; ATKINSON, 1990) e Oceania (HOGAN et al., 2004). No continente
americano, provavelmente se encontre a maior diversidade de espécies deste género, sendo
relatadas cerca de 50 somente na América do Norte (GOMEZ et al., 2001). Em algumas
regides do Brasil, Chile e Peru, os acidentes provocados por aranhas do género Loxosceles
constituem um significativo problema de saude publica (SCHENONE, 2003; DA SILVA et
al., 2004; HOGAN et al., 2004).

A alta casuistica dos acidentes com aranhas do género Loxosceles em certas regioes
do globo, juntamente com a ampla distribuicio mundial deste género, vém gerando um
interesse cientifico crescente em torno deste género, que certamente representa um dos
mais importantes grupos de aranhas em todo o mundo em termos de importdncia médica
(HOGAN et al., 2004). E bastante provavel que a proliferagio exacerbada destas aranhas
em algumas regides do globo esteja relacionada com mudangas e desequilibrios ambientais.
Em algumas destas regides, onde a casuistica de acidentes com humanos ¢ alta, campanhas
publicas de esclarecimento a populagao tém sido promovidas com o objetivo de controlar a
alta infestagdo intradomiciliar, tentando assim minimizar o nimero destas ocorréncias. Esse
¢, por exemplo, o caso da regido metropolitana de Curitiba, onde se verificou nas ultimas
décadas um expressivo aumento de acidentes com aranhas da espécie Loxosceles
intermedia (DA SILVA et al., 2004). No Brasil, além da espécie L. intermedia, outras duas
espécies apresentam importancia médica: L. laeta, encontrada em focos isolados nos
estados do sul do pais; e L. gaucho, espécie predominante no estado de Sao Paulo, e objeto
do presente estudo.

Dados epidemioldgicos do Ministério da Satde (2001) confirmam a importancia

médica dos acidentes envolvendo espécies deste género, registrando um aumento
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significativo no namero de casos notificados ao longo das ultimas décadas. Nos trés
primeiros anos da década de 90, foram registrados mais de 6.000 casos, correspondendo a
aproximadamente metade dos acidentes araneidicos notificados no pais neste periodo. Uma
década apds, o numero de acidentes notificados causados por Loxosceles aumentou
expressivamente, perfazendo em todo o pais um total de 34.601 casos registrados somente
na primeira metade desta década. Os dados mais recentes do Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagdo — Sinam - do Ministério da Saude (20006)

(http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/index.php?name=Tnet) mostram que no ano de 2006

foram registrados 6.361 casos causados por aranhas deste género, o que representa um
percentual de 38 % do total das ocorréncias causadas por aranhas. O numero de acidentes
araneidicos notificados no Brasil sofreu uma abrupta elevacdo nos primeiros anos da
presente década, e os casos envolvendo o género Loxosceles t€m acompanhado a
intensidade deste aumento.

A aranha do género Loxosceles (Figura 1), popularmente conhecida no Brasil como
aranha marrom, ¢ pequena e apresenta, quando adulta, comprimento de 1 a 2 cm de corpo
(medida do cefalotérax e abdomen) e at¢é 5 cm de envergadura, considerando-se a
extremidade de uma perna a outra, sendo a fémea maior do que o macho. Com aspecto
fragil, ¢ comum encontra-la recolhida e com aspecto de morta, aparentando perda de tonus
nas pernas. Apresenta geralmente uma colorag@o corporal uniforme, que varia de marrom
amarelado a castanho, o que justifica o nome popular.

De modo geral, as aranhas deste género possuem habitos preferencialmente
noturnos e se adaptam a lugares secos, quentes e escuros. Alocam-se sob pedras, cascas de
arvores, em fendas de barrancos e cavernas. Sua teia possui trama irregular, formando um
tufo esbranquicado no local em que € construida. Na regido peridomiciliar, podem ser
encontradas em pilhas de tijolos, telhas e entulhos em geral. Quando a proliferagao
ambiental destas aranhas ¢ muito grande, ¢ freqliente a infestagdo do ambiente domiciliar,
uma vez que estes aracnideos adaptam-se com facilidade atras de moveis, quadros, rodapés
soltos, cantos de parede e outros locais pouco acessiveis a limpeza (SEZERINO et al.,
1998).

De comportamento pouco agressivo, espécimes de Loxosceles tendem a fugir frente

a ameaga. Os acidentes ocorrem principalmente quando uma aranha oculta em vestimenta,
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;.

calgcado, toalha ou roupa de cama ¢ inadvertidamente comprimida contra a pele, um
ocorrido também comum durante o sono da vitima, o que é relatado em consideravel
nimero de casos (SCHENONE et al., 1989; CARDOSO et al, 1990). Em

aproximadamente metade dos relatos de acidentes, a aranha nao ¢ notada, ¢ menos de 10%

dos acidentados levam-na ao atendimento médico para uma possivel identificacdo de

género/espécie (RIBEIRO et al., 1990).

Figura 1. Exemplar de fémea adulta da espécie Loxosceles gaucho.

Embora cada espécie possua peculiaridades na composi¢do do veneno e pequenas
diferengas moleculares em seus principais componentes (GUILHERME et al., 2001), as
caracteristicas gerais do acidente loxoscélico sdo mantidas, independentemente da espécie

envolvida.
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O loxoscelismo ¢ a patologia que resulta do acidente com estas aranhas e tem como
caracteristica marcante o desenvolvimento de uma lesdo dermonecrotica no local da picada.
A evolu¢do da dermonecrose configura a forma cutanea do loxoscelismo, que ¢ a forma
classica desta patologia e que ocorre na maioria dos casos. Recentemente, (2003) propos
uma subclassificagdo do loxoscelismo cutaneo, denominando de loxoscelismo cutianeo
edematoso aqueles casos em que nao ocorre a evolugdo da dermonecrose, mas somente a
formacdo de uma regido com edema, com graus variados de compremetimento tecidual
préoximo ao local da picada. A outra forma desta patologia, denominada de forma cutaneo-
visceral do loxoscelismo, além da lesao no local da picada, apresenta severas manifestagdes
sist€émicas, como hemolise intravascular e coagulagdo intravascular disseminada, que
podem conduzir a um quadro de insuficiéncia renal e ao obito. A forma cutaneo-visceral
tem uma casuistica reduzida, perfazendo de 1 a 13 % do total de casos registrados, que
varia conforme a regido do pais e a espécie predominante (MINISTERIO DA SAUDE
(2001).

Na forma cutinea do loxoscelismo, podem ocorrer graus variados de intensidade
dos sinais clinicos locais, como eritema e edema, acompanhados de sintomatologia também
variada, sem que necessariamente ocorra a formagdo da dermonecrose. A gravidade da
lesdo, e conseqiientemente dos sintomas, pode estar relacionada a uma série de fatores,
como tamanho, idade e sexo da aranha, quantidade de veneno injetado, entre outros.
Também podem influenciar na formagdo e na intensidade da lesdo dermonecrotica os
fatores intrinsecos ao individuo, ainda pouco conhecidos e estudados, ou ainda o local da
picada. Dependendo da sua pronfundidade, a lesdo pode atingir tecidos mais profundos e
chegar at¢ a musculatura subjacente, existindo relatos de acidentes em humanos com
quadro clinico e laboratorial de rabdomidlise (FRANCA et al., 2002). Em seu modo
classico de surgimento e de evolucdo, a formagdo da lesdo dermonecrotica ocorre logo nos
primeiros dias apos o acidente. Comumente, eritema e edema iniciais progridem para uma
macula equimdtica, geralmente envolvendo uma area isquémica; vesiculas e bolhas de
contetido hemorragico ou sero-hemorragico podem se formar. Entre a primeira e a segunda
semanas, delimita-se uma area necrdtica de cor escura, onde se forma uma crosta negra

que, a medida que seca e se contrai, desprende-se da pele. A resolugdo da ferida, que nao
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raro se apresenta ulcerosa, pode ser longa, dependendo da sua extensdo, profundidade e
ocorréncia de infecgdes secundarias (CARDOSO et al., 1990; SEZERINO et al., 1998).

Em analises histopatologicas, € possivel observar um intenso quadro inflamatorio
local, com presenca expressiva de cé€lulas inflamatorias, principalmente células
polimorfonucleares. A presenga intensa destas células na regido perivascular caracteriza um
quadro de vasculite aguda, formado logo nas primeiras horas do envenenamento. O edema
local pode ser evidenciado, assim como a desorganizacdo das fibras colagenas. A perda da
integridade vascular pode ser notada pela vacuolizacdo e desprendimento das células
endoteliais, bem como pela propria ruptura dos vasos de pequeno e médio calibre, o que
esta associado com um grave quadro de hemorragia local, de facil constatacdo. A formagao
de trombos intra e extravasculares pode ser notada em toda a extensdo da lesdo
dermonecrotica (YIANNIAS; WINKELMANN, 1992; OSPEDAL et al., 2002; TAVARES
et al., 2004).

O veneno loxoscélico possui em sua composicdo uma ampla gama de componentes.
O isolamento e a caracterizacdo de suas toxinas ao longo das ultimas décadas tém
confirmado a presenca de fosfatases alcalinas, esterases, ribonucleotidases, desoxi-
ribonucleotidases e uma variedade de proteases. O principal componente do veneno
loxoscélico, descrito em todas as espécies de Loxosceles estudadas até o momento, pertence
ao grupo das enzimas que possuem atividade esfingomielindsica, ou seja, que possuem a
capacidade de hidrolisar a molécula de esfingomielina, um importante fosfolipide
constitutivo da membrana celular (FUTRELL, 1992; DA SILVA et al., 2004; HOGAN et
al., 2004)

O perfil eletroforético em gel de SDS ¢ muito similar quando se avalia o veneno
total das principais espécies de Loxosceles com importancia médica no Brasil, no caso as
espécies L. intermedia, L. laeta e L. gaucho. As principais bandas encontradas no veneno
de L. laeta estdo presentes na faixa entre 32 e 35 kDa de massa molecular, bastante similar
aquelas encontradas em L. gaucho e L. intermedia, com massa molecular variando entre 33
e 35 kDa (BARBARO et al., 1994). O alto percentual de similaridade das sequéncias do N-
terminal destas toxinas nas trés principais espécies brasileiras sugere fortemente que estas
enzimas seriam isoformas de uma mesma proteina (BARBARO et al., 1996). Mais

recentemente, com estudos de espectrometria de massa, foram encontradas no veneno de L.
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gaucho duas proteinas com massas muito similares, de 31,4 e 31,6 kDa (denominadas
respectivamente de Loxnecrogina A e Loxnecrogina B), que se mostraram capazes de
induzir a dermonecrose em coelhos (CUNHA et al., 2003). A Loxnecrogina A, por sua vez,
apresentou um alto grau de similaridade com a proteina recombinante LiD1, obtida a partir
do veneno de L. intermedia (KALAPOTHAKIS et al., 2002).

Algumas importantes atividades do veneno, como a degradagao sobre a fibronectina
e o do fibrinogénio, tém sido atribuidas a enzimas com atividade metaloproteasicas. No
veneno de L. intermedia foram mostradas as atividades fibronectinolitica e fibrinogenolitica
de enzimas com massa entre 20-28 kDa (denominada de Loxolisinas A), e ainda a atividade
gelatinolitica de proteinas com massa entre 30-32 kDa (chamada de Loxolisinas B).
Serinoproteases, por sua vez, t€ém sido também encontradas nos venenos loxoscélicos. No
veneno de L. intermedia foram identificadas duas serinoproteases de 85 e 95 kDa, que
mostraram respectivamente atividades gelatinolitica e caseinolitica, sendo essa tltima uma
atividade menos expressiva. Ambas sdo sugeridas como responsaveis pela difusao do
veneno e pela progressdo da area lesada (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999). Um
possivel efeito sinérgico entre estes componentes foi proposto por VEIGA et al. (2000), que
sugeriu que algumas proteinases poderiam desnaturar parcialmente o colageno nativo; e em
seguida, as gelatinases complementariam essa degradagdo. De modo geral, o efeito
fibrinogenolitico e a atividade metaloproteasica sdo relatados nos venenos das espécies de
L. intermedia, L. laeta e L. gaucho (DA SILVA et al., 2004).

A agdo complexa do veneno loxoscélico pode ser melhor compreendida quando se
analisa a acdo de sua principal toxina, a esfingomielinase D. Presente nos diferentes
venenos loxoscélicos estudados até o momento, esse componente corresponde a enzimas de
massas moleculares muito proximas entre si e que tém sido constatadas como isoformas de
uma mesma enzima. A quebra da esfingomielina pela esfingomielinase pode favorecer, a
partir da formagdo de ceramida, a subseqiiente geracao de dois subprodutos fosfolipidicos
envolvidos em importantes fenomenos bioldgicos, que sdo a de 1-fosfato de ceramida e a 1-
fosfato de esfingosina (MARCHESINI; HANNUN, 2004). Além disso, a acdo da
esfingomielinase pode ser ainda mais ampla. Recentemente, LEE & LINCH (2005)
mostraram que uma enzima de 34 kDa, clonada a partir do veneno de L. reclusa, foi capaz

de hidrolisar, além da esfingomielina, uma ampla gama de lipideos, como lisofosfolipides,
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lisofosfatidilinositol, lisofosfatidilglicerol, acido lisofosfatidico e acido fosfatidico ciclico.
Estudando o veneno de L. laeta, VAN MEETEREN et al. (2004) também constataram que
uma enzima clonada a partir deste veneno, caracterizada anteriormente como uma
esfingomielinase D (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002) et al., 2002), apresentou
atividade de hidrolise sobre a lisofosfatidilcolina (LPC), gerando desta forma a molécula de
acido lisofosfatidico (LPA). Esse fosfolipide ¢ atualmente reconhecido como um mediador
lipidico pleiotropico que atua diretamente sobre determinados receptores, relacionados com
a sinalizacdo intracelular via proteina G, e que sdo encontrados em diferentes tipos
celulares (CHUN et al., 1999; MOOLENAAR, 1999). Assim, através da geragdo do acido
lisofosfatidico, a esfingomielinase pode estar envolvida com fendmenos relacionados a
agregacdo plaquetaria, hipermeabilidade endotelial e com a resposta inflamatoria
(ROTHER et al., 2003; HASERUCK et al., 2004).

Os esfingolipides foram considerados, por muitas décadas, lipideos inertes da
membrana celular. A descoberta da inibicdo da proteina quinase C pela esfingosina
conduziu a reformulagdo conceitual do papel destes lipides na biologia celular, na
transdugdo e na sinalizac¢do celular (HANNUN; OBEID, 1997; PENA et al., 1997). Outros
esfingolipides, incluindo a esfingosina-1-fosfato, a esfingosilfosforilcolina, a 1-fosfato
ceramida e a propria ceramida, t€ém sido propostos como lipides bioativos e como
moléculas que atuam como segundo mensageiro (SPIEGEL et al., 1996; HANNUN;
LUBERTO, 2000). Assim como a a¢do do diacilglicerol gerado por uma fosfolipase C
especifica para fosfoinositideo, a ceramida ¢ um produto regulado pela via da
esfingomielina e pode modular uma variedade de eventos celulares, que englobam desde a
proliferagdo e diferenciacdo celular até os fendmenos de crescimento tecidual e apoptose
(HANNUN; LUBERTO, 2000; MARCHESINI; HANNUN, 2004). Assim, ¢ possivel
considerar que o amplo raio de acdo das esfingomielinases ¢ emblematico da intricada
patogénese do loxoscelismo.

Ao longo das ultimas décadas, o conjunto dos estudos realizados com os venenos
loxoscélicos mostra a complexidade e o carater multifatorial do intrincado mecanismo de
acdo presentes na patogénese do loxoscelismo. Atualmente se sabe que diferentes sistemas
e diferentes tipos celulares estdo envolvidos no desencadeamento e na progressao da lesao

dermonecrotica. Estudando o efeito do veneno bruto de L. intermedia sobre células



Introducdo 21

endoteliais de coelho, (VEIGA et al., 2001) evidenciaram um processo de vacuoliza¢do que
ocorre nas células endoteliais, associado com a perda da integridade do vaso, além da
degradacdo de proteoglicanas e da perda de adesividade in vitro, notadas também em
células endoteliais. Ainda nestas células, o veneno de L. reclusa ¢ capaz de promover um
aumento da expressdo de E-selectina, além de aumentar a sintese de IL-8 e de fator
estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) (PATEL et al., 1994).
GOMEZ et al. (1999) verificaram que, além da IL-8, culturas de células endoteliais e
epiteliais expostas ao veneno loxoscélico secretavam, de modo dose-dependente,
quantidades expressivas de proteina-1 quimiotatica para monocitos (MCP-1) e de ativar o
oncogene o relacionado ao crescimento (GRO a). Esse mesmo grupo mostrou ainda a
producdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em cultura de queratindcitos
exposta ao veneno de L. deserta (DESAI et al., 2000) e também a producdo de quimiocinas
dependentes do fator NF-kappa- por células endoteliais (DESAI et al., 1999). Trabalhando
com a espécie brasileira L. gaucho, MALAQUE et al. (1999) relataram a produgéo de fator
de necrose tumoral alfa (TNFa) em cultura de queratindcitos expostos ao veneno desta
espécie.

A ativacdo do sistema complemento e de seus efeitos deletérios pelos venenos
loxoscélicos parece ser explicavel, ao menos em parte, pela interagdo entre as componentes
que apresentam atividade esfingomielinasica e a membrana celular. A ocorréncia da
hemolise intravascular, o principal fendmeno associado as manifestagdes sistémicas da
forma cutaneo-visceral do loxoscelismo em humanos, parece estar estreitamente
relacionada com a ativagdo do sistema complemento. A hemolise induzida in vitro em
eritrocitos humanos, pela fracdo de 35 kDa purificada do veneno de L. intermedia, foi
sugerida como sendo dependente da ativagdo da via alternativa do complemento, uma vez
que o pré-aquecimento do soro normal humano ndo permitiu a indu¢do da hemdlise
(TAMBOURG I et al., 1995). O componente de 35 kDa, com atividade esfingomielinasica,
foi sugerido como elemento central na ativagdo dos componentes hemoliticos do
complemento, ao favorecer a clivagem de glicoforina da membrana eritrocitaria
(TAMBOURGI et al., 2000). Na tentativa de compreender o envolvimento do sistema
complemento nos fenomenos locais associados ao desenvolvimento da lesdo

dermonecrotica, VAN DEN BERG et al.,, (2002) avaliaram em cultura de células
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endoteliais a clivagem, por toxinas presentes no veneno L. intermedia, de uma proteina de
membrana que atua como cofator regulatorio do complemento (MCP/CD46) e também de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe I, presentes na
superficie celular. Ambas as proteinas de membrana sofreram clivagem pela ativagdo de
uma metaloprotease da familia das ADAM-lisinas, que por sua vez foi ativada pela toxina
do veneno. A resultante diminuicdo na expressdo destas proteinas regulatorias do
complemento acarretou o aumento da lise mediada via complemento.

Um papel de destaque na formacdo da dermonecrose tem sido atribuido aos
leucocitos polimorfonucleares. Em um estudo classico, SMITH e MICKS (1985)
observaram que coelhos tratados com mostarda nitrogenada, que induz granulocitopenia,
ndo desenvolveram a lesdo dermonecroética induzida do veneno de L. reclusa. Em estudos
in vitro de migragdo neutrofilica na década de 70 e 80, foi mostrado que o veneno
loxoscélico ndao apresenta uma agdo direta sobre neutrofilos enquanto promotor da
migracao leucocitaria (MAJESKI et al., 1977, BABCOCK et al., 1986). Investigando a
acdo direta do veneno sobre neutrofilos humanos, PATEL et al. (1994) encontraram uma
resposta desregulada destes leucocitos frente a exposicdo ao veneno de L. reclusa. No
entanto, este veneno desencadeia reagdes em outras células, como a endotelial, e em
substratos especificos, como os componentes da matriz extracelular, que podem sinalizar o
inicio e a progressdo da resposta inflamatoria e, desta forma, influenciar, indiretamente, o
fenomeno de recrutamento local das células polimorfonucleares. A presenca das células
polimorfonucleares nos tecidos atingidos pela acdo do veneno ¢ intensa, como mostram
analises histopatoldgicas realizados em estudos experimentais (SUNDERKOTTER et al.,
2001; OSPEDAL et al., 2002; TAVARES et al., 2004) e também em bidpsias humanas
(YIANNIAS; WINKELMANN, 1992).

Células anucleadas, as plaquetas sdo geradas a partir da fragmentagdo dos
megacaridcitos na medula dssea, e sdo os primeiros elementos sangiiineos que reagem a
uma lesdo endotelial e a conseqiiente exposicdo da matriz subendotelial, quando entdo
formam o tampdo hemostatico primario (DE GAETANO, 2001). As plaquetas sdo os
componentes celulares envolvidos de forma direta e ativa com a hemostasia sangiiinea.
Além do reconhecido e classico papel exercido nos processos em que o equilibrio

hemostatico ¢ rompido, as plaquetas t€m sido investigadas por participarem de fendmenos
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fisiologicos e patoldgicos diversos, como na inflamacao, na neovascularizagdo, na apoptose
€ nos processos neoplasicos e metastaticos (GUPTA; MASSAGUE, 2004; ZWAAL et al.,
2005; STEINHUBL, 2007).

De modo geral, as plaquetas apresentam, quando ndo estdo ativadas, uma forma
discoide em cortes transversais, e circular em cortes longitudinais. Morfologicamente, sao
identificaveis como organelas plaquetarias os corpos densos, os granulos o, os lisossomos,
as mitocondrias, o sistema de canais abertos, o sistema tubular denso, o citoesqueleto ¢ os
microtibulos e o sistema tubular denso. As diferengas entre espécies podem existir no
volume, contagem e morfologia. As plaquetas circulantes em coelhos variam em volume
entre 3,0 e 5,0 fL, e na espécie humana entre 6,0 e 8,0 fL (MEYERS et al., 1982; GALVEZ
et al., 1986). Em compensacdo, o numero de plaquetas no sangue total normalmente ¢
maior em coelhos (apesar da grande variacdo nesta espécie, dependendo da raga e da
linhagem), oscilando entre 300 e 1000x10°/L, maiores que os valores de referéncia para a
espécie humana, que é de 150 a 400 x10°/L, segundo DACIE & LEWIS (1991).
Morfologicamente, plaquetas humanas e de coelhos sdo similares quando observadas pela
microscopia eletronica de transmissdo. Talvez o Unico detalhe morfoléogico que permita
diferenciar as plaquetas nestas duas espécies, além do tamanho, seja exclusivamente a
quantidade de corpos densos plaquetarios, cujo nimero ¢ superior nas plaquetas de coelho
(PACHMANN et al., 2001).

A diversidade de substancias encontradas nas principais organelas plaquetérias
mostra a abrangéncia e a complexidade do papel destas células. O conteudo dos lisossomos,
por exemplo, presentes nas plaquetas sob a forma de pequenas vesiculas (0,18 a 0,25 um), é
composto por diversas enzimas, como a hidrolase, a fosfase acida, a a-glicuronidase, a N-
acetilglicosaminidase, a arilsulfatase, as catepsinas, a heparitinase, a elastase, a colagenase,
entre outras (HAWIGER, 1989). Os corpos densos, por sua vez, contém serotonina,
histamina, um depdsito ndo metabolico de adenina (ATP ¢ ADP) e guanina (GTP e GDP),
calcio, magnésio e pirofosfatos (HAWIGER, 1989; MCNICOL; ISRAELS, 1999). Ja os
granulos o, que sdo as organelas mais numerosas do citoplasma plaquetario, possuem dois
tipos de proteinas de estoque. O primeiro deles sdo proteinas quase que exclusivamente
sintetizadas pelos megacariocitos, tais como o fator plaquetirio 4 (PF-4) e a pB-

tromboglobulina (BTG). O segundo tipo sdo proteinas idénticas aquelas presentes no
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plasma, mas que sdo sintetizadas em outras células e captadas por endocitose de substancias
plasmaticas, tais como a albumina, o fator V da coagulagdo, o fator de von Willebrand
(VWF), a trombospondina, a fibronectina, o fibrinogénio, a oy-antitripsina, a
imunoglobulina G (IgG), a ay-antiplasmina, a o,-macroglobina, o cininogénio de alto peso
molecular, o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator transformador de
crescimento 3, o inibidor do ativador de plasminogénio do tipo tecidual (PAI-1) e o Cl1-
inibidor (HAWIGER, 1989; HARRISON et al., 1990).

O papel da plaqueta como agente da manutencdo do equilibrio hemostatico pode ser
entendido através de quatro fendmenos fundamentais, que estdo relacionados a expressao
da atividade funcional plaquetaria: a adesdo, a agregacdo, a contracdo e a secre¢do. Na
maioria dos processos fisiologicos e patoldgicos envolvendo a plaqueta, entre a adesdo e os
demais fenomenos acima citados esta o processo de ativagdo plaquetaria, fundamental para
que os dispositivos celulares sejam acionados e o dispositivo celular para que as plaquetas
possam desempenhar o seu papel no restabelecimento do equilibrio hemostatico.

O conceito de adesao, a principio, esta relacionado a interacdo entre as plaquetas e a
matriz subendotelial, nos locais onde ocorre a injuria a célula endotelial. Os principais tipos
de colageno presentes nos vasos sangiiineos - tipos I, Il e VI - produzem, por meio de
receptores distintos, a resposta de adesdo. A ligagdo do colageno com os receptores de
adesdo, assim como a ligagdo de outros agonistas plaquetarios aos seus receptores
especificos presentes na superficie plaquetaria - trombina ao PAR 1, 3 ¢ 4; ADP ao P2Y},
P2Y,; serotonina e tromboxano A; (TXA;) aos seus respectivos receptores; entre outros - é
capaz de promover o fendmeno de ativagdo plaquetaria, no qual ocorrerdo uma série de
eventos de sinalizacdo intracelular que culminarao em modificagdes estruturais e funcionais
na plaqueta (ANDREWS et al., 2003).

No caso da ativagdo pelo colageno, a GPVI ¢ um importante receptor deste agonista,
que esta acoplado a um receptor de baixa afinidade para a IgG, o FcRlIla, que estimula uma
fosforilagdo rapida e intensa da tirosina quinase Syk. Esta por sua vez interage com os
ITAM (motivos de ativacdo dos imunoreceptores baseados na tirosina) presentes em uma
ou mais cadeias destes receptores. Nas plaquetas estimuladas pelo colageno, a cadeia y do
receptor Fc e a Syk sdo essenciais para a seqiiéncia do processo de sinaliza¢do intracelular

que culminardo na agregacdo e secrecdo plaquetarias induzidas por este agonista. Na
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seqiiéncia, a ativacdo da Syk conduz a fosforilagdo da PLCy2, que entdo hidrolisa o 4,5-
bifosfato de fosfatidilinositol (PIP,) em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato de inositol
(IP3). Este ultimo contribui para a mobilizagdo do aumento da concentracdo do Ca*™
intracelular, por meio tanto da liberagdo, dos estoques existentes no sistema tubular densos
plaquetario, como do influxo do célcio extracelular. Por sua vez, a formagdo de DAG ativa
a proteina quinase C (PKC). O aumento do calcio intracelular regula muitos eventos que
conduzem a agregacdo plaquetdria, incluindo a ativacdo da fosfolipase A, (PLA,)
citoplasmatica, que hidrolisa os fosfolipideos de membrana, gerando acido araquidonico
para a sintese de tromboxano A, (TXA;). Este, por sua vez, desempenha um papel de
retroalimentacdo positiva na agregagao plaquetaria induzida pelo colageno, ao ligar-se a
receptores acoplados a proteinas G, responsaveis por outra seqiiéncia importante de
sinalizagao intracelular (WATSON et al., 2005).

A trombina € certamente o agonista plaquetario mais potente e induz sinalizagao
intracelular, a0 menos em parte, através de receptores ativados por proteases (PAR) ligados
a proteinas G. Estes receptores, que pertencem a familia dos receptores de sete dominios
transmembranicos, convertem um evento de clivagem proteolitica extracelular em um sinal
transmembranico. A trombina se liga ao PAR1 e cliva o seu exodominio aminoterminal na
posicao Argy, liberando um peptideo e expondo um ligante oculto deste receptor, que por
sua vez ¢ capaz de auto-ativar este receptor (COUGHLIN, 2005). A trombina apresenta
outros receptores - como o PAR3, PAR4 e o complexo GPIb-IX-V - na superficie
plaquetaria. Pelo que se sabe, a interagdo cooperativa entre os receptores plaquetarios para
a trombina representa um importante mecanismo de ativagao plaquetaria.

No aspecto estrutural, a ativagdo plaquetaria resulta em mudangas internas e
externas na plaqueta. Um dos mais expressivos destes fenomenos na ativagdo plaquetaria ¢
o aumento da exposicao da glicoproteina IIb-Illa, também denominada de olIbIIl, cuja
conformagdo estrutural ¢ modificada na plaqueta ativada de tal modo a aumentar a sua
capacidade de ligagdo ao fibrinogénio. O fibrinogénio € o principal ligante da GPIIb-IIla e
a sua ligacdo a duas destas proteinas, localizadas em plaquetas diferentes, permitira a
ocorréncia da agregacdo plaquetaria (BERNDT et al., 2001; SAVAGE et al., 2001). As
glicoproteinas IIb (CD41) e a Illa (CD61) formam um complexo estequiométrico de 1:1

dependente de calcio, ndo covalentemente associado a membrana plaquetaria, que
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respondem por cerca de 3% das proteinas plaquetarias totais e por cerca de 17 % da massa
das proteinas da membrana plaquetdria em humanos. O complexo GPIIb-Illa pertence a
superfamilia das integrinas, que ¢ uma familia de receptores expressos na supeficie de todas
as células. Os sinais mediados pelas integrinas regulam a interagao célula-célula e célula-
matriz, eventos primordiais em uma grande variedade de fendmenos biologicos. A
formacao de um complexo entre as duas glicoproteinas ¢ fundamental para a funcionalidade
deste complexo. Aparentemente, a actina e as proteinas associadas a ela reprimem os
dominios intracitoplasmaticos de GPIIb-Illa em estado de repouso, que sdo liberados
durante a ativacao plaquetaria, uma vez que as proteinas do citoesqueleto se envolvem com
a mudanca de forma. Deste modo, a GPIIb-IIla sofre uma modificacdo no seu complexo
estrutural e aumenta sua afinidade de ligagdo ao fibrinogénio (BENNETT, 2005).

O fluxo de informagdes que causa a modificacao do estado de repouso da GPIIb-I1la
para o seu estado de ativagdo, quando ela se torna capaz de unir-se a ligantes, ¢ regulado
por uma pléiade de eventos intracelulares. Apds a ocupagdo do sitio de ligagdo das
integrinas, a informagdo desta ligacdo ¢ enviada através da membrana plasmatica para o
interior do citoplasma, por um processo conhecido como sinalizacdo de fora para dentro,
evento que promove o agrupamento das integrinas na superficie celular e a fixagdo dos
dominios intracelulares das integrinas ao citoesqueleto plaquetario. A sinalizacdo de fora
para dentro também esta relacionada com diversas fungdes criticas a fisiologia plaquetaria,
como a geracdo de TXA,, a ativacdo da calpaina, a fosforilagdo de proteinas, o
metabolismo fosfolipidico, a microvesiculagdo plaquetaria e a secrecdo de granulos o e
corpos densos. Tanto a ativagdo de dentro para fora como a de fora para dentro tém papéis
complementares na regulacdo da atividade da GPIIb-IIla (WATSON et al., 2005).

A mudanga na estrutura quaternaria da GPIIb-IIla, quando ativada, permite a
abertura do seu sitio de liga¢do para a entrada de ligantes macromoleculares. (SANTORO;
SANO-MARTINS, 2004)Posteriormente a ligacdo do fibrinogénio ou de suas seqiiéncias
de reconhecimento a GPIIb-IIla, outras mudangas estruturais se sucedem nestas
glicoproteinas, de modo que surjem novos epitopos - denominados epitopos induzidos pela
unido de algum ligante (LIBS) (CALVETE, 1994)). A exposi¢ao de alguns destes epitopos
tem sido usada como marcador do estado de ativacdo plaquetaria (SANTORO; SANO-
MARTINS, 2004; TOMER, 2004). Além de seu papel principal como receptor do



Introducdo 27

fibrinogénio, a GPIIb-I1la também pode se ligar a outras proteinas adesivas encontradas no
plasma ou no subendotélio, como a fibronectina, o vVWF e a vitronectina. A ligagcdo desta
integrina tanto ao fibrinogénio como ao vWF podem levar a agregagdo plaquetaria, mas
devido a sua alta concentracdo no plasma, o fibrinogénio ¢ o ligante fisiologico mais
importante da GPIIb-IIla (BENNETT, 2005).

Como mencionado anteriormente, a ativagdo plaquetaria causa modificagdes
substanciais do citoesqueleto plaquetario, que sdo fundamentais para a mudanga de forma,
adesdo, agregacgao e secrecao destas células. Tais modificagdes tém um papel importante no
movimento dos granulos plaquetarios e na exocitose (REED et al., 2000). Quando ocorre a
exocitose plaquetaria, os granulos se fundem com a membrana citoplasmatica ou com o
sistema de canais abertos para secretarem seu conteudo no meio extracelular, e durante o
processo de coalescéncia dos granulos de secrecdo com a membrana plaquetaria, diversas
glicoproteinas que estdo presentes exclusivamente na membrana interna destes granulos se
tornam expressas na superficie da plaqueta. Dentre estas, pode-se destacar a P-selectina , o
CD63, LAMP-1 e 0 CD154 (MICHELSON; FURMAN, 1999).

A P-selectina, também conhecida como CD62P, GMP-140 ¢ PADGEM, ¢é uma
glicoproteina que existe exclusivamente dentro dos granulos a das plaquetas quiescentes e
em células endoteliais ndo estimuladas. A expressdo desta proteina na superficie plaquetéria
tem sido utilizada como marcador da ativacdo plaquetaria (JURK; KEHREL, 2005;
STEINHUBL; MOLITERNO, 2005). Tanto nas células endoteliais como nas plaquetas, a
expressao da P-selectina intermedeia a adesdo de monocitos e neutrdfilos, por meio do
ligante PSGL-1 expresso na superficie destes leucocitos. O PSGL-1 esta envolvido
diretamente com o rolamento dos leucocitos sobre a superficie da célula endotelial. Além
desta fun¢do de adesdo celular, a P-selectina ligada ao PSGL-1 induz a geragdo de
mensageiros intracelulares em leucdcitos e o acionamento de uma série de mecanismos no
citoplasma dos leucocitos que podem ser entendidos como um processo de ativagdo destas
células. Portanto, as demais etapas da migracao leucocitéria e a resposta inflamatéria como
um todo estdo intimamente relacionadas ao papel da P-selectina no fenomeno de
recrutamento leucocitario (ANDRE, 2004).

A diversidade de papéis desempenhados pelas plaquetas tem suscitado novas

abordagens e proposto novos paradigmas no estudo da inflamacao e também no estudo da
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resposta imune adaptativa. Nos processos patologicos de injuria ao endotélio e ao tecido
subjacente, a plaqueta ¢ o primeiro elemento da circulacdo a entrar em contato com a
injaria celular e eventualmente tecidual. Naturalmente, o papel de linha de frente
desempenhado pelas plaquetas evidencia sua importancia nas etapas iniciais do processo
inflamat6rio, mas a sua acao no local da injuria pode perdurar por mais tempo do que se
acreditava até recentemente, influenciando n3o somente nos processos de
neovascularizagdo e de cicatrizagdo, mas também a resposta adaptativa, e mais duradoura ,
do sistema imune (HILF et al., 2002; ELZEY et al., 2003).

Uma série de trabalhos recentes tem mostrado que o contato entre a plaqueta com
agentes bacterianos, pertencentes a espécies diversas, ¢ capaz de acionar mecanismos
plaquetérios de ativagdo, agregacdo e degranulacdo (YOUSSEFIAN et al., 2002; BYRNE
et al., 2003; KALVEGREN et al, 2003; PAMPOLINA; MCNICOL, 2005).
YOUSSEFIAN et al. (2002) mostraram que as plaquetas foram habeis em internalizar tanto
o virus HIV quanto a bactéria Staphylococcus aureus, sendo esta habilidade plaquetaria
aumentada sob condic¢des de ativacdo.

Adicionalmente, outras investigacdes sugeriram que as plaquetas desempenhariam
um papel crucial na protecdo contra a infestagdo por helmintos (JOSEPH et al., 1983;
BOUT et al.,, 1986; PANCRE et al., 1990), enquanto outros autores evidenciaram a
presenca de receptores toll-like em plaquetas humanas (COGNASSE et al., 2005; ASLAM
et al., 2006). Ainda, a producao e liberagdo pelas plaquetas de interleucina 1-beta (IL1-p),
um importante mediador inflamatdrio, também tém sido demonstradas (KAPLANSKI et
al., 1993; LOPPNOW et al., 1998), e LINDEMANN et al. (2001) sugeriram a estas células
um papel regulatorio na inflamagdo aguda, baseado nos achados in vitro de que plaquetas
ativadas, dentro de uma malha de fibrina, podem continuar produzindo IL-1 por periodos
prolongados de tempo.

Com relagdo a resposta imune adaptativa, investigagdes recentes t€ém proposto para
as plaquetas uma importante funcdo na apresenta¢do de antigenos, no aumento da resposta
da célula T CDS e, conseqiientemente, na regula¢do da produ¢ao de anticorpos (HILF et al.,
2002; ELZEY et al., 2003; KANEIDER et al., 2003). A ja reconhecida capacidade da
plaqueta em expressar a proteina CD154 (também conhecida como CD40L) pode ser um

importante elo de ligagdo entre a coagulagdo, a inflamacgao e o sistema imune adaptativo. A
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expressao da CD154 estimula a célula endotelial a iniciar a resposta inflamatdria na parede
do vaso, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo na sua superficie e a liberagao de
mediadores inflamatorios (HENN et al., 1998). Além desta funcdo na resposta inflamatoria
aguda, BENNETT et al. (2005) propuseram que a CD40L desempenharia um papel critico
na resposta imune adaptativa, conferindo a plaqueta que a expressa uma importante fungao,
a de influenciar positivamente a resposta das células T e B, favorecendo assim a maturagao
das células dendriticas e o aumento da producao de IgG dependente da célula T. Por fim, o
autor propdem que plaqueta tem um papel no atual paradigma da resposta do centro
germinativo de célula B.

As plaquetas sdo responsdveis por uma importante interface entre os fenomenos
relacionados a inflamacao e a coagulacdo. Dentro da classe dos mamiferos, as plaquetas sao
as células sangiiineas que possuem um repertoério molecular apto a desempenhar fungdes
distintas, mas intrinsecamente relacionaveis, nos eventos ligados a hemostasia, defesa e
reparo, (WEYRICH et al., 2003). Entretanto, certas condigdes fisiopatoldgicas podem levar
a plaqueta a desempenhar papéis indesejados. Assim, a intricada funcionalidade plaquetaria
permite que estas células desempenhem um papel chave na patogénese de graves doengas
circulatorias.

Desta forma, a P-selectina e a sinalizagdo promovida pelo complexo
CD154/CD154L das plaquetas contribuem significativamente no aumento da resposta
inflamatéria de rolamento e de aderéncia leucocitaria nos processos de isquemia cerebral
seguidos de reperfusdao (RUGGERI, 2002; ISHIKAWA et al., 2005). Ainda, estas células
ocupam um papel central nos processos de aterogénese e, por conseguinte, na formagao da
placa aterosclerdtica. Em um modelo murino, a P-selectina de plaquetas e de células
endoteliais tem sido mostrada como um importante fator no grau de maturagdo da lesdo
ateromatosa, que pode ser avaliada pela presenca de células musculares lisas e pelo grau de
calcificagdo da lesdio (BURGER; WAGNER, 2003). Em contrapartida, a deplegao
plaquetaria ou a inibi¢do da adesdo minimizaram a formacdao precoce da placa
aterosclerdtica em camundongos (MASSBERG et al., 2002), enquanto que infusdes
repetidas por muitas semanas de plaquetas ativadas em camundongos favoreceram a

formacao da lesdo aterosclerdtica (HUO et al., 2003).
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Por outro lado, a plaqueta desempenha naturalmente um papel central na
hemostasia, atuando no controle dos eventos hemorragicos. A sua fung¢do em limitar o foco
hemorragico ¢ classicamente estudada e conhecida, como destacado anteriormente, mas
estudos t€m proposto, como descrito acima, que o papel protetor da plaqueta ultrapassa a
sua fungdo de aderir em células/substrato, ativar-se e agregar. Outras vias pelas quais as
plaquetas exerceriam um papel protetor foram apontadas ha décadas por autores que
mostraram que a plaqueta possui uma plasticidade incomum, podendo se projetar ela
propria entre as juncgdes interendoteliais, de forma isolada, ou até mesmo ser incorporada
pelo citoplasma da célula endotelial, no intuito de melhor delimitar o leito vascular
(WOICIK et al., 1969).

Em outro estudo investigando o seu papel protetor, KENT et al. (1995) mostraram
que a capacidade da plaqueta de estimular a regeneracdo endotelial de uma artéria lesada
estaria diretamente relacionada a sua capacidade de se ligar direta entre plaqueta e célula
endotelial, uma vez que o sobrenadante plaquetdrio nao foi capaz de produzir o mesmo
efeito regenerativo.

A acdo do veneno loxoscélico sobre as plaquetas tem sido investigada ao longo das
ultimas décadas, tanto em modelos experimentais quanto em estudos in vitro. Uma das
conseqiiéncias da acdo local deste veneno ¢ a ativagdo plaquetaria in loco, sendo o
envolvimento destas células mostrado em trabalhos experimentais que evidenciam a
diminui¢do do numero de plaquetas circulantes em animais injetados com altas doses deste
veneno (DENNY et al., 1964; BERGER et al., 1973; DA SILVA et al., 2003). Estudos
realizados in vitro com veneno loxoscélico de diferentes espécies tém mostrado sua
capacidade em promover a agregagdo plaquetaria, bem como a participagdo da
esfingomielinase D na indugao deste processo (KURPIEWSKI et al., 1981; BABCOCK et
al., 1986; REES et al., 1988; DA SILVEIRA et al., 2006).

Em recente trabalho experimental, TAVARES et al. (2004) investigaram as
principais alteragdes hematoldgicas resultantes da agdo do veneno de L. gaucho em
coelhos, que tem sido ao longo dos anos o modelo experimental mais utilizado para o
estudo da lesdo dermonecrotica. Concomitante ao precoce e intenso quadro de
trombocitopenia instaurado, observou-se que a contagem do nimero de leucdcitos e, em

especial, de neutréfilos, acompanhou a queda do nimero de plaquetas ao longo dos tempos
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estudados. Histologicamente verificou-se a ocorréncia de regides com intenso infiltrado
inflamatorio e a expressiva formacgao de trombos intravasculares. O decréscimo sangiiineo
destas duas linhagens celulares acompanhou a progressdao da lesdo, evidenciando a
participacao, de forma ativa ou passiva, dos leucdcitos e das plaquetas no desenvolvimento

da dermonecrose induzida pelo veneno loxoscélico.
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A plaqueta, por ser um elemento figurado sangiiineo, estd presente em toda a
economia corporea e participa de uma infinidade de fendmenos fisiologicos e patologicos,
atuando por diferentes vias nas respostas reparadoras ¢ mantenedoras da homeostasia. E
ainda um importante elo entre a inflamacdo, a coagulacdo e a imunidade adaptativa,
promovendo um ténue balango entre os elementos celulares e moleculares que participam
destes sistemas. Dependendo do processo fisiologico e/ou patologico que se considera, a
plaqueta pode assumir diferentes papéis, favorecendo ora os fendmenos hemostaticos, ora
os fenomenos inflamatdrios, ora a modulagdo destas respostas.

Sabe-se que a exposi¢do in vitro de plaquetas humanas a venenos loxoscélicos de
diferentes espécies € capaz de promover a agregacao plaquetaria. Entretanto, a influéncia
do veneno sobre outros importantes fendmenos plaquetarios, como a adesdo e a ativagao,
ainda ndo foram investigados. Além disso, a literatura cientifica ndo registra estudos in
vitro a respeito da acao do veneno loxoscélico sobre plaquetas de coelhos, que tem sido ao
longo de décadas o principal modelo experimental para o estudo da lesdo dermonecrdtica.

Com relacdo ao loxoscelismo e considerando-se a evolugdo da dermonecrose, muito
pouco se sabe a respeito do papel que a plaqueta desempenha na patogénese dos fendmenos
inflamatdrios que disparam o inicio da dermonecrose. Da mesma forma, ¢ também
desconhecida a atuacdo da plaqueta (e ainda se esta atuaria de forma ativa ou passiva) ao
longo da progressao da lesdo. Ainda, desconhece-se qual a influéncia da série trombocitica
sobre os demais eventos observados in loco, como a hemorragia local e a coagulagdo intra e
extra-vascular. Assim, é possivel que a plaqueta tenha uma participagao efetiva ao longo do
processo de formagdo da dermonecrose, favorecendo ou inibindo a instalagdo e a evolucao
de processos importantes para a lesdo, como a hemorragia e a coagulacdo intravascular

locais.
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2 OBJETIVOS

> Caracterizar em plaquetas humanas e de coelhos o efeito in vitro do veneno
total de Loxosceles gaucho, e de sua fragdo esfingomielinésica, sobre as fungdes de

agregacado, adesdo e ativacdo plaquetdrias.

> Avaliar o envolvimento das plaquetas na evolucao da lesdo dermonecrotica
induzida pelo veneno total da aranha marrom, Loxosceles gaucho, utilizando para

tanto um modelo de trombocitopenia experimental em coelhos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos deste trabalho que envolveram a utilizagdo de animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (processo
129/2003).

Duas cabras foram mantidas na fazenda Sao Joaquim, pertencente ao Instituto Butantan
e localizada no municipio de Aragariguama, para a produ¢do dos anticorpos anti-plaqueta de
coelho. Os dois exemplares caprinos foram mantidos em condigdes de semi-confinamento,
sendo alimentados com pastagem e suplementados com ragdo apropriada e com a supervisao
veterinaria adequada, sob condigdes sanitarias e de manejo indicadas para a espécie.

Para a obtencdo das plaquetas usadas na imunizacdo e para a execucdo da parte
experimental proposta neste estudo, foram utilizados coelhos albinos da raca Nova Zelandia,
provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan. Visando-se uma maior homogeneidade
dos grupos, utilizou-se somente animais machos, adultos, com pesos proximos a 3 kg. Estes
foram mantidos sob condi¢des de laboratorios, em gaiolas individuais, com agua e racao sendo

fornecidos ad libitum.

3.2 OBTENCAO DO VENENO

Foram utilizadas amostras retiradas de um “pool” de veneno de Loxosceles gaucho,
que foi obtido a partir de um lote de 1.000 aranhas capturadas na regido da grande Sao Paulo.

O veneno foi extraido e processado segundo a técnica de (BUCHERL, 1969) e
modificado por Barbaro et al. (1992). Apds a captura, as aranhas foram deixadas em repouso
pelo periodo minimo de uma semana antes da coleta do veneno. Para a extragdo, foram
imobilizadas com pingas e submetidas a um estimulo de 30 volts, por 2 segundos, na regiao
ventral do cefalotérax, a fim de induzir a secrecao do veneno. Este foi imediatamente aspirado
dos ferrdes com o auxilio de uma micropipeta automatica e depositado em tubo eppendorff
contendo solugdo de NaCl 154 mM. Quando puro, o veneno ¢ um liquido incolor e
transparente. Uma contaminagdo ocasional, pelo conteudo estomacal, torna o veneno turvo,

sendo neste caso desprezado. O veneno obtido foi estocado a -20° C até o momento do uso. A
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concentracao protéica do veneno foi determinada pelo método de (BRADFORD et al., 1976),

utilizando-se uma curva padrao de soro albumina bovina (BSA).

3.3 PURIFICACAO DA FRACAO ESFINGOMIELINASICA A PARTIR DO VENENO
OBTIDO

O veneno foi fracionado por cromatografia de troca idnica, utilizando-se o sistema
rapido de cromatografia liquida de proteina (FPLC - Pharmacia, Uppsala, Suécia). As
amostras foram aplicadas em colunas Mono S HR 5/5 ou
Mono Q HR 5/5 equilibradas com tampdo. As proteinas ligadas a coluna foram
eluidas por um gradiente de NaCl que variou de 0 a 1 M. Determinou-se o perfil de eluicao
pela medida da absorbancia a 280 nm. As fragdes obtidas foram entdo agrupadas e
caracterizadas por SDS-PAGE, separando-se a fracdo de 35 kDa, correspondente a fragdo

esfingomielinasica do veneno.

3.4. ACAO IN VITRO DO VENENO DE LOXOSCELES GAUCHO E DA SUA FRACAO
ESFINGOMIELINASICA SOBRE AS PLAQUETAS

3.4.1 Coleta sangiiinea para obtencio das plaquetas

Para os estudos in vitro de agregacao plaquetaria, a coleta sangiiinea em coelhos
normais e saudaveis foi realizada na artéria central do pavilhdo auricular, por meio de um
escalpe de calibre 21G. Este era introduzido na artéria e a amostra de sangue recolhida
passivamente, ou seja, sem ser realizada pressdo negativa, a fim de diminuir o risco de
ativacdo plaquetaria. As primeiras gotas eram desprezadas e o restante do sangue coletado em
frasco contendo os anti-coagulantes citrato de soédio (1,3 M, adicionado ao sangue na
propor¢ao de uma parte de citrato para nove de sangue), ou ACD (citrato de sodio 85 mM,
acido citrico 71,4 mM e D(+) glicose 111 mM; adicionado ao sangue na propor¢ao de uma
parte de ACD para seis de sangue). Em doadores humanos saudaveis, a coleta foi realizada na
veia braquial. Utilizou-se os mesmo anticoagulantes descritos para a obtencao da plaqueta de

coelho.
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3.4.2 Obtencao do plasma rico em plaquetas (PRP) e da suspensdo de plaquetas lavadas
(SPL)

Logo ap6s a obtengdo das amostras sangiiineas, estas foram centrifugadas a 150 g por
20 min (temperatura ambiente), em centrifuga Incibras modelo Spin VI. O sobrenandante,
correspondente ao PRP, foi retirado e o restante do sangue foi recentrifugado a 1700 g por 15
minutos para a obtencao do plasma pobre em plaquetas (PPP).  Apos a contagem
plaquetaria no PRP, este tltimo foi diluido e deixado em tubos plasticos fechados e mantidos a
temperatura de 37°C até o momento da realizagdo dos testes de agregagio plaquetaria.

Para a obtenc¢do da SPL, o sangue anti-coagulado com ACD foi coletado e submetido
ao mesmo procedimento descrito acima, até a obtengdo do PRP. A este adicionou-se 10 uL de
prostaglandina E; (PGE, na concentra¢dao de 200 pg/mL em etanol)/ mL de PRP. Logo apos a
centrifugacdo do PRP, o pellet foi ressuspenso em solucdo de Tyrode modificada sem calcio
(NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; NaH,PO4 0,42; MgCl, 1 mM; EGTA 0,26 mM; albumina
bovina 0,35% (p/v); D(+) glicose 5,6 mM; apirase 0,02% (p/v); pH = 6,2) e mantido a 37°C
por 10 minutos; centrifugou-se entdo essa suspensao 1700 g, a temperatura ambiente, por 20
minutos. O sedimento plaquetério obtido foi entdo novamente ressuspenso na mesma solugao
e centrifugado novamente. Por fim, o sedimento de plaquetas foi ressuspenso em solugao de
Tyrode modificada com célcio (solucdo de Tyrode descrita acima, sem EGTA e adicionada de
CaCl, 2 mM), em volume adequado para permitir o ajuste do numero de plaquetas em
300x10°/L. Esta suspensio foi mantida a 37°C, em tubos fechados, até o0 momento dos testes

de agregagdo plaquetaria.

3.4.3 Ensaio de agregacio plaquetaria

Os efeitos do veneno de Loxosceles gaucho e de sua fracdo esfingomielinasica sobre a
agregacdo plaquetaria de PRP e SPL, de humanos e de coelhos, foram verificados por meio de
um sistema Otico. A contagem plaquetaria foi acertada para 300 x10°/L e a agregagio foi
realizada em um agregdmetro Chrono-log (model 560VS) pelo método de BORN (BORN,
1962), com velocidade de agitagdo a 1000 rpm e temperatura constante mantida em 37°C. Os
PRPs e SPLs foram mantidos aquecidos a 37°C sob agita¢do constante durante 2 minutos, nas
cubetas de agregagdo, previamente a adicao do agonista, do veneno total ou de sua fragdo. O

registro das curvas foi feito com o auxilio do programa Aggro/Link for Windows, versao 4.75
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(Chrono-log, EUA). O registrador foi ajustado de maneira que o registro da linha de base do
PRP ou SPL, sem adi¢dao de agonistas, fosse mantido na linha de 0% de transmitancia,
enquanto que a solugdo de Tyrode (para plaquetas lavadas) ou o PPP (para agregacdo em PRP)
fosse mantido na linha de 100% de transmitancia. Os resultados de cada curva de agregagdo
foram expressos em termos de porcentagem de agregacdo, isto €, a amplitude de agregacao
apo6s 5 e 10 minutos de adicao do agonista, do veneno ou da fragdo.

O veneno total ou sua fragdo foram diluidos em salina, e 10 pL de veneno total
(concentragoes finais de 20 e 40 pl/mL para plaquetas humanas e de coelhos, respectivamente)
foram adicionadas a 400 uL de PRP ou de SPL. A intensidade de agregacdo plaquetaria em
PRP ou SPL incubados com o veneno total, com a fragdo ou com o colageno (Chrono-log®
USA) foi avaliada durante 10 minutos. As amostras controle foram incubada com 2 ou 4

png/mL de colageno (concentragdo final), para PRP humano e de coelho, respectivamente.

3.4.4 Liberacio de lactato desidrogenase (LDH)

Ap6s o final da incubagdo do PRP com o veneno total de L. gaucho (20 pg/ml para
PRP humano e 40 ng/mL para PRP de coelho) nos testes de agregagdo, as amostras de PRP
foram centrifugadas em 1900 g por 15 minutos. O sobrenandante das amostras foi utilizado
para determinar a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) das plaquetas, que ¢
indicador classico de lise celular. O protocolo de BURTIS & ASHWOOD (1986) foi
modificado de tal forma que a atividade de LDH pudesse ser lida em microplacas de 96 pogos
para leitor de ELISA. Sucintamente, nos po¢os de uma microplaca foram colocados 200 puL
de uma solugdo contendo B-NADH 170 uM (diluido em uma solugdo contendo piruvato 14
mM; tampao Tris-EDTA 5 mM), ao qual se adicionou 5 pL. da amostra teste de plasma. Foi
utilizada uma curva cinética em leitor de placa de ELISA, com leitura a cada minuto. O
célculo da atividade de LDH deu-se através da seguinte formula, que leva em consideragdo o
volume do pogo da placa (0,2 mL), o volume da amostra (0,005 mL) e o coeficiente de
absorcdo micromolar do NADH a 339 nm (6,3x10™):

AA/min _ 0,205

U/L (umol/min/L)= X
(u ) 6,3x107° 0,005

onde AA/min ¢ igual a diminui¢do da absorbancia maxima/minuto.
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3.4.5 Ensaios de adesdo plaquetaria

Para os testes de adesdo plaquetaria, utilizou-se o plasma rico em plaqueta (PRP)
obtidos de humanos e de coelhos. Este ensaio foi realizado em microplacas, como descrito
previamente (ERIKSSON; WHISS, 2005), contendo algumas adaptagdes para viabilizar o
estudo com o veneno loxoscélico. As microplacas foram sensibilizadas por cada po¢o com 50
pL de uma solugdo contendo 40 pg/mL de colageno, diluido em &acido acético 5 mM, pelo
periodo de 2 horas, a 37°C. Imediatamente antes do uso, as microplacas foram lavadas duas
vezes com PBS contendo MgCl,. O bloqueio dos pogos foi feito com 2 mg/mL de
soroalbumina bovina, incubando-se por uma hora 37 °C. Apds lavar com PBS modificado, 40
uL/pogo de PRP (contagens ajustadas para 75x10°/L e 150x10°/L, para as amostras humanas
e de coelho, respectivamente) foram adicionados em placas pré-aquecidas a 37 °C, e logo em
seguida 10 uL de uma solugdo de veneno ou fragdo, serialmente diluida em solugdo salina,
foram adicionados. Apds incubagio pelo periodo de 1 hora a 37 °C, as placas foram lavadas
novamente com PBS e cada pogo foi rapidamente suplementado com 150 pL. de tampao
citrato, pH 5.4, contendo 0.1% de Triton X-100 (para causar lise instantdnea das plaquetas), e
também p-nitrofenil fosfato 5 mM como substrato para as fosfatases plaquetarias. Apos a
incubagdo a 37 °C por uma hora, a reag¢do foi parada e a cor desenvolvida pela adigdo de 100
pL de 2 M NaOH.. O p-nitrofenol produzido pela reagdo foi medido com um leitor de
microplaca a 405 nm contra um branco de PPP. O percentual de células aderentes foi
calculado com base em curvas padrdes obtidas com pontos conhecidos de contagem

plaquetaria.

3.4.6 Ativaciao plaquetaria - Citometria de fluxo das plaquetas

A fim de determinar a expressdo de marcadores de ativacdo na superficie plaquetaria,
amostras de PRP de coelho ¢ humano foram incubados com o veneno ou com sua fracdo e
usadas para estudos de citometria de fluxo, como descrito por SANTORO et al. (2004). A
intensidade de marcagdo de anticorpos conjugados com isotiacianato de fluoresceina (FITC)
ou com ficoeritrina (PE) foram avaliados em PRP expostos ao veneno de L. gaucho e sua
fragao e comparado com um PRP, contendo plaquetas quiescentes (controle negativo), e ainda
com um segundo PRP, contendo plaquetas ativadas pelo colageno (controle positivo). Visando

avaliar a intensidade da ativacao plaquetaria,.foram utilizados os seguintes anticorpos:
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» Anti-LIBSI1 (gentil doacdo de Dr. Mark H. Ginsberg, Scripps Research Institute, La
Jolla, EUA), um anticorpo monoclonal que reconhece um epitopo (LIBS1) sobre a
GPIIb-IIIa, que ¢ exposto pela mudanca conformacional da GPIIb-IIla, no momento
em que esta interage com seu ligante, seja o fibrinogénio ou peptideos que contenham
a seqliencia RGD, ou ainda a seqiiéncia HHLGGAKQAGDV (GINSBERG et al.,
1990). Este anti-LIBS1 ainda reage cruzadamente com a GPIlla de coelho (RAND et
al., 1999);

» 12A7 (gentil doagdo do Dr. Guy Reed, Havard School of Public Health, Boston, EUA),
anticorpo monoclonal que reage especificamente com P-selectina de coelhos e usado
para acessar a ativacdo plaquetaria in vitro (REED et al., 1998);

» Anti-CD62P humana conjugada com PE (Pharmingen), monocloanal que reage
especificamente com a P-selectina humana.

» IgY anti-GPIIb-IIla de coelho conjugada ao FITC (Santoro et al., 2004), que mostrou-
se eficaz em marcar a GPIIb-Illa de coelho e também reconhece esta proteina em
plaquetas humanas (SANTORO et al., 2004).

As plaquetas foram expostas, sob condigdes de agregémetro, ao veneno ou a sua fragao
por 10 minutos, ou ao colageno por 5 minutos. Plaquetas quiescentes permaneceram sob
agitagdo a 1000 rpm por 5 minutos a 37 °C. Logo em seguida, cada amostra foi fixada com um
igual volume de paraformaldeido 2% em PBS (pH 7.4). Aliquotas de 25 pL de plaquetas
fixadas foram incubadas com (1) 25 pL de uma solu¢do de 40 pg/mL de anti-LIBS ou (2) 25
pL do anticorpo 12A7 por 1 hora a temperatura ambiente, sendo entdo adicionado 2 pL de
conjugado de anti-IgG de camundongo produzido em cabra (Sigma); ou (3) 2 uL de anti-
CD62P de humano conjugado a PE (100 pg/mL) ou (4) 2 uL de IgY anti-GPIIb-IIla de coelho
conjugado ao FITC (500 ug/mL) foram usados para amostras de plaquetas fixadas e incubadas
por 1 hora (exceto para a ultima, 2 h) em temperatura ambiente € no escuro. As amostras
foram analisadas em citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickson, EUA). Os dados de
luz de dispersao e fluorescéncia de 10.000 eventos foram coletados com todos os detectores
em modo logaritimico. Os dados foram salvos em arquivos em modo de lista do citdmetro de

fluxo para subseqiiente analise no programa WinMDI, versao 2.8.



Material e Métodos 40

3.5 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.5.1 Obtenc¢ao do anticorpo anti-plaqueta de coelho

3.5.1.1 Coleta sangiiinea para obtencio e processamento de plaquetas de coelho

As plaquetas de coelho para imunizacdo das cabras foram obtidas de quatro animais
machos adultos anestesiados com tiopental sodico (50 mg/kg). O sangue foi coletado por
puncao da artéria cardtida, exposta por procedimento cirurgico, para a obtencdo do maior
volume possivel de sangue. A coleta sangiiinea foi realizada em seringas plasticas que
continham previamente o anticoagulante ACD modificado (citrato de sédio 75 mM; acido
citrico 42 mM; D(+) glicose 139 mM; teofilina 15 mM; adenosina 3,7 mM), na proporg¢ao de
uma parte de anticoagulante para 6 partes de sangue. O procedimento de lavagem foi idéntico
ao realizado para a obtenc¢ao da SPL (item 3.4.2.). Finalmente, apds a tltima centrifugacao, as
plaquetas foram dissolvidas em tampao de lise (Tris 10mM; NaCl 150 mM; CaCl, 1 mM;
NaN; 0,05%; Triton X-100 1%; PMSF 2 mM; pH 7,4) e homogeneizadas vigorosamente, para
que ocorresse a ruptura plaquetaria. Apos o repouso a 4° C por 10 minutos, esta suspensao foi
centrifugada a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado do precipitado
e armazenado sob congelamento de —70°C até o momento do uso. Uma aliquota foi separada

para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1974).

3.5.1.2 Imunizacio das cabras

A suspensdo de tampao de imunizagdo contendo plaquetas lisadas foi descongelada no
dia da administracdo do antigeno nas duas cabras. Para sua preparagdo, em quantidade
suficiente para imunizar uma cabra, 2 mL da suspensdo do antigeno foi sendo acrescentada
lentamente a 2 mL de Montanide ISA 50V® (Seppic, EUA) em um becker sendo agitado por
um emulsificador. Por ultimo acrescentou-se 4 mL de uma solugdo de NaCl 154 mM +
Tween 80 (Sigma-Aldrich) a 2% (v/v). O becker foi agitado até se atingir um ponto de
emulsificacdio em que a suspensdo nao apresentasse dissolu¢do em agua. Para a primeira
imunizagdo, foi acrescentada 1% de BCG (p/v). Para os refor¢os de imunizagdo seguintes
("boosters"), o BCG nao foi acrescentado.

Para o procedimento de imunizacao, parte do dorso das cabras foi raspado e 8 mL da

suspensdo para imunizacdo foram aplicados por cabra, divididos em 1 mL por ponto, num
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total de oito pontos. Apos 15 dias, foi realizado o primeiro booster, sendo os dois outros feitos
em intervalos mensais.

Uma amostra de sangue de 5 mL era coletada antes das imunizag¢des para obtengdo de
soro e posterior titulacdo dos anticorpos produzidos. O titulo da amostra coletada no dia da
primeira imunizagdo foi considerado como o titulo inicial (T zero), e as demais coletas para
verificacdo dos titulos foram realizadas no dia dos reforgos, anterior ao procedimento de
imunizagdo. Por ultimo, foram tituladas as amostras de soro obtidas da sangria dos dois
animais, realizada 10 dias apo6s a terceira e ultima imunizagao.

Para as coletas de grande volume, cerca de 150 mL de sangue foram obtidos da veia
jugular, por coleta estéril a vacuo em frascos de 8 mL (Vacutainer®) contendo gel para a
coagulagdo do sangue e posterior separacao do soro. Apds o periodo aproximado de uma hora
em banho maria, visando a retragdo sangiiinea maxima, os tubos foram centrifugados a 3.000
g para a melhor separag@o do soro. Este foi congelado e mantido a — 70°C até o momento da

purificacdo da IgG.

3.5.1.3 Purificacio de anticorpos IgG do soro de cabras

Os anticorpos foram purificados do soro de cabras, utilizando-se o protocolo descrito
por McKinney & Parkinson (1987). O processamento do soro das duas cabras foi realizado
separadamente. Sucintamente, 50 mL de soro caprino foram adicionados a 200 mL de tampao
acetato 60 mM (pH 4,0) e o pH acertado para 4,5 com HCI 1 M. Adicionou-se 6,3 mL de
acido caprilico, gota a gota, para a separacao dos anticorpos de outras proteinas séricas. Apds
a centrifugacdo a 10.000 g durante 30 minutos, ao sobrenadante foi adicionado 0,277 g de
(NH4)>2SOy4 s6lido para cada mL da solugdo, com o intuito de precipitar a IgG. Centrifugou-se
novamente esta solucdo e o precipitado de IgG obtido foi dissolvido em salina tamponada
(PBS) (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; KH,PO4 1,5 mM; Na,HPO4 8,1 mM; pH 7,4) contendo
NaEDTA 2 mM. Em seguida, dialisou-se essa solu¢do de IgG de cabra contra 2,0 L do
mesmo tampao, duas vezes concentrado. A concentracdo protéica da solu¢dao de IgG em PBS
foi obtida pelo método do acido bicinconinico (Smith et al., 1985). Apds a dialise, essa

solucdo de IgG foi aliquotada, congelada e mantida a — 70°C até o momento do uso.
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3.5.1.4 Determinacao dos titulos de anticorpos anti-plaqueta por ELISA

Para a titulagdo dos anticorpos IgG, placas de ELISA Poli-sorp (Nunc) foram
sensibilizadas com 100 uL da solucao de plaquetas de coelho utilizada como antigeno para a
producao dos anticorpos, diluido em tampao carbonato pH 9,6 a uma concentracdo de 10
pug/mL. As placas foram incubadas a 4° C em camara imida por 18 h e a seguir lavadas 3
vezes com tampao de lavagem (NaCl 154 mM; Tween 20 0,05%). Logo apos, aos pocos se
adicionaram 200 pL de solu¢do bloqueadora (albumina bovina 3% em tampao carbonato, pH
9,6) por 2h a 37° C, e logo a seguir foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem. Em
seguida, os pogos foram incubados com 100 pL de dilui¢des seriadas na razdo de 2, partindo
de uma diluig@o inicial de 50 vezes (1/50) da solu¢do da IgG purificada. O anticorpo foi
diluido em tampao de incubagao (PBS; albumina bovina 1%; Tween 20 0,05%; pH 7,4). Apods
1 h de incubagdo a 37°C em camara umida, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de
lavagem. Logo depois, foram adicionados aos pogos 100 puLL. do conjugado de IgG-peroxidase
anti-IgG de cabra (Sigma-Aldric), diluido 1/40.000 em tampao de incubagdo, permanecendo
por 1 h a 37°C, em camara imida. As placas foram novamente lavadas 3 vezes. Para a
revelacdo, adicionou-se aos pogos 100 uL de uma solugdo recém-preparada de substrato (orto-
fenilenoidiamina (OPD) 1 mg/mL e H,O, 0,03%, dissolvidas em tampao citrato 0,1 M, pH
5,0). A reacdo foi interrompida pela adi¢do de H,SO4 30% (50 puL/poco). A absorbancia dos
pogos das placas foi lida em um leitor de ELISA Multiskan EX, com comprimento de onda
ajustado para leitura em 492 nm.

Definiu-se como titulo a menor concentragcdo de anticorpo capaz de desenvolver uma
leitura igual ou superior a 0,100 ao se subtrairem as absorbancias das diluigdes seriadas dos
pogos, sensibilizados com antigeno, pelos seus respectivos brancos (pogos nao sensibilizados

com o antigeno).

3.5.1.5 Teste para a presenca de pirogénio na IgG purificada
Considerando-se que alguns dos coelhos utilizados nos experimentos preliminares para
verificacdo da eficacia da IgG na inducdo da trombocitopenia apresentaram sintomas febris

(tremores leves, rubor e aumento da temperatura nas orelhas), foram entdo feitos testes para
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verificar a presenga de pirogénio nas amostras de IgG purificadas. Para tanto, trés coelhos
machos adultos da raga nova zelandia foram injetados i.v. com 10 mL de uma solugdo de NaCl
154 mM estéril contendo a IgG na dose de 10 mg de proteina por kg de peso vivo, processada
como descrita anteriormente. Para o teste, a temperatura retal basal foi tomada previamente,
meia hora antes da administracio da amostra, por eletrodos conectando os animais a um
registrador automatizado de temperatura, prosseguindo os registros a cada intervalo de trinta
minutos, pelo periodo de trés horas. Finalizado o teste do pirogénio, amostras sangiiineas
foram coletadas da veia auricular para contagem plaquetaria, visando avaliar a eficacia da dose

utilizada da IgG na indugao do quadro trombocitopénico.

3.5.1.6 Padronizacio da quantidade de IgG a ser administrada para inducio e
manuten¢io da trombocitopenia - Numero de leucocitos, de polimorfonucleares e
de mononucleares nos animais trombocitopénicos
Com base no grau moderado de trombocitopenia obtida pela administracdo da IgG

purificada no teste do pirogénio, foi testada entdo uma dose maior da IgG anti-plaqueta. Os

coelhos foram infundidos i.v. com a IgG anti-plaqueta, diluida na concentragdao de 5 mg/mL,

em solugdo de NaCl 154 mM estéril, por meio de um escalpe de calibre 25G. Para a

administracdo do anticorpo foi utilizada a veia marginal do pavilhdo auricular esquerdo. A

infusdo lenta do volume correspondente a dose de 30 mg/kg nao causou reacdes adversas nos

animais. A obten¢ao de pequenas amostras de sangue para contagem de plaquetas e leucocitos,
por sua vez, foi obtida da orelha direita, por puncao realizada por meio de um escalpe de
calibre 21G. As primeiras gotas eram desprezadas e o restante do sangue era coletado em
frasco com anticoagulante (EDTA sodico 2,7 mM). A contagem plaquetaria foi acompanhada
ao longo dos tempos de zero (anterior a administragdo do anticorpo), 1, 3, 6, 24 e 72 horas

apds a administracdo do anticorpo anti-plaqueta. Ainda, com o intuito de acompanhar a

resposta da série branca frente a administragdo do anticorpo, foi contado nestas mesmas

amostras de sangue o numero de leucocitos totais, de polimorfonucleares e de mondcitos, por

contagem manual em camara de neubauer, para melhor diferenciacao das células.
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3.6 Delineamento Experimental
3.6.1 Injecao i.d. do veneno de L. gaucho em coelhos trombocitopénicos e em coelhos com
contagem normal de plaqueta.

Com o objetivo de avaliar o papel da plaqueta no desenvolvimento da dermonecrose
induzida pelo veneno loxoscélico, realizou-se o estudo comparativo dos efeitos do veneno em
animais trombocitopénicos € em animais normais (coelhos com contagem normal de
plaquetas). Ainda, com a finalidade de estudar a resposta sistémica frente aos diferentes
tratamentos, foram avaliados parametros hematologicos e a funcionalidade dos
polimorfonucleares. Assim, foram utilizados os seguintes grupos de experimentais:

% Trombocitopénico experimental: infundido i.v. com a IgG anti-plaqueta e
injetado i.d. com veneno loxoscélico;
¢ Normal (numero normal de plaquetas) experimental: infundido i.v. com salina
estéril e injetado i.d. com veneno loxoscélico;
% Trombocitopénico controle: infundido i.v. com IgG anti-plaqueta e injetado i.d.
com salina.
% Normal controle: infundido i.v. com salina e injetado i.d. com salina.

Para cada um destes grupos, foram avaliados os tempos de 4, 24 e 120 horas, sendo
utilizado um n de 5 animais para cada tempo. Transcorrido estes tempos ap6s a inje¢ao i.d. do
veneno, procedeu-se a coleta sangliinea para obtengdo de plasma (anticoagulado com citrato
de sodio 130 mM) e de sangue (anticoagulado com EDTA sédico 2,7 mM), realizadas a partir
da artéria central do pavilhdo auricular. Coletas sangiiineas prévias foram feitas trés dias antes
do inicio dos experimentos, como controle dos parametros hematoldgicos e plasmaticos. Para
a indugdo da trombocitopenia nos animais, procedeu-se como descrito no item 3.5.1.6.

O protocolo experimental para os coelhos injetados i.d. com o veneno de L. gaucho (5
png de veneno total diluido em volume de 200 pL de solugdo estéril de NaCl 154mM) foi

executado conforme o esquema da figura 2.
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- 3 dias - 6 horas T zero
Coleta Administragio Administragdo
sangiiinea i.v. dalgG id. de 5 pgdo
controle anti-plaqueta veneno de
L. gaucho
Tempo Tempo Tempo
Experimental Experimental Experimental
4 horas 24 horas 120 horas
Figura 2 - Diagrama esquemdtico do protocolo experimental para os animais

trombocitopénicos.

3.6.2 Analise da area da lesao

Logo ap6s os procedimentos de coleta, os coelhos foram devidamente anestesiados com
tiopental sodico (30 mg/kg) e sacrificados com uma solugdo de KCI 5 M. Apos o sacrificio,
foram medidas as areas da lesdo, sendo tomadas as areas superficiais correspondentes aos
eventos visualizaveis: edema, eritema, equimose e escara necrotica. As areas foram medidas e
analisadas pelo programa KS300 (Zeiss). Por fim, as amostras da lesdo (grupos
trombocitopénico e normal injetados i.d. com veneno) e amostras da pele normal (grupos
normal e trombocitopénico controles injetados i.d. com salina) foram coletadas para

processamento e analise histopatologica.
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3.6.3 Fagocitose via C3b por polimormofonucleares de coelho

Com a finalidade de investigar a funcionalidade dos neutré6filos circulantes, estudou-se a
fagocitose via C3b para avaliar a capacidade da célula polimorfonuclear de fagocitar particulas
opsonizadas pelo fragmento C3b do complemento, metodologia esta utilizada como indicador
do estado da capacidade fagocitica da célula frente ao estimulo do seu receptor de C3b (CURI
et al., 1998).

A metodologia para separacdo dos polimorfonucleares de coelhos foi adaptada dos
trabalhos de Boyum (1968) e de Kouoh et al. (2000). Um volume de 5 mL de sangue
periférico heparinizado (15 U/mL) foi adicionado a uma solucdo de Dextran a 3% diluido em
PBS e submetido a sedimentagdo por aproximadamente 20 minutos. Um volume de 5 mL
desse sobrenadante foi colocado sobre 5 mL de histopaque (densidade de 1.077) em um tubo
falcon de 15 mL. Apos centrifugacdo a 400 g por 30 minutos a temperatura ambiente, a
camada de polimorfonucleares foi coletada e submetida a hemolise hipotonica pela adicao de
agua destilada; a osmolaridade normal foi refeita pela adigao de PBS duas vezes concentrado,
sendo por fim centrifugada a 400 g por 10 minutos. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de PBS
e realizada a contagem de células polimorfonucleares em camara de Neubauer para ajustar a
concentragio de células para 4 x 10°/mL.

Para a opsonizagao, foi utilizada uma suspensao de particulas de zymosan contendo 1x
10°/mL em 300 uL de PBS, adicionada de 300 pL de soro de coelho normal e incubada a 37°
C. Ap6s centrifugacao por 10 minutos a 3000 RPM, o pellet das particulas foi ressuspenso em
meio RPMI. Logo apos, 0,5 mL da suspensdo de polimorfonucleares, contendo 2x10° destas
células, foi adicionada de 0,5 mL de meio RPMI com zymosan opsonizado. Duplicatas destas
amostras foram incubadas por 40 minutos a 37° C em um recipiente de plastico contendo CO,
(pastilhas efervescentes de antiacido foram colocadas em copos com agua para liberagao do
gas). Apo6s a incubacdo, os esfregacos foram confeccionados utilizando uma centrifuga
citologica (Fanem, mod 248), na rotagdo de 600 RPM durante 100 segundos. As laminas
foram coradas pelo método de Rosenfeld e a contagem das células foi feita de acordo com um

“score”, somando-se:
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N de células que ndo fagocitou nenhuma particula de zymosan X 0

N de células que fagocitou 1 particula de zymosan X 1 —|—

N° de células que fagocitou 2 particulas de zymosan X 2

N° de células que fagocitou 3 ou mais particulas de zymosan X 3

Resultado expresso em nimero absoluto

3.6.4 Tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada

Visando avaliar os efeitos sobre a funcionalidade do sistema da coagulacdao nos
animais submetidos a diferentes tratamentos, o tempo de protrombina (TP) e o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) foram mensurados nas amostras de plasma de coelhos
pertencentes a todos os grupos experimentais. As amostras de plasma foram obtidas apos
centrifugacdo a 2000 g por 15 minutos (temperatura de 4° C) do sangue citratado. O plasma
separado foi aliquotado e congelado a -70°C até o momento do uso. A medida dos tempos em
ambos os testes foi feita em um coagulometro Quick Timer (Drake), utilizando-se o kit
Diacelin® (Diamed) para a obtencdo do TTPA, e o kit Diaplastin® (Diamed) para a obtengao

do TP, de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.6.5 Dosagem de vonWillebrand

Para a dosagem do fator de vonWillembrand em amostras plasmaticas, placas de
ELISA Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 100uL/poco de uma solucdo de IgG de
cabra anti-vWF humano (21,1 pg/mL0 em tampao carbonato pH 9,6. O anticorpo especifico
para o VWF humano, que também reage como vWF de coelho, foi adquirido da DiaSorin
(Minnesota, EUA). As placas foram incubadas a 4°C, em camara imida, por 18 h e a seguir
lavadas 3 vezes com tampao de lavagem (item 3.5.1.4).

Os pogos foram bloqueados com 200 uL de solugdo bloqueadora (item 3.5.1.4) por 2
horas a 37°C, em camara imida. A seguir, as placas foram lavadas durante 5 min, por 3 vezes,
com tampao de lavagem.

Para a obten¢do da curva padrao de vWF de coelho, utilizou-se como referéncia uma
combinacao de plasmas citratados de seis coelhos, obtidos conforme descrito em 3.5.1.4. Esta
solucdo do plasma referéncia foi diluida seriadamente na razao de 2, de 1/5 até 1/2560, em

tampao de incubacdo. Todas as dilui¢cdes do plasma de referéncia e as amostras de PPP (100
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uL/poco) foram aplicadas em triplicata nas placas. Apds 1 hora de incubacdo a 37°C em
camara umida, as placas foram lavadas 3 vezes durante 5 min com um tampao de lavagem.

A seguir, aos pocos foram adicionados 100 pL de IgG de cabra anti-vWF (DiaSorin),
marcada com NHS-biotina, na concentracio de 500 ng/mL, em tampdao de incubagdo
modificado (item 3.5.1.4.). O protocolo seguido para a conjugag¢do da IgG anti-vWF foi
semelhante ao descrito no item 3.5.1.4. As placas foram incubadas por 1 h a 37°C em camara
umida e a seguir lavadas 3 vezes durante 5 minutos com tampao de lavagem.

Adicionaram-se aos pocos 100 pL. de uma solugdo de conjugado avidina-peroxidase
(Sigma-Aldrich) na concentracao de 100 ng/mL em tampao de incubagdo modificado (item x-
x-X). As placas foram incubadas por 1 h a 37°C em camara timida e a seguir lavadas 3 vezes
durante 5 min com tampao de lavagem.

A revelagao da reagao foi feita como descrito no item (3.5.1.4).

3.6.6 Coloracao histolégica de fibrina-plaqueta

Os fragmentos de pele para andlise histopatologica foram fixados em solu¢do tamponada
de Bouin por 8 horas (4cido picrico 0,2% e paraformaldeido 2% em PBS, pH 7,4), transferidas
¢ mantidas em solucdo de etanol 70% até o momento da inclusdo em parafina. Para a inclusao,
os fragmentos passaram por uma bateria de desidratacdo de etanol 70%, etanol 95% (2 vezes,
1 hora cada), etanol absoluto (2 vezes, 1 hora cada), xilol (2 vezes, 1 hora cada) e parafina
(2vezes, 1 hora cada). ApoOs essa bateria, os fragmentos foram incluidos em parafina e
processou-se entao os cortes histoldgicos.

Os cortes histologicos de 5 pm foram colocados em estufa a 60° C por 30 minutos e
depois imersos em uma bateria para hidratacdo de 5 minutos cada (duas trocas em xilol, duas
em etanol absoluto, duas em etanol 95%, duas em etanol 70%, e enxaguados em agua de
torneira e dgua destilada.

Para a visualizacado e diferenciacao de redes de fibrina e plaquetas nos o6rgaos analisados,
os cortes histologicos foram corados pelo método de Fraser-Lendrum (LUNA, 1968).

Apo6s incubagdo em solucao de Zenker (Kycr,O7 2,5%; NaSO4 1%; HgCl, 5%; acido
acético glacial 5%) durante 2 horas a temperatura ambiente, os cortes foram enxaguados em
agua de torneira por 2 minutos e incubados em soluc¢do de iodo de lugol (iodo ressublimado

1%; KI 2%) por 15 minutos, enxaguados em agua de torneira e incubados por 15 minutos em
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solugdo de Na,S,03.5H,0 5%). Logo depois, os cortes foram lavados em agua destilada por 5
minutos e tratados com solucdo de sulfato férrico amoniacal 5% por 5 minutos. Apds essa
incubagdo, os cortes foram lavados em agua de torneira e corados pela hematoxilina de Mayer
por 5 minutos. Em seguida, foram lavados em agua de torneira e corados em solugao de picro-
laranja G (0,2 g de laranja G dissolvidos em 20 mL de uma solugdo aquosa saturada de acido
picrico acrescida de 80 mL de uma solugdo saturada de acido picrico em isopropanol) por 5
minutos. Os cortes foram posteriormente lavados em agua corrente, imersos em uma solugao
de ponceau-fucsina (fucsina acida 0,05% e ponceau 1%) por 5 minutos e lavados em agua de
torneira. Entdo os cortes foram corados novamente em solucdo de picro-laranja G por 15
segundos e lavados novamente. A diferenciacdo das cores foi feita por imersdo dos cortes em
solugdo de acido fosfotingstico 1% por 5 minutos; em seguida, os cortes foram lavados em
agua corrente e corados em solucdo de azul de anilina-acética (azul de anilina 1% em acido
acético 1%) por 2 minutos. Por fim, os cortes foram lavados em 4gua de torneira, desidratados
em bateria de etanol 70%, etanol 95%, etanol absoluto e xilol, (cinco minutos em cada um) e
montados em Entellan (Merck).

Os resultados podem ser visualizados da seguinte forma: A fibrina se cora em vermelho
vivo; as plaquetas em azul-violeta; as hemacias em amarelo-alaranjado; as fibras de coldgeno

em azul vivo; os leucocitos em roxo.

3.6.7 Imuno-histoquimica para marcacio de GPIIb-IIla

Com o intuito de localizar as plaquetas no diferentes tecidos, seja no local da lesdo,
seja no local de retirada destas células de circulagcdo, foram feitas reacdes imuno-
histoquimicas com anticorpo policlonal especifico para a marcacdo da glicoproteina
plaquetaria GPIIb-IIla, conforme descrito por Santoro et al. (2004).

Os cortes, obtidos e reidratados como descrito acima, foram imersos em solucdo de
H,0; metanolico (H,0; 0,6% em metanol 80%), por 20 min & temperatura ambiente, para a
inibicao da atividade endogena da peroxidase. Apos enxaguar, os cortes foram incubados em
solugdo de tripsina bovina (grau B, pancreas bovina, Calbiochem, USA) (tripsina bovina
0,1%; CaCl, 9 mM; NaCl 154 mM) por 20 min a temperatura ambiente. Logo depois, os

cortes foram lavados em NaCl 154 mM e incubados com o anticorpo.
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A revelagdo das plaquetas nos orgaos, os cortes foram entdo incubados com uma
solucdo de IgY anti-GPIIb-IIIa de coelho 6,6 ng/mL em PBS-albumina (albumina bovina 1%
e Tween 20 0,05% em PBS, pH 7,4 ) por 18h, em cAmara Gimida, a 4°C. Utilizou-se 0,5 mL
desta solucao por lamina.

Ap0s a incubagdo, os cortes foram enxaguados em PBS com Tween 20 (0,05%), com 3
trocas de 5 min cada. Em seguida, os cortes foram incubados com os respectivos conjugados.
Os cortes foram enxaguados e entdo incubados o respectivo conjugado. Para a revelagao da
GPIIb-IIIa, estes foram incubados com IgG de coelho, conjugada com peroxidase, anti-IgY de
galinha (Sigma-Aldrich), diluida 1/200 em PBS-albumina. A incubagdo dos cortes com os
conjugados foi feita por 2 h, em camara umida, a temperatura ambiente. Logo apos, os cortes
foram enxaguados em PBS com Tween 20 0,05%, com trocas de 5 min cada.

Para revelar a reagdo, os cortes foram incubados por 1 min a temperatura ambiente
com uma solucao de tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) (6 mg de DAB dissolvidos em
11 mL de tampao Tris 50 mM, pH 7,6, contendo CoCl, 1,15 mM e H,O; 0,03%). A reagao foi
interrompida com a lavagem dos cortes em agua de torneira. A contra-coloracao foi feita
imergindo-se os cortes em uma solucdo de vermelho neutro (Merck) 1% por 4 min.

Finalmente, os cortes foram desidratados e montados em Entellan (Merck).

3. 7 Analise estatistica

Os testes de ANOVA de duas entradas, seguido do teste de Tukey, foram usados para
analisar os dados experimentais comparando os diferentes tratamentos, dentro dos diferentes
tempos experimentais. Os dados dos experimentos in vitro foram feitos com ANOVA de uma
entrada. Finalmente, para as amostras ndo pareadas utilizou-se o teste de t-student. As analises
estatisticas foram feitas no programa STATA™, versdo 5.0, ¢ SigmaStat versdo 2.03 (SSPS,
Chicago, IL, EUA). Diferencas com P < 0.05 foram consideradas estatisticamente

significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados dos ensaios in vitro

4.1.1 Agregacao plaquetaria em suspensio de plaqueta lavada (SPL)

Os dados de agregacdo plaquetaria obtidos em SPL evidenciaram que as plaquetas
humanas e de coelhos ndo agregaram, neste sistema, quando expostas ao veneno de L.
gaucho ou ao seu principal componente, a fracao esfingomielinasica. Entretanto, o registro
do agregdmetro indicou um leve decréscimo na transmissdo de luz da SPL de ambas as
espécies quando estas plaquetas foram incubadas com o veneno ou com sua fragdo (dados
nao mostrados). Assim, esse aumento de transmissdo da luz indica uma mudanca de forma
nas plaquetas, que no entanto ndo foi capaz de culminar no fendmeno de agregacao

plaquetaria.

4.1.2 Agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP)

O veneno total e sua fracdo esfingomielindsica induziram um aumento na
transmissao de luz dos PRPs de ambas as espécies (Fig. 3). A intensidade desta resposta foi
mais evidente no PRP humano, cuja agregagao atingiu um valor médio de 6512 % (média
+ erro padrdo da média) de transmitancia, utilizando-se uma concentra¢ao de 20 ug/mL de
veneno total, e de 59+8 % perante a exposi¢do a uma concentracdo de 2 pg/mL do
componente esfingomielindsico. Ja as plaquetas de coelho agregaram e atingiram valores de
agregacao de 56+6 e de 21+4 %, apresentando-se portanto menos sensivel ao estimulo pelo
veneno loxoscélico e sua fragdo, uma vez que necessitou de uma concentracao duas vezes
mais alta, tanto do veneno quanto da fragdo, para atingir um patamar semelhante de

agregacao plaquetaria.
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Figura 3 - Agregacdo plaquetdria induzida pelo veneno de Loxosceles gaucho e de sua
fracdo esfingomielinasica em PRP de coelho e de humano. O PRP humano foi incubado
com 2 ug/mL de colageno (controle positivo), 20 ug/mL de veneno total e 2 pg/mL de
fracdo. O PRP de coelho foi incubado com 4 pg/mL de colageno (controle positivo), 40

pg/mL de veneno total e 4 pg/mL de fragdo. Dados expressos como média + e.p.m. (n=5).
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4.1.3 Atividade de LDH

O nivel de lise plaquetaria nos PRPs humano e de coelho (Fig.4), incubados com o
veneno total de Loxosceles gaucho, foi avaliado pela dosagem da atividade da enzima
LDH, cuja liberacdo pelas plaquetas ¢ utilizado como indicativo de rompimento da
membrana celular. Dosando-se o nivel de LDH nas amostras de plasma pobre em plaqueta
(PPP) obtidos apos a centrifugagdo dos PRPs incubados com o veneno, sob as condigdes de
agregdmetro, ndo foram observadas diferencas nos niveis destas enzimas em relagdo aos

niveis do PPPs nao expostos ao veneno total.

1 Nivel basal
80+ I \/eneno total

LDH (U/L)
H =2}
< <

)
<

Humano Coelho

Figura 4 - Efeitos da incubacao de PRP humano e de coelho com 20 pg/mL e 40 pg/mL de
veneno total de Loxosceles gaucho, respectivamente, sobre a liberacdo de LDH. Niveis
basais foram analisados no PPP de ambas as espécies. Dados expressos como média +

e.p.m. (n=5).
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4.1.4 Ativacao plaquetaria

As condicdes para o estudo da ativagdo plaquetaria por citometria de fluxo foram as
mesmas utilizadas para o estudo da agregagao, sendo as concentragdes do veneno total e da
fracdo esfingomielindsica duas vezes maior para o PRP de coelho do que para o PRP
humano. Os resultados obtidos, presentes na figura 5, indicaram um aumento
estatisticamente significante na expressao de LIBS1 das plaquetas de ambas as espécies,
humanas e de coelhos, expostas ao veneno total de L. gaucho. Entretanto, esta resposta de
aumento na exposi¢ao deste marcador nao se reproduziu através da incubacao das plaquetas
com a fragdo esfingomielinasica.

Sob as condigdes experimentais e com as concentragdes utilizadas para este trabalho, a
fragao esfingomielinasica também nao mostrou-se capaz de induzir a elevagdo da expressao
dos outros dois marcadores investigados, a P-selectina e a GPIIb-IIIa, tanto nas plaquetas
humanas quanto nas plaquetas de coelhos.

Com relagdo ao veneno total, este foi capaz de induzir um aumento da expressao de P-
selectina em plaquetas de coelhos. Entretanto, ndo induziu aumento significante da
expressao desta proteina em plaquetas humanas.

A expressao da GPIIb-Illa ndo apresentou-se aumentada frente aos tratamentos com

veneno total ou com a sua fracdo, nas plaquetas de nenhuma das espécies.
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Figura 5 - Expressdo de marcadores da ativacao plaquetéria, analisada por citometria de
fluxo, em plaquetas de coelho e humana, incubadas com o veneno total de L. gaucho e sua
fracdo esfingomielinasica. O PRP humano foi incubado com 2 pg/mL de colageno
(controle positivo), 20 ng/mL de veneno total e 2 pg/mL de fracdo. O PRP de coelho foi
incubado com 4 pg/mL de colageno (controle positivo), 40 pg/mL de veneno total e 4
pg/mL de fracdo. Plaquetas quiescentes foram usadas como controle negativo para ambas

as espécies. Os dados estdo expressos como a média geométrica + e.p.m (n=5). *P < 0.05
vs. controle negativo.
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4.1.5 Adesao plaquetaria

Os ensaios de adesdo plaquetdrias mostraram que ambas as plaquetas, de humano e
de coelho, aderiram com alta afinidade as microplacas sensibilizidas com o coldgeno, em
um modo dependente da numero de plaquetas no PRP (Fig. 6). Através da construgdo
destas curvas de calibragio, verificou-se que as contagens plaquetarias de 75x10°/L e de
150x10°/L, respectivamente para os PRPs humano e de coelho, corresponderam ao niimero
otimo para os ensaios de adesdo plaquetaria, tanto para a presenca do veneno total de L.
gaucho quanto para a sua fragdo esfingomielinasica. Estas duas contagens plaquetarias
possibilitaram a obten¢ao de resultados mais homogéneos para as curvas dose-resposta.

Na presenca da fracdo esfingomielindsica, mas ndo na presenca do veneno total de
L. gaucho, a adesdo de plaquetas de ambas as espécies foi dose-dependente (Fig. 7). O
aumento percentual na adesdo plaquetaria em funcdo da concentragdo de esfingomielinase
foi mais intensa em PRP de coelhos do que em PRP humano. Apesar de uma resposta
irregular causada pelo veneno total, a adesdo verificada em PRP humano foi mais intensa

do que aquela verificada em PRP de coelhos.
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Figura 6 - Curva padrao para adesdo plaquetaria de PRP humano e de coelhos. Correlacdes
lineares foram observadas para a mudanga na absorbancia em 405 nm versus a contagem
plaquetaria (humano: #* = 0.994; coelho: /* = 0.989; ambos com um p < 0.0001). Dados

estdo expressos como média £ e.p.m, n=5).
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Figura 7 - Adesao plaquetaria de PRP de coelho e humano expostos ao veneno total de L.
gaucho (superior) e de sua fracao esfingomielindsica (inferior). Curvas dose-resposta foram
analisadas usando uma contagem fixa de plaquetas (coelho: 150x10°/L; humano: 75x10°/L)
com concentragdes variaveis de veneno total e fragdo. Os dados estdo expressos como a

média £ e.p.m. (n=5).
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4.2 Resultados da obtencio do anticorpo

4.2.1 Titulos de IgG no soro caprino

O procedimento de imunizagdo das cabras com as plaquetas isoladas de coelho
mostrou-se eficiente em estimular a producdo de anticorpos, conforme mostra a tabela 1,
que apresenta os titulos crescentes e de forma gradual da IgG produzida em ambos os
animais, como resposta as trés imunizagdes consecutivas de refor¢o (booster) dadas
mensalmente. Dez dias apds a terceira imunizagao de refor¢o, quando foi realizada a
sangria para obten¢do de um grande volume sangiiineo, os titulos obtidos no soro dos dois
animais foram de 1/25.600 em uma das cabras e de 1/51.200 na outra, repetindo os mesmos
valores obtidos na titulagao anterior. Uma vez realizado o processo de purificagdo de todo o
soro obtido dos dois animais, as amostras de IgG purificadas foram misturadas e

ressuspensas em PBS, apresentando uma concentragao protéica final de 120,9 mg/mL.
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Tabela 1 - Titulo do soro das cabras imunizadas para a produ¢do de anticorpos anti-

plaqueta de coelhos nos dias 30, 60, 90 e 100 apds a primeira imunizagao.

Imunizacao e coleta Cabra 1 Cabra 2

T zero (1* imunizag¢io) - -
30 dias (1° booster e coleta) 1/3.200 1/3.200
60 dias (2° booster e coleta) 1/6.400 1/25.600
90 dias (3° booster e coleta) 1/25.600 1/51.200
100 dias (sangria) 1/25.600 1/51.200
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4.2.2 Teste para verificacido da presenca de pirogénio na IgG purificada

Os resultados da temperatura retal nos trés coelhos injetados i.v. com uma solugdo
da IgG purificada, diluida em salina estéril e administrada na dose de 10 mg/kg, foram
negativos para a presenca de possiveis agentes pirdgenos. Ao longo das trés horas de
monitoracdo, as temperaturas retais dos trés animais ndo sofreram variagdes significativas.
A dose utilizada de 10 mg/kg foi eficaz em induzir a diminuicdo da contagem plaquetaria
nos trés animais injetados com a IgG purificada. A média da contagem plaquetaria nestes
animais ao término do teste do pirogénio, ap6s 3 horas da administragdo da IgG purificada,

foi de 26+13 plaquetas/10°/L (contagem = erro padrio da média).

4.2.3 Padronizacio da quantidade de IgG a ser administrada para inducio e
manutencio da trombocitopenia - Numero de leucdcitos, de polimorfonucleares e de
mononucleares nos animais trombocitopénicos

Testou-se para a indugdo da trombocitopenia uma dose maior da IgG do que a
aquela utilizada para teste do pirogénio, com o intuito de promover uma reducao mais
expressiva do nimero de plaquetas circulantes. A dose de 30 mg/kg da IgG purificada
produziu nos trés coelhos infundidos com a IgG anti-plaqueta um quadro significativo de
trombocitopenia. Nestes animais foram verificadas contagens plaquetarias inferiores a
10x10°/L logo na primeira hora apés a administraco do anticorpo (Tabela 2). Estas baixas
contagens plaquetarias se mantiveram em patamares basais até o periodo de 24 horas ap6s a
administracao do anticorpo. Com 72 horas, a contagem plaquetaria ja havia se restabelecido
em parte.

O numero de leucdcitos totais, e especialmente o de polimorfonucleares, flutuou
principalmente nas primeiras horas ap6s a administracdo da IgG. Houve uma queda
transitoria apos 1 hora, seguido de um aumento com 3 horas e retorno para proximo dos
niveis do T zero no tempo de 6 horas apos a administragdo do anticorpo, assim
permanecendo até o tempo de 24 horas. A flutuagdo no niimero de leucdcitos deveu-se
principalmente as variagdes na contagem de neutrofilos, uma vez que a contagem de

mononucleares apresentou oscilagdes de menor intensidade.
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Tabela 2 - Contagem de plaquetas, leucdcitos, polimorfonucleares e mononucleares, em
diferentes tempos, no sangue periférico de coelhos (n=3) infundidos i.v. com a IgG anti-
plaqueta na dose de 30 mg/kg. Os dados s@o os valores médios das contagens + erro

padrdo da média.

Plaquetas Leucocitos Poli Mono
Tempos
(x10°/L) (x10°/L) (x10°/L) (x10°/L)
T zero 314478 54+12 3,1£0.9 2.3+0.5
1h
746 2.9+0.8 0,9+0.5 2,0+0.,6
2h 543 11,843 7.6+1.4 4,1£1,2
4h
8+3 8,142.5 4,8+0.8 3,3+0.4
6h
544 6,5+1,7 3,9+0.9 2.7+1,1
24h 845 5.742.2 23415 3,540,
48k 112488 73+1.2 4,0+£0,9 32+1.1
72h 2384112 6.8+1.4 3.840.6 3.040.8

Poli: polimorfonucleares; mono: mononucleares.
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4.3 Resultados dos experimentos com coelhos

4.3.1 Hemograma dos animais experimentais

Os tratamentos experimentais realizados no presente trabalho ndo causaram
alteragdes expressivas na série vermelha dos animais estudados (tabela 3). Assim, a
contagem de eritrocitos, os niveis de hemoglobina e os valores do hematdcrito ndo
sofreram alteragdes estatisticamente significantes frente aos tratamentos com a IgG anti-
plaqueta, com o veneno loxoscélico ou com a associagdo de ambos. Da mesma forma,
os indices hematimétricos absolutos (dados ndo apresentados na tabela 3) também nao
variaram de modo expressivo em resposta aos diferentes tratamentos utilizados, ao

longo dos tempos experimentais investigados.

Os dados do leucograma mostram uma leucopenia observada nos grupos
injetados i.d. com o veneno, tanto nos animais trombocitopénicos quanto nos normais,
no tempo de 24 horas. Houve diminui¢do da contagem do nimero de neutréfilos e
linfocitos, neste tempo, no grupo de animais normais injetado com o veneno, ndo sendo
verificadas diferencas estatisticas significativas para os outros tipos leucocitarios. No
tempo de 120 horas, a contagem do niimero de monocitos do grupo trombocitopénico
experimental esteve mais elevada em relagdo ao seu respectivo controle. Os dados do
grupo trombocitopénico controle mostram que a IgG anti-plaqueta, administrada com
seis horas de antecedéncia a injecdo da salina (grupo trombocitopénico normal) nao
alterou o leucograma destes animais, confirmando os dados obtidos nos testes de

padronizagdo da dose da IgG e seus efeitos sobre o leucograma.

Com relagdo a série plaquetdria, além da diminui¢do almejada do nimero de
plaquetas circulantes nos grupos de animais trombocitopénicos (mantidas em contagens
abaixo de 10x10°/L até o tempo de 24 horas), constatou-se uma reducdo significativa
destas células no grupo de animais normais injetados com o veneno, observavel nos
grupos 24 horas. Os dados de volume plaquetdrio mostraram-se inversamente
proporcionais as contagens plaquetdrias. Os valores mais baixos de plaquetas
circulantes corresponderam aos maiores volumes plaquetarios, como se pode observar

pelos dados do volume plaquetario nos grupos de 24 horas.
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Tabela 3 - Nimero de plaquetas, volume plaquetario médio e eritrograma parcial de coelhos apos os tempos de
4, 24 e 120 horas apods a injecao intradérmica de 5 pg do veneno total do veneno de L. gaucho.em animais
trombocitopénicos (Tr Exp) e com contagem normal de plaquetas (N Exp), e de seus respectivos controles

Plaq VPM He Hb Ht

TrExp 7,8+1,52* 12,1+0,98* 5,240,31 11.9+0,74 33,8+1,90

N Exp 226,2426 6,7+0,92 5,8+0,34 13,4+0,71 37,942,18

4h Tr Ctr 5,241,7* 11,7+0,7* 5,4+0,2 12,5+0,1 33,2+0,7
N Ctr 350,6+45 5,940,9 5,8+0,36 13,2+0,41 38,2+1,48

TrExp 6,8+5,6* 12,4+0,9% 5,5+0,3 12,740,5 36,3+1,8

N Exp 72+13,8 8,62+0,5% 5,4+0,2 12,140,4 35,042, 1

24h Tr Ctr 7,6+2,9% 10,5+1,2% 5,4+0,4 12,4+0,7 36,742,3
N Ctr 411,2451,3 4,92+0,3 5,940,3 13,1£0,5 40,6+1,1

Tr Exp 429,5+76,1 4,7+0,3 4,8+0,2 10,9+0,3 33,120,8

N Exp 450,2+41,9 5,040,4 5,0+0,4 11,4+0,8 34,342,7

120h Tr Ctr 426,0+55,7 4,5+0,3 5,6+0,4 12,740,5 37,8+2,4
N Ctr 359,6+29,1 5,040,5 5,3+0,2 11,940,6 36,8+1,4

Plaq: nimero de plaquetas (x10°/L); VPM: volume plaquetario Médio (fL); He: Nimero de hemécias (x10'%/L); Hb: Hemoglobina (g/dL);
Ht: Hematocrito(%);Os resultados expressam média = d.p.m de 5 animais por grupo. *P<0,05 em rela¢do ao grupo normal controle .
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Tabela 4. Leucograma de coelhos apos os tempos de 4, 24 e 120 horas ap6s a injecao intradérmica de 5 pg do veneno total do
veneno de L. gaucho em animais trombocitopénicos (Tr Exp) e com contagem normal de plaquetas (N Exp), e de seus
respectivos controles.

Leuc Ns. Nb Linf Mon Ba Eo

TrExp 5,9+0,97 3,5+0,77 0,13+0,06 1,8+0,54 0,3+0,11 0,06+£0,03  0,05+0,02

N Exp 6,3+1,13 3,4+0,88 0,12+0,03 2,4+0,549 0,37+0,12 0,14+£0,09  0,02+0,02

4h Tr Ctr 5,7£0,8 2,7+0,5 0,02+0,01 2,3+0,15 0,5+0,18 0,05+0,01  0,07+0,02
N Ctr 5,3+0,7 1,85+0,85 0,08+0,04 3,1+0,5 0,3+0,06 0,04+£0,01  0,06+0,01

Tr Exp 3,5+0,57* 1,24+0,36*  0,09+0,04 2,2+0,25 0,18+0,02 0,04+0,01  0,02+0,01

N Exp 2,6+0,33* 1,15+0,17*  0,02+0,01 1,1+0,13* 0,274+0,06 0,03+0,01  0,02+0,02

24h Tr Ctr 5,7£0,4 1,91+0,1 0,01+0,01 3,5+0,29 0,24+0,07 0,04+0,01  0,04+0,02
N Ctr 6,6+0,8 2,44+0,19 0,04+0,01 3,78+0,25 0,02+0,04 0,03+0,01  0,06+0,02

Tr Exp 10,1£1,00 4,86+0,97 0,18+0,08 3,92+0,54  0,75+0,12*  0,09+0,06  0,18+0,08

N Exp 8,5+0,78 3,97£0,64  0,172+0,08 3,66+0,4 0,56+0,1 0,06+£0,03  0,08+0,06

120h Tr Ctr 5,3+0,4 1,7+0,17 0,02+0,02 3,2+0,28 0,2+0,03 0,03+0,02  0,09+0,02
N Ctr 7,3£1,0 2,83+0,7 0,08+0,03 3,89+0,64 0,35+0,06 0,08+0,02  0,05+0,02

Leuc: leucocitos totais (x10°/L); Ns: Neutréfilos Segmentados (x10°/L); Nb: Neutrofilos Bastonete(x10°/L); Linf: Linfocitos (x10%/L); Mo: Mondcitos (x10%/L);
Eo: Eosinofilos (x10?/L); Ba: basofilos (x10%/L). Os resultados expressam média + d.p.m de 5 animais por grupo. ¥*P<0,05 em relagdo ao grupo normal controle.
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4.3.2 Fagocitose por polimorfonucleares

Os ensaios in vitro da fagocitose por polimorfonucleares mostraram-se eficientes para
avaliar a capacidade fagocitica destas células. Separados das demais células sangiiineas a
partir do sangue periférico dos coelhos utilizados neste estudo, uma parte destes leucocitos,
quantificada através de um score, apresentou-se habil em fagocitar as particulas de
zymosan, opsonizadas com a particula C3b do complemento pela exposi¢do a um pool de
soro homologo. A figura 8 mostra particulas de zymosan fagocitadas por
polimorfonucleares de um coelho controle.

Os resultados (fig. 9) ndo evidenciaram diferengas estatisticamente significantes entre
os diferentes grupos experimentais estudados, ao longo dos tempos analisados. Os
tratamentos com a IgG anti-plaqueta, com o veneno, ou com a associagdo de ambos, nao

resultaram em aumento ou em diminui¢ao da fagocitose pelos polimorfonucleares.

d

Figura 8 — Polimorfonucleares isolados do sangue periférido de coelho e utilizado em
experimento de fagocitose. Na parte inferior, célula apresentando trés particulas de
zymosan fagocitadas; na parte superior, polimorfonuclear sem particulas internalizadas

(escala: 10pm).
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Figura 9 — Fagocitose de particulas de zymosan, opsonizadas pelo C3b presente em pool
de soro homologo, por células polimorfonucleares do sangue perférico, nos tempos de 4, 24
e 120 horas apos a inje¢do i.d. de coelhos injetados i.d. com 5 pg de veneno total de L.
gaucho (grupo trombocitopénico experimental: Tr Exp; grupo com contagem plaquetaria

normal experimental: N Exp) e seus respectivos controles (Tr Ctr e N Ctr).
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4.3.3 Niveis plasmaticos de vVWF

Como se pode observar na figura 10, os niveis plasmaticos de vWF foram
homogéneos nos coelhos submetidos aos diferentes tratamentos, realizados nos grupos
experimentais e controles, ndo sendo constatadas alteragdes nos diferentes tempos
avaliados. Os dados da curva de calibra¢ao (ndo mostrados) indicam que o teste foi sensivel

em apontar as flutuagdes desta proteina nas amostras plasmaticas de coelho.
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Figura 10 — Niveis de vVWF em amostras plasmaticas coletadas nos grupos correspondentes
aos tempo de 4, 24 e 120 horas em coelhos injetados i.d. com 5 pg de veneno total de L.
gaucho (grupo trombocitopénico experimental: Tr Exp; grupo com contagem plaquetaria

normal experimental: N Exp) e seus respectivos controles (Tr Ctr e N Ctr).
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4.3.4 Tempo de protrombina e tempo de protrombina ativada

Os resultados dos testes de TP e TTPA, presentes na figura 11, utilizados para avaliar
respectivamente o funcionamento das vias extrinsecas e intrinsecas do sistema da
coagulagdo, ndo indicaram nenhuma alteragdo constatavel frente aos tratamentos e tempos
avaliados. Os dados de ambos os parametros apresentaram-se homogéneos entre si € ndo

revelaram nenhuma diferenga entre os valores dos grupos experimentais e controles.

—1Tr Exp

TP (seg)

TTPA(s)

120

Tempo (h)

Figura 11 — Tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada em amostras
plasmaticas coletadas nos grupos correspondentes aos tempo de 4, 24 e 120 horas em
coelhos injetados i.d. com 5 pg de veneno total de L. gaucho (grupo trombocitopénico
experimental: Tr Exp; grupo com contagem plaquetdria normal experimental: N Exp) e

seus respectivos controles (Tr Ctr e N Ctr).
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4.3.5 Anilise macroscépica da lesio

A avaliagdo macroscopica das areas lesadas nos coelhos injetados com o veneno
loxoscélico (fig. 12) mostrou padrdes de evolucdo da lesdo dermonecrotica distintos entre
os animais trombocitopénicos ou com numero normal de plaquetas. Os coelhos
trombocitopénicos apresentaram, de uma forma geral, uma difusdo mais desorganizada da
lesdo, com o padrao da progressdao sendo mais heterogéneo do que no grupo com contagem
normal de plaquetas. Apesar de uma maior variagdo nos dados, foi possivel constatar que
animais trombocitopénicos apresentaram areas maiores da lesdo dermonecrotica.

No tempo inicial de 4 horas, todos os animais trombocitopénicos apresentaram
pequenas regides equimoticas, que nao foram observadas no animal com contagem
plaquetaria normal (fig. 12). Neste tempo de 4 horas, os eventos de eritema e edema eram
indissociaveis e foram considerados conjuntamente. Com 24 horas, a area de edema
aumentou consideravelmente e abrangeu as dreas de edema e equimose. Neste tempo
experimental, as areas de edema, eritema e equimose nao foram significantemente
aumentadas, apesar dos valores absolutos mais altos nos animais trombocitopénicos em
todos os parametros avaliados. Por fim, no tempo de 120 horas, as areas de escaras

necroticas foram estatisticamente maiores nos animais depletados de plaquetas.



71

Resultados
4 horas EJEquimose 24 horas EJEquimose
20- [CJEritema-edema 100-
. 154 754
% = %
F 10- F1 50-
< <
5+ 254
*
0- 04
& Q
& &
120 horas
12+ *
[CJEscara necrética
[ l
=
A
5] 61
z '
3-
0
AR AR
< N

Figura 12 — Regides macroscopicas de eritema, edema, equimose e de escaras necroticas

da lesdo dermonecrdtica em coelhos injetados com 5 pg de veneno total de L. gaucho

(grupo trombocitopénico experimental: Tr Exp; grupo com contagem plaquetdria normal

experimental: N Exp). As areas acometidas foram medidas e analisadas por meio do

programa KS300 (Zeiss). Os resultados expressam média + e.p.m de 5 animais por grupo.

*P<0,05 em relagao ao grupo controle.
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4.3.6 Analise histopatologica da lesdo e participacio das plaquetas

A analise histologica de fragmentos da pele dos animais injetados com o veneno
loxoscélico evidenciou os fendmenos ja conhecidos na lesdo dermonecrotica do
loxoscelismo. A coloragdo de Fraser-Lendrum permitiu a visualizagcdo destes eventos e
facilitou a localizagdo dos depdsitos de fibrina-plaqueta. Em observagdes feitas em menor
aumento, foi possivel analisar campos maiores e visualizar principalmente os fenomenos de
hemorragia, de deposicao de fibrina e as areas de escaras necrdticas. Nestes animais, no
tempo experimental de 4 horas, foram visualizados nas areas da lesdo eventos hemorragicos
mais intensos do que aqueles verificados nos animais com contagem normal de plaquetas,
sendo encontradas regides subjacentes a epiderme com intensa hemorragia. Os animais
trombocitopénicos controles nao apresentaram areas hemorragicas visualizaveis em
nenhum dos tempos analisados (fig.13). No tempo de experimental de 24 horas (fig. 14), a
formacao de grandes areas com deposi¢@o de fibrina foi encontrada com maior intensidade
nos animais trombocitopénicos. Apds 120 horas da inje¢ao i.d. do veneno loxoscélico, a
formacao das escaras necroticas e de extensas areas subjacentes de infiltrado leucocitario
também foram observadas de modo mais intenso nos animais sem plaquetas, quando
comparados ao grupo dos animais ndo depletados experimental. A figura 15 mostra a maior
espessura da escara necrotica formada nos animais depletados de plaquetas, com a
formagdo de extensas faixas de infiltrado leucocitario, quando comparado ao animal com
contagem plaquetaria normal.

Como obser vado nas figuras 16, 17 e 18, a técnica de coloragdo de Fraser-Lendrum e a
marcagdo imunohistoquimica para a GPIIb-IIla foram eficazes em evidenciar a formagao
de depositos de fibrina e os agregados plaquetarios.

Como mostra a figura 16, a obstru¢do do vaso na area da lesdo dermonecrdtica em
animal do grupo com numero normal de plaquetas ocorreu basicamente pela formagao de
extensa area de agregados plaquetarios. A andlise histologica da lesdo nos animais
trombocitopénicos mostram também a formacdo de extensos trombos, com intensa
deposi¢ao de fibrina, entremeada por leucocitos e hemacias. A presenga intensa de
leucocitos pode ser constatada nas regides intra e extravasculares em trombo de animal

trombocitopénico (fig. 17).
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Na figura 18, sdo mostradas ainda a formagdo de pequenos agregados plaquetarios,
participando de modo distinto na composi¢dao do trombo (fig. 18 a, b, ¢, d). Em corte
histologico da pele de animal depletado (figura 18 e) de plaquetas, também se observou em
vaso de menor porte trombos formados por fibrina, hemacias e leucdcitos, nos quais nao se

constataram a marcagao positiva de agregados plaquetarios.
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Figura 13 - Micrografias da regido da pele de coelhos do grupo trombocitopénico (a) e do
grupo com numero normal de plaquetas (b), 4 h ap6s a injegdo i.d. de 5 pg do veneno total
de L. gaucho. A figura ¢ mostra uma regido da pele de animal trombocitopénico controle
injetado i.d. com salina. Utilizou-se a coloragdo de Fraser-Lendrum, que permite a
coloracdo em azul das fibras colagenas e elasticas, e em laranja dos eritrdcitos. Na figura a

observa-se uma hemorragia mais intensa do que a verificada na figura b (escala: 500 pm).
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Figura 14 - Micrografias da regido da pele de coelhos do grupo trombocitopénico (a) e do

grupo com numero normal de plaquetas (b), 24 h apos a injecao i.d. de 5 pg do veneno total
de L. gaucho. Utilizou-se a coloracdo de Fraser-Lendrum, que permite a visualizacdo em
tonalidade vermelha das areas de deposicao da fibrina. Na figura a nota-se uma deposicao

mais intensa de fibrina do que na figura b (escala: 500 um).
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Figura 15 — Micrografias da regido de formagdo da escara necrdtica em coelhos do grupo
com numero normal de plaquetas (a) e em coelho do grupo trombocitopénico (b), 120 h
apos a injecdo i.d. de 5 pg do veneno total de L. gaucho. A coloragdo de Fraser-Lendrum
mostra a escara necrotica, visualizavel por sua coloragdo castanho-amarelada. A coloracao
em azul mostra as fibras colagenas e elédsticas. As setas apontam para a borda superficial
das lesOes. A tonalazul das fibras colagenas e elasticas. Na figura b, nota-se a presenga de
uma escara mais espessa do que a verificada na figura a. A figura ¢ mostra em maior

aumento uma regido do infiltrado inflamatodrio assinalado na figura b (escala: 1 mm).
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Figura 16 - Micrografias de cortes histoldgicos seqiienciais mostrando vasos da derme,

com presenca de trombo intraluminal, na regido da lesdo dermonecrotica induzida
experimentalmente, 4 h apos a inje¢do de 5 ug do veneno de L. gaucho em coelho do grupo
com numero normal de plaquetas. A figura a mostra corte histologico corado pelo método
de Fraser-Lendrum e a figura b corte histologico submetido a reacdo imuno-histoquimica
para a revelacdo de agregados plaquetarios. A colora¢do de Fraser-Lendrum permite uma
coloragdo diferenciada da plaqueta na auséncia de redes de fibrina, conferindo a estas
células uma tonalidade purpura-violacea. E possivel constatar que a luz deste vaso sofreu
uma deposicao radial de intenso agregado plaquetario, ocupando todo o perimetro vascular.
A marcagdo imunohistoquimica mostra uma tonalidade escurecida proporcional a
intensidade de formagdo do agregado, compondo um halo escurecido que delimita a luz do

vaso (escala: 30 pum).
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Figura 17 - Micrografias de cortes histologicos seqiienciais mostrando vasos da derme,
com presenca de trombos intraluminais, na regido da lesdo dermonecrotica, 4 h apds a
injecdo i.d. de 5 pg do veneno de L. gaucho em animal do grupo com nimero normal de
plaquetas (a e b) e em animal do grupo trombocitopénico (¢ e d). Os cortes a e ¢ foram
corados pelo método de Fraser-Lendrum e os b e d foram submetidos a reagcdes imuno-
histoquimicas para a revelacdo de agregados plaquetarios. A colora¢do pelo método de
Fraser-Lendrum evidencia, em vermelho, a intensa deposicao de fibrina nos trombos, tanto
em animal normal (a) quanto em animal trombocitopénico (c). A revelacdo em tonalidade
escura dos agregados plaquetarios (setas) na reacdo imuno-histoquimica pode ser notada
em regides periféricas do trombo mostrado em animal normal (b). Na figura d se evidencia
no tromboa a presenca de ntcleos de leucocitos, corados em vermelho, em regides extra e

intravasculares (escala: 40um).
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Figura 18 - Micrografias mostrando a presenga de trombos intraluminais em vasos da
derme de coelhos com numero normal de plaquetas (a, b, ¢, d) e de coelho
trombocitopénico (e), apos 4 horas da injecdo de 5 pg do veneno loxoscélico. A tonalidade
mais escurecida corresponde a marcacao positiva das plaquetas. Notar que a intensidade da
marcagao € proporcional a densidade dos agregados plaquetarios, como pode ser observado
pela presenca esparsa de plaquetas, entremeadas por hemacias, no interior do vaso (a). E
possivel identificar diferentes disposi¢des e interacdes dos agregados plaquetarios dentro da
luz venosa, com formagao de intensos agregados plaquetarios no centro do vaso (b), em
associacdo com leucocitos (¢), ou em agregados esparsos (d). No centro, estd um trombo

formado sem a marcagao positiva de plaquetas (e) (escala: 20 um).
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6 DISCUSSAO

Ao longo das ultimas décadas, o nimero de acidentes notificados envolvendo aranhas
do género Loxosceles tem aumentado consideravelmente em algumas regides do Brasil e
também em outras partes do globo. Apesar de existir atualmente uma série de informagodes
biologicas e epidemiologicas que facilitam o diagnodstico destes acidentes, especialmente
nas regides de alta incidéncia destes casos, muitos aspectos fisiopatologicos da agdo do
veneno loxoscélico permanecem ainda pouco estudados, desconhecendo-se a importancia e
a participagdo de determinados sistemas e tipos celulares na patogénese do loxoscelismo.

Na presente investigagdo, estudou-se a interacdo entre a plaqueta e o veneno
loxoscélico em duas abordagens: uma visando caracterizar a a¢do in vitro do veneno
loxoscélico sobre as plaquetas humanas e de coelhos, permitindo desta forma avaliar os
efeitos deste veneno sobre as principais fungdes plaquetarias; a outra buscando avaliar o
papel desempenhado pela plaqueta perante a agdo local do veneno loxoscélico na derme,
através de um modelo experimental de trombocitopenia.

Embora alguns estudos tenham investigado os efeitos in vitro do veneno de diferentes
espécies de Loxosceles sobre plaquetas humanas (KURPIEWSKI et al., 1981; REES et al.,
1988; DA SILVEIRA et al., 2006), ndo existem at¢ o momento relatos na literatura que
abordem a agdo in vitro de venenos loxoscélicos sobre plaquetas de coelho, que é o
principal modelo para o estudo da lesdo dermonecrotica. Desta forma, antes de iniciarmos
os estudos experimentais com o modelo trombocitopénico, o ponto inicial deste estudo foi a
determinagdo in vitro dos efeitos do veneno de Loxosceles gaucho e de seu principal
componente, a fracdo esfingomielinasica, sobre as fungdes plaquetarias de agregacdo,
adesdo e ativagao.

Os resultados de agregacao plaquetaria que obtivemos confirmam para o veneno de L.
gaucho a propriedade pro-agregante ja descrita para o veneno total e para a fracdo
esfingomielinasica de L. reclusa (REES et al., 1988), e também para o veneno de L.
intermedia (DA SILVEIRA et al., 2006). Neste ultimo, isoformas clonadas da fracao
esfingomielindsica apresentaram uma menor efetividade, quando comparadas aos nossos
dados, em induzir a agregacdo de plaquetas humanas, uma vez que foi necessaria uma

concentracao de 10 pg/ml da proteina clonada para produzir uma resposta de agregagao em



Discussio 81

PRP humano préoxima a 50%. Comparativamente, nossos resultados evidenciam que foi
necessaria uma concentracdo cinco vezes menor da fracdo esfingomielinasica isolada do
veneno total de L. gaucho para produzir uma resposta de agregacdo de magnitude
semelhante em PRP humano. Comparados aos resultados obtidos por KURPIEWSKI et al.
(1981) com o veneno total de L. reclusa, que utilizaram altas concentra¢des de veneno (130
png/mL) para a obtengdo de uma resposta de agregacao de cerca de 80 %, nossos resultados
também mostraram que o veneno total de L. gaucho foi capaz de produzir uma resposta
expressiva de agregacdo, proximo a 70% de transmitancia, utilizando-se uma concentragao
de veneno total de 20 pg/mL. Dessa forma, podemos sugerir que o veneno de L. gaucho,
bem como sua fragdo esfingomielindsica, tem maior a¢do agregante plaquetdria do que os
venenos das espécies referidas.

De modo geral, a plaqueta humana foi mais sensivel ao veneno total e a sua fragdo do
que a plaqueta de coelho, uma vez que a agregacdo foi mais expressiva na primeira. No
PRP de coelho foi necessaria uma concentragdo duas vezes maior do veneno total para a
inducdo de respostas de agregacdo de magnitude semelhante aquelas verificadas no PRP
humano. Adicionalmente, uma concentragdao duas vezes maior da fracdo esfingomielindsica
no PRP de coelho ainda ndo foi suficiente para induzir uma agrega¢do da mesma ordem
que aquela observada para o PRP humano.

A exposicdo das plaquetas humanas e de coelhos ao veneno total nao resultou na
liberagdo aumentada de LDH, como mostraram os ensaios que medem a atividade desta
enzima no plasma. Assim, esse resultado evidencia que o veneno total ndo promove a lise
plaquetaria. Em ocorrendo lise, esta seria capaz de produzir um aumento da transmitancia
(passagem de luz) no PRP. Os dados aqui obtidos descartam que esse fendmeno possa estar
ocorrendo, o que poderia ser interpretado como um falso resultado de agregacao.

Uma importante constatagdo e que corrobora com observagdes anteriores feitas a
partir de estudos com o veneno de L. reclusa (REES et al., 1988) ¢ a necessidade de
componente(s) plasmatico(s) para que o veneno possa induzir a agregacao plaquetaria, uma
vez que esta ndo ocorreu na suspensdo que continha as plaquetas lavadas (SPL). Nesta,
somente foi possivel observar a mudanga de forma, constatavel pelo decréscimo da

passagem de luz pelo sistema, que indica que um processo de ativacdo plaquetaria foi
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iniciado, mas nao de forma suficiente para a indugdo do processo de agregacdo, que ocorre
ap6s a mudanca de forma das palquetas.

Da mesma forma, REES et al. (1988) apontaram a presenga da proteina C-reativa
como requisito para a agregagdo plaquetaria, mas outras possibilidades sdo atualmente
consideradas, como a presenca da molécula de lisofosfatidilcolina (LPC), presente no
plasma de forma livre ou ligada a albumina. Essa molécula serviria de substrato para a
atuagdo da esfingomielinase presente no veneno loxoscélico, que ao hidrolisar o LPC gera o
acido lisofosfatidico (LPA), molécula capaz de elicitar importantes eventos celulares,
dentre os quais a agregacio plaquetiria (HASERUCK et al., 2004; SIESS & TIGY, 2004).
A capacidade das esfingomielinases presentes nos venenos loxoscélicos de gerar acido
lisofosfatidico ja ¢ conhecida ha algum tempo (KURPIEWSKI et al., 1981), e esta atividade
tem sido confirmada através da clonagem de isoformas destas enzimas, presentes nos
venenos de diferentes espécies do género Loxosceles (VAN METEREN et al., 2003; LEE
& LINCH, 2005). Em conjunto, esses dados indicam a importancia dos componentes
plasmaticos no mecanismo de agregacao plaquetaria induzido pelo veneno loxoscélico. A
identificagdo do(s) componente(s) plasmatico(s) auxiliaria a destrinchar o mecanismo de
acao pelo qual o veneno loxoscélico induz a agregacdo plaquetaria. Ainda, a possibilidade
da participacao do LPA deve ser levada em consideracao em estudos futuros.

O veneno de L. gaucho foi capaz de ativar as plaquetas utilizadas em nossas
condi¢des experimentais, como mostra o aumento da expressdo de LIBSI. A exposi¢do
deste epitopo ¢ induzida pelas mudancas conformacionais da principal glicoproteina
plaquetaria, no momento em que seu sitio de ligagdo ¢ ocupado por ligantes
(FREELINGER et al., 1990; GINSBERG et al., 1990; RAND et al., 1999). O aumento da
expressao de LIBS1 ja foi descrito em condi¢des patologicas que induzem a ativacao das
plaquetas circulantes (GAWAZ et al., 1995a; b). Assim, o aumento da expressdao deste
epitopo sobre a superficie das plaquetas humana e de coelho incubadas com o veneno total
em PRP mostradas nos nossos resultados confirmam que o veneno de L. gaucho ¢ capaz de
causar a ativagao das plaquetas de ambas as espécies.

Ja em relagao a GPIIb-IlIa, a exposi¢ao das plaquetas ao veneno loxoscélico ndo foi
capaz de gerar um aumento na expressdo desta glicoproteina. Como ja era esperado, a

intensidade da marcacdo da IgY anti-GPIIb-IIla foi mais intensa nas plaquetas de coelhos
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do que nas de humanos, o que se explica pelo fato deste anticorpo ter sido produzido com a
GPIIb-IIla de coelho, sendo este mais sensivel a proteina nesta espécie. Apesar disso,
SANTORO et al. (2004) descreveram este anticorpo como sendo habil em reconhecer a
GPIIb-IIIa humana, além de apontar que plaquetas de coelho ativadas por trombina
apresentam significativo aumento na sua expressao. Desta forma, podemos constatar que a
ativagdo plaquetaria induzida pelo veneno loxoscélico foi capaz de provocar uma mudanca
conformacional na estrutura da GPIIb-Illa e o conseqiiente aumento da exposi¢do do
epitopo LIBS1. Entretanto, essa ativa¢do nao foi suficiente para causar o deslocamento da
GPIIb-IIIa presente na superficie dos granulos plaquetdrios para a membrana, ndo
permitindo assim o aumento na expressao desta proteina.

A P-selectina ¢ um outro marcador utilizado em estudos da ativagdo plaquetaria
(REED et al., 1998; SANTORO; SANO-MARTINS, 2004; MCGREGOR et al., 2006). Os
resultados mostram que o veneno total de L. gaucho causou o aumento da sua expressao
sobre a superficie de plaquetas de coelhos, mas nio em plaquetas humanas. E importante
ressaltar que foram utilizados dois anticorpos monoclonais, especificos para cada espécie,
ao contrario do anticorpo anti-LIBS1. Ainda, ¢ plausivel considerar que a ativagdo em
plaqueta humana induzida pelo veneno total pode ndo ter sido suficientemente intensa para
promover o aumento da expressdo desta importante molécula de adesdo na superficie
plaquetaria, uma vez que esta ¢ menos parece ser menos sensivel a agdo do veneno. Sob as
nossas condi¢des experimentais, as concentragdes da fracdo esfingomielinasica aqui
empregadas, para as plaquetas humanas e de coelhos, ndo causaram aumento significante
na marcagdo de nenhum anticorpo utilizado. Portanto, os dados sugerem que o veneno,
apesar de induzir a ativagdo plaquetdria, ndo a causou em plaquetas humanas em
intensidade suficiente para promover o deslocamento da P-selectina dos granulos
citoplasmaticos para a menbrana plaquetaria, da mesma forma que propusemos para a
GPIIb-IlIa.

Em relagdo a adesdo plaquetaria os dados obtidos mostram a aplicabilidade deste
teste também para as plaquetas de coelho. Os dados da curva padrdo para as duas espécies,
apresentando boa correlacdo entre a contagem plaquetdria e a atividade fosfatasica,
confirmam os relatos prévios para as plaquetas humanas (ERICKSSON & WHISS, 2005) e

validam o presente protocolo para se investigar a adesao plaquetaria em PRP de coelho.



Discussio 84

Os ensaios de adesdo mostraram que as plaquetas destas duas espécies podem
responder de forma expressiva quando incubadas com o veneno total ou com sua fragao.
Considerando-se a atividade do veneno total, os dados mostraram que as plaquetas
humanas aderiram mais do que as de coelho. Porém, a fracao esfingomielinasica provocou
um efeito inverso, uma vez que plaquetas de coelho foram mais responsivas a esta fracao
do que as humanas. O componente esfingomielinasico causou no PRP de ambas as espécies
um aumento dose-resposta no percentual de adesdo plaquetario, ao contrario da resposta
irregular apresentada pelas plaquetas das duas espécies frente ao estimulo com o veneno
total. Possivelmente, a existéncia de muitos componentes, como o amplo arsenal
enzimatico de hialuronidases, fosfatases e fosfohidrolases (FUTRELL, 1992; HOGAN et
al.,, 2004; da SILVA et al, 2004), poderia, apesar do aumento observado na adesdo
plaquetaria, estar interferindo na regularidade da fung¢@o adesiva das plaquetas ao colageno,
bloqueando desta forma a constru¢ao de uma curva dose-resposta.

As diferencas inter-espécies podem ser cruciais para que um determinado fendmeno
patolégico ocorra, como se verifica por exemplo na diferenca de comportamento da série
vermelha de diferentes espécies frente ao veneno loxoscélico. Enquanto o veneno
loxoscélico € capaz de promover a hemdlise in vitro em hemacias humanas (TAMBOURGI
et al., 1995), investigacdes tém mostrado que o mesmo fendmeno ndo ¢ observado em
hemacias de coelhos (FUTREL et al., 1979).

Desta forma, constata-se que diferentes modelos experimentais podem ter respostas
fisiopatologicas dispares aos estimulos do veneno. De modo contrario ao comportamento
verificado para a série vermelha, os resultados que ora apresentamos ressalta que o veneno
loxoscélico, em condicdes in vitro, atua de forma semelhante sobre as plaquetas humanas e
de coelho e ¢ capaz de ativa-las, promovendo desta forma os fenomenos da agregacao e da
adesao.

O desenvolvimento da parte experimental deste trabalho foi precedido pela etapa de
preparagao do anticorpo anti-plaqueta. Os procedimentos para a separacao destas células e
o protocolo de imunizagdo utilizado nos espécimes de caprinos foram satisfatérios em
estimular o sistema imunoldgico destes animais para a producdo almejada da IgG anti-
plaqueta. Os titulos crescentes da IgG produzida pelas cabras foram constatados através de

titulagao realizada por ELISA e mostram que a resposta imunoldgica nos dois animais foi
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capaz de produzir niveis expressivos daqueles anticorpos. Os procedimentos seguintes
visaram a purificacdo desta IgG e posteriormente a padroniza¢do da dose necessaria para
induzir um quadro expressivo de trombocitopenia e, finalmente, de manté-lo pelo periodo
minimo de 24 horas.

Nos experimentos preliminares, realizados para testar a eficacia da IgG em depletar o
nivel de plaquetas circulantes, constatou-se que os coelhos estavam apresentando reagdes
adversas a administragdo do anticorpo, como mioclonia branda, rubor no pavilhado auricular
e hipertermia. Avaliou-se entdo se este quadro febril poderia estar associado a presenga de
substancias pirogénicas, que sao contaminantes bacterianos que provocam febre, de modo
especial o lipopolissacarideo (LPS) de parede bacteriana (HORI et al., 2000; ROTH et al.,
2001). Como o teste foi negativo para a presenca de substancias pirogénicas, a provavel
causa das reagdes adversas seria a formacdo de imunocomplexos, que podem ocorrer
quando um anticorpo ¢ rapidamente administrado em altas concentragdes. A partir de entdo,
com a ado¢do da administragcdo lenta e da dilui¢do adequada da IgG, ndo foram mais
constatadas as reagdes adversas verificadas na administragao dos anticorpos.

A geragao de fragmentos do complemento, importantes para a quimiotaxia
leucocitica, pode também estar relacionada com a leucocitose transitoria por nos observada,
uma vez que estes fragmentos ativados possuem uma curta meia-vida na circulagdo. Esse ¢,
por exemplo, o caso do fragmento C5a, que tem uma meia-vida de apenas 3 minutos
(WEISDOREF et al., 1981). Desta forma, a normalizacao do nivel de leucdcitos circulantes,
poucas horas apos a administragdo do anticorpo, aliada aos resultados normais que
obtivemos para a fagocitose, indicam que a administragdo do anticorpo ndo promoveu
alteragdes drasticas e duradouras no sistema de defesa dos animais trombocitopénicos.
Portanto, a adocao do intervalo de 6 horas entre a administracao do anticorpo e a inje¢do i.d
do veneno loxoscélico, além de permitir a estabilizagdo do numero de leucdcitos
circulantes, representou também uma margem de seguranca visando minimizar as possiveis
interferéncias do sistema complemento sobre o desenvolvimento da lesdo dermonecrdtica.

O tratamento dos coelhos com a IgG caprina obtida e a indug¢do da trombocitopenia
ndo ocasionou quadros hemorragicos perceptiveis, como ¢ possivel constatar pelos dados
inalterados do eritrograma dos animais trombocitopénicos, tanto no grupo desafiado com o

veneno quanto no seu respectivo controle. Os valores do eritrograma mostram que nao
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houve alteracdes constataveis na série vermelha, bem como ndo ha indicios, pelos dados
dos indices hematimétricos absolutos, de uma resposta regenerativa da medula a uma
eventual anemia. Por fim, o sistema da coagulagdo dos coelhos trombocitopénicos ndo se
alterou com a condug¢@o do protocolo experimental, como pode ser observado pelos valores
homogéneos do TP ¢ TTPA em todos os grupos. Uma eventual alteragdo no sistema de
coagulagdo dos animais trombocitopénicos poderia interferir no objetivo de avaliar o papel
da plaqueta na formacao de trombos na lesdo dermonecrotica.

A quantidade de veneno utilizada nos presentes experimentos, de 5 ug de veneno total
por animal, objetivou induzir a formacdo de uma lesdo dermonecrotica moderada, que
permitisse a andlise comparativa do desenvolvimento da lesdo em animais
trombocitopénicos € também em animais com contagem plaquetaria normal. Em outros
trabalhos, também foram empregadas quantidades iguais ou at¢ mesmo menor do que 5 pg
de veneno loxoscélico para o estudo da lesio (GUILHERME et al., 2001; PAIXAO-
CAVALCANTE et al., 2000).

Como observado, os animais com numero normal de plaquetas, injetados i.d. com a
dose de 5 pug do veneno total, além da lesdo desenvolveram um quadro de leucopenia e de
trombocitopenia, porém menos intensos do que os relatados para a dose de 30 pug de nossa
investigacao anterior (TAVARES et al, 2004). O envolvimento destas células no local da
lesdo pelas atividades diretas e indiretas do veneno pode explicar, a0 menos em parte, 0s
decréscimos na contagem de leucocitos e plaquetas. No caso especifico do decréscimo da
plaqueta, a sua circulagdo pelo leito vascular da regido sob os efeitos do veneno poderia
causar pequenas modifica¢des estruturais da membrana, ou mesmo sua ativagdo parcial,
como foi demonstrado pelos nossos resultados in vitro. Adicionalmente, esse processo de
ativacdo pode acarretar em protedlise dos receptores de membrana, pela perda de acido
sidlico e/ou pela expressao de fosfatidilserina na superficie plaquetdria (RAND et al.,
1999), o que favoreceria o seu reconhecimento e a sua retirada da circulagdo pelo sistema
mononuclear fagocitario.

Em relagdo ao quadro leucocitario nos animais trombocitopénicos, os achados de
monocitose no leucograma, apds 120 horas da inje¢do do veneno, podem estar relacionados
a maior intensidade da lesdo do que aquele verificado no animal com contagem normal,

uma vez que neste a lesao foi menor e ndo se constatou o quadro de monocitose. A esposta
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de cronificacdo da lesdo, ou mesmo o processo de resolugdo de uma extensa area de tecido
necrosado por segunda intengdo podem favorecer um perfil de monocitose também no
sangue periférico. O mesmo quadro de monocitose foi verificado em trabalho experimental
do nosso grupo em que se utilizou uma quantidade de cerca de seis vezes maior do veneno
total (TAVARES et al., 2004). E importante destacar que a auséncia das plaquetas so pode
ser efetivamente considerada para os eventos agudos da formacdo da lesdo, uma vez que o
nivel de plaquetas circulantes ja se encontrava em elevacdo apds as 48 horas da
administragdo do anticorpo, como verificado pelos experimentos para a padronizacdo da
quantidade de IgG a ser administrada. Em face disto, pode-se considerar que a etapa de
reparo tecidual da lesdo ja acontecera na presenga das plaquetas. Portanto, a grande
influéncia da deplecdo plaquetaria se deu nas etapas iniciais do processo lesivo
desencadeado pelo veneno loxoscélico.

Os decréscimos ora verificados nas contagens plaquetarias foram acompanhados da
elevacao do VPM, tanto nos animais trombocitopénicos experimentais ou controles, quanto
nos animais envenenados que apresentaram também queda na contagem plaquetaria. Apds
a administra¢do do anticorpo anti-plaqueta, o nuimero de plaquetas caiu para niveis bastante
reduzidos e as plaquetas circulantes apresentaram um aumento no VPM de cerca de trés
vezes, transcorridos 24 horas da infusdo do VPM. Os valores de VPM nos animais normais
injetados com o veneno loxoscélico aumentaram com menor intensidade, acompanhando o
menor decréscimo na contagem plaquetaria. Investigacdes com plaquetas tém mostrado que
a elevacdo do VPM precede a elevagdo da contagem plaquetaria (CORASH et al., 1987).
Da mesma forma que no presente trabalho, KUTER & ROSENBERG (1994)
desenvolveram um modelo de trombocitopenia em coelhos a partir de anticorpos também
produzidos em cabra. Nesta investigacdo, o aumento do VPM também foi condizente com
o decréscimo plaquetdrio. Com relagdo a serie eritrocitaria e leucocitaria, esses mesmos
autores nao relataram flutacdes expressivas nestas linhagens, indicando que a administragao
do anticorpo anti-plaqueta ndo causou alteragdes sistémicas expressivas em coelhos, do
ponto de vista hematologico, corroborando portanto com nossos achados.

Em relagdo a funcinalidade dos neutrofilos, os resultados de fagocitose evidenciam
que as cé¢lulas polimorfonucleares na circulagdo nao sofreram interferéncias dos

tratamentos com o veneno ou com a IgG. Apesar dos indicios de envolvimento inicial da
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linhagem neutrofilica, apds as primeiras horas da administracdo da IgG os
polimorfonucleares ja apresentavam niveis normais de fagocitose, e ndo foram constatadas
diferencas entre os diferentes grupos.

A dosagem de VWF plasmatico também ndo apresentou modificacdes nos seus
niveis circulatorios. Seu aumento na circulagdo tem sido utilizado como marcador da
ativacdo e da lesdao endotelial, que é um reservatorio natural desta proteina (JIMENEZ et
al., 2003). Os niveis inalterados de vWF indicam que a lesdo endotelial causada pelo
veneno loxoscélico ndo foi suficiente para aumentar os seus niveis circulatorios. E possivel
que a lesdo produzida por doses mais elevadas do veneno promovam aumentos perceptiveis
nos niveis de vVWF. De qualquer modo, os dados indicam que a administracdo da IgG
também nado causou alteracdo em células endoteliais que implicasse na elevagao dos niveis
desta proteina.

O funcionamento do sistema da coagulagdo foi verificado através dos testes de TP e
TTPA. O primeiro avalia a via intrinseca, enquanto o segundo a via extrinseca. Pelos dados
inalterados e homogéneos destes dois testes, fica evidenciado que o veneno e a condigdo de
trombocitopenia causada pela IgG ndo causaram alteracdes significativas no sistema da
coagulagcdo como um todo.

A evolucdo da lesdo dermonecrotica causada pelo veneno de espécies do género
Loxosceles envolve um complexo entrelagamento de eventos moleculares e celulares.
Como mostramos aqui, os resultados in vitro nao deixam duvida a respeito da capacidade
deste veneno em elicitar nas plaquetas os fenomenos de agregagdo, adesdo e ativacao.
Entretanto, ¢ importante ressaltar que estas células podem ser acionadas e ativadas a partir
de interferéncias indiretas do veneno loxoscélico, que mostra atividade sobre uma grande
variedade de células e substratos. A célula endotelial, por exemplo, ¢ bastante sensivel a
acdo de diferentes venenos loxoscélicos (PATEL et al., 1994; GOMEZ et al., 1999; DESAI
et al., 2000; VEIGA et al., 2001). Outros tipos celulares tém sido também apontados como
alvos do veneno, como fibroblastos (VAN MEETEREN et al., 2007) e queratinocitos
(MALAQUE et al., 1999). Desta forma, a ativa¢do ou mesmo o dano destas células pelo
veneno pode ser um potente modo de ativar indiretamente in loco as plaquetas circulantes.
Ainda, a capacidade de certas fracdes do veneno de degradar componentes da matriz

extracelular, como a fibronectina, e componentes plasmaticos, como o fibrinogénio
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(FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999), representam potenciais vias de ativacao
indireta da plaqueta.

Nos experimentos in vivo com os animais com contagem plaquetaria normal, ficou
evidente por meio das coloragdes para fibrina-plaqueta, e posteriormente pela marcagao
imunohistoquimica da GPIIb-IIla plaquetaria, a participacdo destas células na formagao de
trombos intravasculares, em vasos de médio e de pequeno calibre. Foram encontrados
agregados plaquetarios participando de diferentes padrdes de trombos e interagindo com
leucdcitos, células endoteliais e hemacias. Em contrapartida, a deplecio plaquetaria nao foi
suficiente para inibir estes eventos trombogénicos; mesmo com a esperada auséncia de
agregados plaquetarios, trombos apresentando intensa deposicao de fibrina, além da
participacao de leucocitos e hemacias, obstruiram a luz de vasos de portes variados. O fato
de a auséncia plaquetaria nao ter minimizado a formagao de trombos intravasculares sugere
que as plaquetas ndo participam de forma incisiva na progressao da lesdo dermonecrotica.

Por outro lado, a lesdo dermonecrotica evoluiu de modo mais intenso nos animais
trombocitopénicos. Desde o primeiro tempo avaliado, com 4 horas, foram constatadas areas
superficiais de equimose, fendmeno que os coelhos com contagem normal de plaqueta s
vieram a apresentar apos 24 horas da injecdo do veneno. Por fim, a conseqiiéncia final da
acdo dérmica do veneno pode ser constatada pela formagao das escaras necroticas, que
foram mais extensas e profundas nos animais depletados de plaquetas. Assim, o
desenvolvimento de lesdes locais mais significativas nos animais trombocitopénicos
evidenciam que as plaquetas pode ser importantes para minimizar alguns fendmenos
relacionados ao processo inicial de formagao da lesao dermonecrotica, como por exemplo o
edema e a hemorragia, os quais podem acarretar a necrose tecidual.

Histologicamente, tanto em humanos quanto em animas experimentais, sdo descritos
nas regides da derme expostas ao veneno loxoscélico os achados classicos de infiltrado
leucocitario, formagdo de trombos intra e extravasculares, hemorragia, edema e
desorganizacdo das fibras coldgenas e da arquitetura dos vasos (YANNIAS &
WINKELMANN, 1992; OSPEDAL et al., 2002, TAVARES et al., 2004). A auséncia das
plaquetas no nosso modelo experimental ndo minimizou a constatacdo destes achados,
especialmente nos tempos de 4 ¢ 24 horas, correspondentes a fase mais aguda da resposta

inflamatodria. Na presente andlise histopatologica, a coloragao de Fraser-Lendrum facilitou a
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visualizagdo de regides com deposicdo de fibrina, que foram constatadas com maior
intensidade nos coelhos trombocitopénicos. Esse quadro, em que se formam extensas
regides com depdsito de fibrina, ¢ donominado de necrose fibrindide (CARLSON et al.,
2005). Esse tipo de necrose ¢ comumente relatado em patologias nas quais se constata
processos de intensa vasculite, especialmente na regido mais vascularizada da derme. A
intensa vasculite por polimorfonucleares ¢ um dos fendmenos centrais do quadro cutaneo
do loxoscelismo e que tem sido verificada em estudos experimentais por diferentes venenos
loxoscélicos (SANDERKOETTER et al., 2001; OSPEDAL et al., 2002; TAVARES et al.,
2004).

A interacdo das plaquetas com leucdcitos nos processos de rolamento, adesdo e
migragao tem sido mostrada em uma série de estudos experimentais (KUIJPER et al., 1996;
BARRY et al., 1998; ZWAGINGA et al., 1999; RUGGERI, 2002; CARLSON et al., 2005;
ISHIKAWA et al., 2005). O presente estudo histologico e imunohistoquimico da lesdo
dermonecrotica sugere que a vasculite resultante da acdo do veneno loxoscélico, com um
intenso envolvimento dos polimorfonucleares, independe da presenca das plaquetas na
circulagdo.

A maior gravidade da dermonecrose nos animais trombocitopénicos parece ser
conseqiiéncia de um processo que ja se iniciou de modo mais intenso, como verificado pela
formacao das areas equimoticas ja no inicio de sua evolucao, 4 horas ap6s a injecdo i.d. do
veneno. Neste tempo, os animais com contagem normal de plaquetas ainda nao
apresentavam regides de equimose, mas somente areas de eritema e edema associados.
Portanto, a auséncia das plaquetas no nosso modelo experimental resultou na instalagao de
uma lesao mais expressiva desde o inicio do seu desenvolvimento.

Nossos resultados mostrando que os animais trombocitopénicos desenvolveram areas
mais extensas de necrose sdo ainda mais significativos com a confirmacgao, pela histologia
da lesdo, de que as escaras nestes animais também foram mais espessas, acometendo desta
forma uma quantidade ainda maior de tecidos. A lesdo dermonecrética em humanos e em
coelhos segue um padrao de progressdo que sofre interferéncia da for¢a da gravidade
(FUTRELL, 1992; DA SILVA et al., 2004). Freqiientemente, ¢ possivel se notar a
ocorréncia deste fenomeno, descrito como espalhamento gravitacional. GOMEZ et al

(2001), estudando o veneno de L. reclusa, verificaram que o espalhamento da lesdo
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coincide com a capacidade de difusdo do veneno pelos tecidos da derme. Com os dados que
nds obtivemos, € possivel aventar que a plaqueta ajude a conter a difusdo do veneno, ao
minimizar a progressao dos fendmenos hemorragicos e da inflamagdo a eles associados,
diminuindo desta forma o espalhamento mais intenso dos efeitos lesivos do veneno
loxoscélico. Uma outra consideracdo a ser feita ¢ que a membrana plaquetéria pode ser uma
importante fonte de substratos para o principal componente do veneno, a fragdo
esfingomielinasica. Em plaquetas humanas, por exemplo, a esfingomielina corresponde a
24,8% do total de lipideos da membrana (HAWIGER, 1989). Desta forma, a auséncia
plaquetaria pode resultar em maior disponibilidade destas enzimas, que estariam livres para
atuar sobre outros substratos que atuam na formagao da lesao.

Recentemente, PAIXAO-CAVALCANTI et al. (2006) mostraram que a inibicdo da
atividade das metaloproteases (MMPs) acionadas endogenamente pela ligacdo da
esfingomielinase D a superficie celular pode ser uma ferramenta importante para a
compreensao € mesmo para o tratamento da dermonecrose no loxoscelismo. O tratamento
com tetraciclina ou doxiciclina, que sdo moléculas capazes de quelar os ions divalentes
necessarios para a funcionalidade de proteinas pertecentes a familia das metaloproteases,
foi capaz de minimizar a acdo dermonecrdtica desencadeada pela esfingomielinase
recombinante e também pelo veneno total de L. intermedia. Apesar de as plaquetas serem
reservatorios celulares naturais de algumas importantes MMPs, nossos dados mostrando a
exacerbacdo da lesdo nos animais trombocitopénicos indicam que a participagdo das
plaquetas na formacdo da lesdo enquanto reservatorio destas enzimas também ndo ¢€
relevante, uma vez que outras células, como fibroblastos e leucécitos, sao capazes nao so6
de estoca-las, mas também de sintetiza-las.

Por outro lado, cabe destacar a participagdo das plaquetas na sintese de lipoxina A4,
um mediador endogeno com acdo antiinflamatéria gerado pela interacdo dos leucocitos
com as plaquetas, que entre outras fungdes atua na resolugdo da resposta inflamatdria
(PARKINSON, 2006). Assim, a auséncia da plaqueta poderia diminuir localmente a sintese
da lipoxina A4, e desta forma contribuir para exacerbacdo da lesdo observada nos animais
trombocitopénicos.

Os resultados apresentados mostram pela primeira vez que o veneno loxoscélico e

sua principal fracdo esfingomielindsica possuem uma agao in vitro sobre as plaquetas de
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coelhos. Assim como as plaquetas humanas, a exposi¢do ao veneno ¢ capaz de induzir, na
presenca de plasma, a importantes respostas plaquetarias, como a agregacao, a adesdo e a
ativacdo. Entretanto, como dito anteriormente, a ag¢do in vivo deste veneno sobre a
plaquetas parece ser muito mais expressiva e ampla, uma vez que varios dos efeitos lesivos
do veneno sobre a célula endotelial, sobre fibroblastos e sobre queratinécitos, além de
importantes substratos da matriz extracelular, podem potencializar a ativagdo e o
envolvimento das plaquetas. Por fim, os resultados obtidos com o modelo de
trombocitopenia sugerem que a participagdo da plaqueta na formagdo da lesdo ocorre
principalmente no sentido de minimizar alguns dos fendmenos provocados pelo veneno,
como a hemorragia e o edema. A integridade e a funcionalidade normais da plaqueta
podem ser importantes, no sentido de conter a expansao final da lesao.

As possibilidades de acompanhamento do quadro clinico e laboratorial dos
pacientes humanos acidentados com aranhas do género Loxosceles €, de forma geral,
bastante restrito, principalmente em relagdo as horas iniciais do envenenamento, uma vez
que comumente o acidentado procura auxilio médico quando a lesdo comega a se
evidenciar ou quando j& esta instalada em sua plenitude. Assim, a compreensdo dos
fenomenos iniciais do processo inflamatorio induzido por este veneno em modelos
experimentais tem o intuito de abrir portas para terapéuticas mais eficazes para esta
patologia. Os resultados experimentais aqui obtidos sugerem que seres humanos com
comprometimento do niumero de plaquetas circulantes, e porventura com a funcionalidade
plaquetaria, poderiam ter um acometimento mais grave do quadro instalado pela acao local

do veneno loxoscélico.
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7 CONCLUSAO

» Os resultados obtidos nos experimentos in vitro evidenciam que o veneno de
Loxosceles gaucho e a sua fracdo esfingomielinasica sdo capazes de induzir os

fendmenos de agregacdo, adesdo e ativagdo em plaquetas de humanos e de coelhos.

» Os experimentos utililizando o modelo de trombocitopenia em coelhos evidenciou
que a auséncia da plaqueta resultou na formagao de uma lesdo dermonecrotica mais
intensa, o que sugere que estas cé¢lulas sdo importantes na contengdo dos fenomenos

que resultam na formacao da lesao.
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