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RESUMO

O envenenamento causado pelo contato com a lagarta Lonomia obliqua
apresenta uma alta taxa de letalidade, fazendo do lonomismo um dos mais graves
causados por animais peconhentos em todo o Brasil. O acidente & caracterizado
por graves disturbios hemostaticos que podem evoluir, em pacientes nao tratados,
ao oObito. O efeito paradoxal desse envenenamento (pré-coagulante e hemorragico)
€ resultado da acdo de diferentes principios ativos presentes nas secrecoes
venenosas da lagarta. Os efeitos clinicos paradoxais nao sao exclusivos do veneno
desta lagarta. O envenenamento por serpentes do género Bothrops apresenta
sintomatologia semelhante. Considerando a gravidade dos acidentes causados por
L.onomia obliqua em toda a regiao Sul e seu dificil diagndstico frente a similaridade
com o acidente botrépico, este trabalho teve como objetivo estudar, utilizando
modelos animais, os efeitos hemorragicos e inflamatério desencadeados pelo
veneno desta lagarta.

Utilizando ensaios de westen-blot e de coagulacdo por tempo de
recalcificagao, verificamos que nao ha reagdo cruzada no reconhecimento das
proteinas dos venenos de L. obliqua e B. jararaca pelos soros antilonémico e
antibotropico. Em modelos animais, estudamos o efeito hemorragico através do
acompanhamento do sangramento pés-incisdo da cauda de ratos. Nesse ensaio, 0
extrato de espiculas apresentou um efeito hemorragico dose-dependente, sendo
completamente revertido pelo soro antilonémico e EDTA. Os efeitos inflamatérios
do veneno da taturana foram estudados através dos ensaios in vivo de

extravasamento vascular e migracao celular. O extrato de espiculas foi capaz de



induzir extravasamento vascular e o efeito foi reduzido através da utilizacao de
inibidores (pomadas de heparina, benzamidina e EDTA). Da mesma forma, EDTA,
benzamidina e heparina foram capazes de inibir o efeito dose-dependente sobre a
migracao celular induzido pelo extrato de espiculas no ensaio de air pouch.

Neste trabalho, estudamos o e inflamatério causado pelo extrato de
espiculas de L. obliqua. Os resultados aqui apresentados sdo essenciais para a
melhor compreensdao do quadro clinico conseqliente desse acidente. L. obliqua,
assim como outros animais peconhentos e/ou venenosos da fauna brasileira,
representam importante fonte de recursos para a pesquisa, principalmente na area
da saude, como o desenvolvimento de novos medicamentos e de soros

antivenenos mais especificos.



ABSTRACT

The envenomation caused by contact with Lonomia obliqua caterpillars
presents a high lethality rate, being one of the most severe accidents with venomous
animals in Brazil. The accident is characterized by a hemostatic disorder which can
evolve, in untreated patients, to death. The paradoxical effect of the envenomation
(pro-coagulant and hemorrhagic) results from the action of several active principles
present in the caterpillar's venomous secretions. These paradoxical effects are not
exclusive of caterpillar's venoms. Envenomation by Bothrops genus snakes has a
similar symptomatology. Considering the severity of the accidents caused by L.
obliqua in Southern Brazil and the difficult diagnostic due to the bothropic
envenomation similarity, in this work we studied the hemorrhagic and inflammatory
effects triggered by the caterpillar’'s venom using animal models.

Using western-blot and coagulation (recalcification time) assays, we
demonstrated that there is no cross reactivity of the L. obliqua and B. jararaca
venoms by antilonomic and antibothropic sera. In animal models, the hemorrhagic
effect using bleeding time assay was analyzed. In this assay, the caterpillar’s bristle
extract presented a dose-dependent hemorrhagic activity, which is completely
inhibited by antilonomic serum and EDTA. The inflammatory effects of the lonomic
venom were studied using vascular extravasation and cell migration assays. The
bristle extract was capable of inducing vascular extravasation and this activity was
inhibited by heparin, benzamidin and EDTA pomades. Also, heparin, benzamidin
and EDTA inhibited the dose-dependent cell migration induced by bristle extract in

the air pouch assay.



In this wok, we studied hemorrhage and inflammation caused by Lonomia
obliqua bristle extract. The results presented here are essential to the better
comprehension of the clinical profile in the lonomic envenomation. Lonomia obliqua,
as well as other venomous animals from the Brazilian fauna, represents an
important source for research, specially in heath sciences, to the development of

new drugs and specific antivenom sera.
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1. Introducao

1.1. Dados Epidemiolégicos

Os acidentes causados por insetos da ordem Lepidoptera, a qual inclui
borboletas (habitos diurnos) e mariposas (habitos noturnos), séo classificados como
erucismo ou lepidopterismo. Erucismo é a denominacdo dada aos acidentes
causados por lagartas urticantes (eruca = larva), enquanto lepidopterismo € o termo
utilizado para acidentes causados pelas formas adultas destes insetos. Usualmente,
estes acidentes causam um ou mais dos seguintes quadros: dermatite urticante,
periartrite falangeana e sindrome hemorragica (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Dermatite urticante € o tipo mais comum e resulta do contato com as
cerdas de lagartas urticantes pertencentes a varios géneros encontradas em todo o
pais. Os sintomas sdo dor imediata, edema e eritema. No Brasil, os agentes
causais sao predominantemente pertencentes as familias Saturniidae (géneros
Automeris, Dirphia, Hylesia e Lonomia), Megalopygidae (géneros Podalia e
Megalopyge) e Limacodidae (géneros Phobetron e Sibine) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001). A lagarta Premolis semirufa da familia Arctiidae, conhecida
popularmente como pararama, é a responsavel pela periartrite falangeana ou
reumatismo dos seringueiros. Além dos sintomas iniciais de dor, edema e sensacao
de queimadura, alguns pacientes evoluem para um quadro de limitacdo dos
movimentos articulares, fibrose periarticular e anquilose (deformacgdes que simulam

a artrite reumatéide) (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
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Diferentemente dos acidentes acima referidos, o contato com as cerdas
de lagartas do género Lonomia resulta numa severa sindrome hemorragica,
acidente de importancia médica devido a gravidade dos casos.

O género Lonomia, objeto de estudos neste trabalho, € encontrado
somente no continente americano (LEMAIRE, 1972) e, embora no Brasil existam
vinte e cinco espécies do género Lonomia, apenas duas estao relacionadas com o
quadro hemorragico. A Lonomia achelous que € encontrada na regido Norte,
principalmente nos estados do Para e Amapa (FRAIHA et al.,, 1986). Também é
encontrada na Venezuela, onde €& responsavel pelos acidentes hemorragicos
registrados desde 1967 (AROCHA-PINANGO,1967). Ha ainda registros de
acidentes com este inseto na Guiana Francesa, Paraguai, Peru e Equador
(AROCHA-PINANGO et al., 1992).

Em Minas Gerais, ha registros de Lonomia circumstans como praga de
cafezais, resultando em importante prejuizo para a agricultura, mas nao sao
relatados acidentes hemorragicos com esta espécie (O’ANTONIO, 1983).

Na Regido Sul do Brasil, a lagarta Lonomia obliqua, conhecida
popularmente por taturana, lagarta de fogo, maranduva ou ruga, € a responsavel
por um numero crescente de acidentes que resultam em grave quadro hemorragico
em criangas e adultos vitimados pelo contato com a taturana. Casos isolados desse
mesmo tipo de envenenamento tém sido registrados em S&o Paulo, Rio de Janeiro
e Minas Gerais.

No Rio Grande do Sul, os primeiros acidentes registrados com L. obliqua,
aconteceram em 1989, despertando, desde entdo, uma constante preocupacao das

equipes de saude em monitorar estas ocorréncias (DUARTE et al.,1990). Como
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mostrado na Figura 1, nos ultimos anos houve um aumento do numero de
municipios no Estado do Rio Grande do Sul onde a lagarta L. obliqua foi
identificada e acidentes registrados. O aumento de registros pode, em parte, ser
atribuido as campanhas de identificacao e informacéao sobre a gravidade do quadro
clinico, que véem realizando as equipes de conscientizagdo a populacdo da

necessidade de procurar auxilio médico em caso de acidente.

B Acidentes

L] Identificacfies de Lonomia obligua
[ Sem registro

Figura 1. Distribuicao dos registros de acidentes causados por Lonomia obliqua no Rio Grande
do Sul. A. Mapa demonstrando os registros de acidentes no periodo de 1989 a 1998. B. Mapa
demonstrando os registros de acidentes no periodo de 1989 a 2005.
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De fato, entre os anos de 1997 e 2005 foram registrados pelo Centro de
Informacao Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS), 1009 acidentes com a
taturana, sendo que 984 ocorreram no Estado e 25 em outras regiées (Figura 2).
Deste total, sete pacientes evoluiram para ébito sendo cinco no Rio Grande do Sul,
um em Minas Gerais e um no Parand, resultando numa taxa de letalidade de 0,7%

(ABELLA et al.,2006).
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Figura 2. Numero de acidentes causados por L. obliqua registrados
pelo CIT/RS no periodo de 1997 a 2005 (ABELLA et al.,2006).

Em Santa Catarina, no periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 2001
foram registrados 1.851 acidentes, sendo que seis dbitos aconteceram entre os
anos de 1990 e 1995 (ZANNIN et al.,2003). No Parana, entre 1997 e 2005,
aconteceram 329 acidentes, com registro de seis Obitos (taxa de letalidade de
1,8%) (ABELLA et al.,2006).

O indice de letalidade tanto no RS quanto no PR apresenta-se alto

guando comparado aos acidentes causados por ofidios na regidao Sul (0,33%). Este
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dado faz do acidente causado pela taturana L. obliqua um dos mais graves
causados por animais peconhentos em todo o Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,
2001).

O perfil de sazonalidade dos acidentes com esta lagarta € semelhante ao
dos acidentes ofidicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Como pode ser observado
na Figura 3, o maior nUmero de casos ocorre nos meses de verao, época em que 0
animal esta na fase larval, coincidindo com a atividade agricola mais intensa e com
a época de férias, periodo em que as pessoas estdo mais expostas e mantém

maior contato com o ambiente natural (ABELLA et al.,2006).
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Figura 3. Sazonalidade dos acidentes causados por L. obliqua
registrados pelo CIT/RS, no periodo de 1997 a 2005.

1.2. Lonomia obliqua

A lagarta L. obliqua apresenta um ciclo de vida médio de seis meses,
desde a postura, eclosdo dos ovos, fase larval, fase de pupa e animal adulto,

incluindo, obrigatoriamente, o periodo do verao (Figura 4).
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Na fase adulta ha um evidente dimorfismo sexual, no qual a mariposa
macho apresenta coloragdo amarelada e a fémea rosa-pardo. Esta fase tem
duragao de 7 a 10 dias. Apds a cépula, a fémea deposita os ovos nas folhas das
plantas que servirdo de alimento para as lagartas. Os ovos eclodem em
aproximadamente 17 dias.

A fase de lagarta tem duragcao média de 85,6 dias, sendo que cada instar

perdura por aproximadamente duas semanas.

Figura 4. Ciclo de vida da L.obliqua. A. Ovos. B. Fase larval (lagarta).
C. Fase de pupa. D. Fase adulta.
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Durante o dia, as lagartas, em qualquer dos instares, permanecem
agregadas (Figura 5) no caule das arvores e a noite sobem para copa das arvores
para se alimentar. Sao fitéfagas, alimentando-se de folhas de diversas arvores
como cedro (Cedrella fissilis), ipé (Tabebuia pulcherrima), figueira do mato (Ficus
subtriplinervia), abacateiro (Persea gratissima), pessegueiro (Prunus persica),
platano (Platanus acerifolia), araticum (Rollinia emarginata), seringueira (Ficus
elastica), pereira (Pyrus communis), amexeira (Prunus domestica), figueira (Ficus
carica), entre outras, sendo, portanto, consideradas polifagas.

Na fase larval, a lagarta apresenta coloracdo castanho-clara, com uma
listra longitudinal marrom-escura marginada de preto, manchas claras descontinuas
levemente amareladas dispostas em alguns segmentos toracicos. As cerdas sao
verdes, com extremidades pretas (LORINI, 1997; LORINI, 1999).

A coloracao da lagarta, aliada aos habitos gregarios (grande numero de
animais juntos) facilta a camuflagem com o ambiente (Figura 5) e,

consequentemente, a ocorréncia dos acidentes. (LORINI, 1997; LORINI, 1999).

v .
i By P L, gl |

Figura 5. Colbnia de lagartas L. obliqua (Dados CIT/RS)
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O desmatamento esta diretamente envolvido com aumento da ocorréncia
de acidentes. As residéncias construidas onde antes havia mata, atraem através da
iluminacdo, as mariposas que acabam fazendo a postura dos ovos em arvores
préoximas. Além disso, parece haver uma rapida adaptacdo destes animais em
relacdo as plantas cultivadas, principalmente pomares, onde encontram
alimentacao farta (MORAES, 2002).

No ultimo instar, os animais ja adquiriram peso (fase larval é a Unica em
que se alimentam), descem para o solo e entram na fase de pupa. A ocorréncia de
acidentes predominantemente registrados nos meses do verdo indica que fase de
pupa tem duracao de aproximadamente seis meses, prolongando-se até os meses
de novembro-dezembro, evoluindo, a partir de entdo, para a fase adulta. Fatores
climaticos como o aumento e a diminuicdo do fotoperiodo, juntamente com a
umidade e variagcdes na temperatura, podem influenciar a maior ou menor duracao
do periodo pupal (LORINI, 1999).

A morfologia da lagarta L. obliqua e a ultraestrutura do tegumento foram
bem caracterizados em trabalhos anteriores do nosso grupo na UFRGS (VEIGA,
2001; VEIGA et al, 2001). Como pode ser observado na Figura 6A, cada segmento
do corpo da lagarta apresenta um conjunto de cerdas ou espiculas denominado
scolus. Na base do scolus, o epitélio forma numerosas dobras que ampliam a
superficie de contato com a hemolinfa (Figura 6B), facilitando a absorcdo de
nutrientes presentes neste fluido. Além disso, a presenca de nucleos volumosos e

muitos granulos no citoplasma caracterizam o tecido epitelial como secretor.
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Figura 6. Morfologia e ultraestrutura do tegumento de L. obliqua. A. Vista
dorsal do tegumento, em microscopia eletrénica de varredura, destacando
scolus, composto por varias cerdas. B. Corte longitudinal do epitélio, proximo
a um scolus, d: detalhe das dobras da lamina basal, n: nacleos das células, h:
hemolinfa (VEIGA, 2001; VEIGA et al, 2001).

As cerdas sdo formadas por um tecido epitelial continuo ao epitélio da
base do tegumento, sendo uma evaginacdo deste. Nao foram encontradas
glandulas ou qualquer estrutura glandular neste inseto. A secre¢cdo venenosa
secretada pelo epitélio tegumentar fica armazenada na regido subcuticular e no
canal que percorre as cerdas (Figura 7A) internamente (VEIGA, 2001; VEIGA et al,
2001).Quando ocorre o contato com a pele do individuo (leve contato da pele), a
extremidade mais fragil da cerda, por apresentar menor quantidade de quitina, se
quebra e a secregado venenosa € inoculada na vitima (Figura 7B).

Pode-se dizer que cada cerda se constitui em uma microseringa a qual
permite o imediato escoamento do veneno pelo canal interno da espicula. Como se
descreve adiante, os efeitos desse envenenamento se fazem sentir no paciente,

sobretudo nos processos mediados pela hemostasia.
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Figura 7. Detalhe da extremidade da cerda e do canal interno.
A. Extremidade da cerda, regido que apresenta menos quantidade de quitina.
B. Detalhe do canal que percorre a cerda internamente e se quebra no
contato com a pele do paciente (VEIGA, 2001; VEIGA et al, 2001).

1.3. Hemostasia

Ao longo da evolugdo, os mamiferos, desenvolveram um mecanismo
extremamente complexo e eficiente para evitar a perda sanglinea (excessiva) nos
casos de dano tecidual e, ainda, assegurar que o sangue circulante permaneca
fluido dentro do leito vascular. Este processo fisiolégico conhecido como
hemostasia ou processo hemostético consiste em um arranjo multifuncional,
finamente regulado onde estao incluidos a parede vascular, estruturas e agentes
envolvidos na vasoconstricdo e vasodilatacao, adesao e agregacao plaquetaria e as
cascatas de coagulagao e de fibrinélise (DAHLBACK, 2000).

O dano tecidual e o consequente rompimento da estrutura vascular
expdem proteinas da matriz extracelular como o colageno, um potente indutor da
ativacao plaquetaria. As plaquetas ativadas sofrem mudanca de forma (shape
change), tornando-se arredondadas, e emitem pseuddpodes. Uma vez ativadas, as

plaguetas aderem a fibrila de colageno e, como conseqiéncia dessa etapa de
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adesividade das plaguetas, ocorre um processo de intensa reatividade celular com
liberacdo de outros agonistas plaquetarios, como ADP, tromboxana e serotonina,
que estimulam o recrutamento e a aglomeracao de mais plaguetas a camada inicial,
resultando na agregacao ou “plug” plaquetario, conhecida como a etapa primaria da
hemostasia.

Simultaneamente a agregacao plaquetaria, a prépria lesao tecidual inicia
0 processo de ativacdo da cascata de coagulacdo sanguinea propriamente dita
(Figura 8). Os eventos bioquimicos da cascata de coagulagdo incluem dois
conjuntos de componentes macros e multimoleculares compondo as chamadas vias
extrinseca e intrinseca da coagulacao sanguinea. A via extrinseca é mediada pelo
fator tecidual, cuja ativacdo possibilita uma resposta (formacdo do coagulo) de
maneira rapida e eficiente. Ja a via intrinseca, também chamada via do sistema-
contato, é responsavel pela manutencao, de forma continuada (até sua desativagao
pela acéo de inibidores) da ativacao dos fatores de coagulagao.

A ativacdo dos componentes zimogénicos da cascata de coagulagao
ocorre tanto pela indugcdao de modificacbes conformacionais como também por
protedlise limitada produzida sobre o fator protéico inativo.

Na lesao vascular, o fator tecidual, liberado da membrana das células
endoteliais, liga-se a forma inativa do FVII, gerando a forma ativa dessa proteina
(FVIIa). O conjunto multimolecular formado por FVlla mais o fator tecidual, célcio e
fosfolipidios formam o complexo Xase extrinseco, responsavel pela ativacdao do FX
a FXa.

Na seqlUéncia do processo, a préxima etapa inclui a participacao do FXa,

FVa, fosfolipidios e calcio, formando o complexo protrombinase, que produz a
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conversao da protrombina a trombina, a enzima responsavel pela clivagem do
fibrinogénio, resultando no coagulo de fibrina.

A trombina, enzima central de todo o processo de coagulacio, também é
a responsavel pela ativagdo dos fatores V, VIII e Xl, num mecanismo de
retroalimentacdo positiva. Além disso, a trombina ativa o FXIlIl a FXllla
(transglutaminase), que resulta numa rede estavel de fibrina.

A via intrinseca é também acionada quando da lesao tecidual, resultando
na exposicao, a luz do vaso, de componentes celulares e moleculares contendo
superficies com cargas negativas. Sobre tal superficie alojam-se o FXII, o
cininogénio de alto peso molecular e a precalicreina. Dessa etapa resulta a
ativacao dos fatores enzimaticos, resultando na formacao da calicreina plasmatica
e do FXlla, além da liberacdo de bradicinina por acdo da calicreina sobre o
cininogénio. O acionamento dessa via ocorre em condi¢des especiais, em que 0
processo resulta de estimulo continuado como nos procedimentos cirlrgicos.

Na evolucao da cascata de eventos, o FXlla ativa o FXI a FXla, que por

sua vez ativa o FIX a FIXa. Em conjunto, os fatores FIXa, FVllla, fosfolipidios e
célcio formam o complexo Xase intrinseco.

Em condicoes fisiolégicas, o coagulo formado pela conversdao de
fibrinogénio em fibrina é dissolvido, de maneira eficiente, pelo sistema fibrinolitico. A
cascata de fibrindlise, etapa complementar a cascata de coagulacdo, uma vez
ativada, facilita a recomposicdo do estagio potencial da coagulacdo sanguinea,
onde os fatores protéicos plasmaticos que atuam neste eficiente processo estdo

presentes como zimogénios ou precursores dos fatores propriamente ativos da
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Figura 8. Cascata de Coagulacdo Sangulinea. Vias Intrinseca (fundo amarelo) e
Extrinseca (fundo rosa). Os fatores de coagulacédo ativados estdo representados em
vermelho, enquanto os cofatores (fatores V e VI, célcio e fosfolipidios) estdo em verde
(Modificado de Streyer, 1992).

coagulacao, resultando na manutencao da forma fluida do sangue (TAKADA et al,
1994). Também como visto na Figura 8, nesse processo, O precursor & o
plasminogénio. Esta pré-enzima circulante é ativada tanto pelo ativador tecidual do

plasminogénio (t-PA) como pelo ativador tipo-uroquinase (u-PA), gerando plasmina,
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uma protease central no processo de degradacao da fibrina. A plasmina atua em
pontos especificos da rede de fibrina, desestruturando o coagulo e formando os
produtos de degradacao da fibrina (PDF). Além do seu papel na degradacao da
rede de fibrina, a plasmina tem acao importante nos quadros fisio-patolégicos, como
nos envenenamentos por animais peconhentos, em que o plasminogénio pode ser
ativado diretamente por componentes do veneno, sem envolvimento da cascata da
coagulacao e, portanto, da formacao de fibrina. Assim, na auséncia de fibrina para a
qual tem maior afinidade, a plasmina uma vez ativada, é capaz de degradar o
fibrinogénio, constituindo um quadro particular de coagulopatia de consumo onde,
se muito prolongada esta acdo, podera resultar em hemorragia por falta do
substrato (fibrinogénio) para formar o coagulo quando (e se) houver acionamento
da cascata de coagulacdao. Como se vera mais adiante, esta condicdo tem interesse

especial nos estudos desenvolvidos nesse trabalho.

1.4. Inflamacao

O processo inflamatério se constitui, como um todo num conjunto de
reacdes complexas, ndo especificas, que ocorre no tecido conjuntivo vascularizado
em resposta a estimulos enddgenos ou exdgenos. Pode ser aguda ou crénica. A
inflamacao aguda é caracterizada como uma resposta rapida a um agente nocivo,
variando de alguns minutos a alguns dias. Ja a inflamacao crénica tem uma
duracao maior em resposta a estimulos mais continuados e envolve a presenca de
componentes celulares, incluindo ativa participacéo de linfocitos e macréfagos e a

ocorréncia de necrose tecidual (ROITT et al., 1997; CONTRAN et al., 2000).
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A inflamacdo aguda é composta por etapas distintas, mas inter-
relacionadas como os fendmenos exudativos, que alteram o calibre vascular,
aumentando o fluxo sanglineo e a permeabilidade vascular, causando assim, o
extravasamento de proteinas plasmaticas e de leucdcitos da circulacao, resultando
na migracao dessas células, principalmente de neutréfilos e monécitos, para o foco
inflamatério MONTENEGRO & FECCHIO, 1999; CONTRAN et al., 2000).

A migragao celular evocada pelo processo inflamatério resulta de uma
resposta induzida (quimiotaxia) a partir do disparo de um mecanismo de liberacéao
de certos agonistas celulares que direcionam estas células para o local da
inflamagao. O processo compreende também mecanismos de reconhecimento
célula-célula e célula-matriz extracelular (SPRINGER, 1990; STOOLMAN, 1989). A
Figura 9 resume as etapas desse processo. Com o aumento da permeabilidade
vascular e consequiente reducao da velocidade do fluxo sangliineo, os leucocitos
assumem uma posicao periférica ao longo da superficie endotelial chamada de
marginacao. Em seguida, enfileirados, aderem levemente ao longo do endotélio, por
mediacao de moléculas da familia das selectinas (moléculas de baixa afinidade),
constituindo o processo de “rolamento” endotelial. Na seqiiéncia, aderem
firmemente ao endotélio. O processo de adesao celular € mediado pelas integrinas,
moléculas para as quais possuem alta afinidade. Uma vez aderidos, os neutréfilos
emitem pseuddpodes que penetram a jungdo intercelular das células endoteliais,
posicionando-se entre estas e a membrana basal, possibiltando assim, a

transmigracéao celular (CONTRAN et al., 2000).
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Figura 9. Migracao celular. A. Neutrofilo; B. Rolamento C. Adesdo; D. Adesao firme;
E. Transmigragéo.

Os neutréfilos polimorfonucleados (PMN) representam cerca de 50 a 70%
do total de leucdcitos no sangue. Sao as primeiras células de defesa que se
deslocam para o sitio inflamatério. Sao originarios de células da medula 6ssea e,
apos a maturacao passam para a circulacao, onde permanecem cerca de 8 h. Além
dos PMN, os eosindfilos e células mononucleadas também migram para o local da

inflamacéo.

Existem muitos estudos demonstrando a relacdo entre a inflamacéo e a
coagulacao. Citocinas proinflamatérias sdo importantes mediadores da coagulacao,
ativando fatores de coagulacdo e inibidores fisiolégicos. Da mesma forma, a
cascata fibrinolitica pode modular a inflamacdo através de receptores celulares

especificos ( CHOIR et al., 2006. ; ESMON, 2005).
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1.5. Quadro Clinico provocado pelo envenenamento com a L. obliqua

O contato com a lagarta provoca, instantaneamente, dor, sensacao de
queimadura, edema e eritema (ABELLA et al,, 1998). Estes sintomas variam de
intensidade de acordo com as circunstancias do acidente, como numero de lagartas
e a fase larval (instar) em que se encontra. A Figura 10 ilustra algumas das
principais manifestacées clinicas, que sao caracterizadas por graves disturbios
hemorragicos (hematuaria, gengivorragia, epistaxe, sangramentos pos-traumaticos,
equimose intensa, hematomas, hemorragias intra e extra-peritoniais), coagulacao
intravascular disseminada (CIVD) e insuficiéncia renal aguda (IRA) (ABELLA et
al.,1998; DUARTE et al.,1990; DUARTE et al.,1996; ZANNIN et al.,2003).

Hemorragias menos comuns, localizadas em &érgaos como tiredide e
peritbnio, juntamente com hemorragias intracerebral e pulmonar sdo complicacoes
severas destes acidentes e enfatizam a gravidade do mesmo (DUARTE et al.,1990;
DUARTE et al,1996; KELEN et al,1995). Embora constitua grave sintoma
resultante do envenenamento, o mecanismo de disfuncdo renal ainda nao esta
esclarecido, havendo indicios de que ocorra grande deposicao de fibrina nos
capilares dos glomérulos (GAMBORGI et al., 2006).

Os pacientes acidentados por L. obliqua apresentam os tempo de
protrombina (PT), tempo de tromboplastina parcialmente ativada (APTT) e tempo de
trombina (TT) prolongados. Ha reducgéo dos niveis de fibrinogénio, fatores V e Xlll e
plasminogénio e elevados niveis circulantes de produtos de degradacdo do

fibrinogénio (FDP) (ZANNIN et al.,2003).
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A necessidade de um tratamento especifico fez com que o Instituto
Butantan desenvolvesse um soro capaz de neutralizar este veneno. O soro
antilonémico, uma solugdo de imunoglobulinas obtidas a partir da imunizagéo de
equinos com extrato bruto de espiculas, esta disponivel para uso desde 1996 (DA

SILVA et al., 1996; ROCHA-CAMPOS et al., 2001).

Figura 10. Sinais clinicos do envenenamento por L. obliqua. A. Gengivorragia; B.
Hematoma no dedo do paciente; C-D. Equimoses espalhadas pelo corpo (ABELLA
et al.,1998; ZANNIN et al., 2003).
A Organizacao Mundial de Saude recomenda aos paises tropicais que 0s
soros antivenenos sejam apresentados na forma liofilizada por ser mais estavel e

de facil armazenamento. No entanto, no Brasil, o soro é produzido somente na

forma liquida, requerendo, pois, maiores cuidados na conservacao (temperatura
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deve permanecer entre 4 — 8 °C), devendo-se ter o cuidado para que este soro nao
congele, pois perderia sua agao neutralizante. Torna-se ainda importante ressaltar
que a administracdo do soro é intravenosa e realizada em ambiente hospitalar visto
que, por tratar-se de proteinas heterdlogas, ha risco desencadear reacao anafilatica
a soroterapia. A freqiéncia de reacdes a soroterapia € muito variavel, entre 4,6%
até 87,2%, e geralmente ocorre durante a aplicagao ou até 2h apés o tratamento do

paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

1.6. Principios ativos presentes nas secrecoes das lagartas do género
Lonomia

No Brasil, alguns grupos de pesquisa véem estudando os principios
ativos presentes na secrecdo venenosa da lagarta L. obliqua, buscando elucidar
seu mecanismo de acdo, bem como o quadro que se estabelece no paciente
envenenado pelo contato com a taturana. Sabe-se que o alvo principal do veneno é
0 processo hemostatico, em especial a cascata de coagulacédo, sendo, todavia,
paradoxal o quadro clinico estabelecido caracterizado por efeitos antagbnicos: agao
pré-coagulante e hemorragica. Ja foram identificados um ativador de fator X e um
ativador de protrombina (DONATO et al., 1998) e enzimas com atividade fibrinolitica
e fibrinogenolitica (FRITZEN et al.,2003; PINTO,2002; PINTO et al., 2004; PINTO et
al., 2006; VEIGA et al., 2003). A participacado de principios ativos do veneno em
outros processos como inflamagéo (FRITZEN et al.,2003) edema e nocicepcao (DE

CASTRO BASTOS et al.,2004) também ja foram alvo de estudos e caracterizacao.
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Recentemente, o nosso grupo identificou uma atividade ativadora de
precalicreina, que mostra o envolvimento do sistema calicreina-cininas no
envenenamento. Como mencionado acima e ilustrado na Figura 11, uma vez
ativada, a calicreina plasmatica atua diretamente sobre a cascata da coagulacgéao,
ativando FXII na via intrinseca e, por protedlise limitada do cininogénio de alto peso
molecular, libera a bradicinina, um potente vasodilatador e, em conseqiéncia, um
agente hipotensor. Por sua acdo vasodilatadora, a bradicinina promove a
permeabilidade vascular, interferindo indiretamente na migragdo celular atuando
portanto, nos processos inflamatérios. Uma condicdo patolégica importante
resultante da diminuicdo do fluxo sangliineo na artéria renal, devido a hipotensao

mediada pelo sistema calicréina-cininas, € a insuficiéncia renal aguda (BOHRER, et

al., 2007).
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Figura 11. Esquema da ativacédo do sistema contato. Ativagéo do fator Xll inicia a via
intrinseca da cascata de coagulacao, através da ativacao do fator XI, ao mesmo tempo

em que inicia o processo inflamatério pela liberacdo de bradicinina do cininogénio
nlacsmaticn
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1.7. Semelhanca entre os acidentes causados por L. obliqua e serpentes do
género Bothrops

O efeito paradoxal (coagulacdo e hemorragia) resultante do
envenenamento pela lagarta, devido a presenca de principios ativos com atividades
pré e anticoagulantes é caracteristico do veneno de L. obliqua, mas também ocorre
no veneno de serpentes do género Bothrops. (jararaca, cruzeira, cotiara, jararaca-
pintada).

O diagnéstico sobre a origem do envenenamento tem como base
principal a descricao do acidente feita pelo paciente, de uma avaliacdo médica do
acidentado e de exames laboratoriais pertinentes com o quadro hemorragico.
Todavia, tal diagnostico se torna bastante dificil nos casos (ndo raros) em que o
paciente ndo viu o animal e, portanto nao foi possivel verificar se teve contato com
uma taturana (basta uma lagarta para causar um grave acidente) ou se foi picado
por uma serpente (filhotes de jararaca sdo extremamente perigosos).

Acidentes com serpentes do género Bothrops, principalmente animais
jovens, apresentam uma sintomatologia muito semelhante aquela causada pela L.
obliqua. O edema volumoso, sintoma importante na caracterizagcdo do acidente
botrépico causado por uma jararaca adulta, apresenta-se muito discreto ou esta
completamente ausente quando a serpente causadora € jovem. As enzimas
proteoliticas responsaveis pelos sintomas no local da picada, como dor e edema,
nao sao expressas no veneno de filhotes.

Os principais sintomas do envenenamento por serpentes do género

Bothrops incluem hemorragia local ou sistémica, além de edema, dor e necrose.
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Também sdao comuns choque hipotensivo, coagulacao intravascular disseminada e
insuficiéncia renal.

A distribuicao geografica destes animais poderia auxiliar no diagnéstico
dos acidentes em que o agente causador nao foi visualizado. Porém, em regides
que ocorrem tanto Lonomia sp. quanto Bothrops. sp. € ainda com o mesmo perfil
sazonal, como € o caso da regidao Sul do Brasil, a indefinicao sobre a origem do
agente causador do acidente agrava sobremaneira o diagnéstico apropriado. Desta
forma, sendo os sintomas iniciais muito semelhantes nos dois tipos de
envenenamento, torna-se bastante dificil definir o tratamento clinico de maneira
adequada, a comecar da escolha do soro a ser aplicado no paciente, o que constitui
motivo de grande preocupacao entre as equipes de saude que atuam nas regioes

de grande incidéncia de tais acidentes.
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2. OBJETIVOS

Considerando a gravidade dos acidentes causados por L. obliqua em
toda a regidao Sul, em que os pacientes apresentam hemorragias e complicacoes
importantes podendo levar ao 6bito, pretende-se com este trabalho estudar o e
inflamatério desencadeados pelo veneno desta lagarta, assim como identificar
inibidores deste veneno que pudessem ser utilizados na neutralizacao dos efeitos

nocivos, como uma perspectiva de tratamento, de uso tépico, em pacientes.

2.1 Objetivos especificos

Identificar a especificidade do soro antilonédmico no reconhecimento das
proteinas presentes nos extratos e secrecbes de L. obliqua, bem como a agao
neutralizante deste soro frente as atividades pré-coagulante e fibrinogenolitica

responsaveis pelo quadro clinico.

Verificar a existéncia de reacao cruzada entre os soros e 0s venenos de

L. obliqua e B. jararaca;

Padronizar um modelo experimental para a avaliagcdo do induzido pelo
extrato de espiculas de L.obliqua, determinando a dose de veneno capaz de induzir
sangramento, bem como a duracao deste efeito e a acao do soro antilonémico e do

EDTA como inibidores desta atividade.
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Verificar a ocorréncia de extravasamento vascular induzido pelo extrato
de espiculas em modelo animal, determinando a dose de veneno capaz de
provocar este fendmeno, assim como a duracao deste efeito e a acao de inibidores
da hemostasia sobre o extravasamento vascular.

Monitorar a ocorréncia de migracao celular, determinando a dose capaz
de induzir a migracao, o intervalo de tempo e a acado de inibidores da hemostasia

sobre a migracao celular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Extratos e secrecoes de L. obliqua

As lagartas foram coletadas por equipes municipais de saude do interior
do Rio Grande do Sul, encaminhadas ao CIT/RS e cedidas para o nosso
laboratério. Foram utilizados quatro diferentes materiais neste trabalho: extrato de
espiculas e de tegumento, hemolinfa e criossecrecao.

O extrato de espiculas foi preparado cortando-se as cerdas junto ao
tegumento de lagartas imobilizadas a —20°C. As cerdas foram maceradas em potter
(Potter Elvehjem-Style Tissue Homogenizer) com 2 mL de agua milli-Q. Este
material foi centrifugado a 9600 g por 20 min € o sobrenadante, identificado por
“extrato de espiculas”, foi mantido a —20°C.

A hemolinfa foi preparada utilizando lagartas imobilizadas a —20°C.
Inicialmente era feita pressdo sobre a regido da cabeca para que fosse expelida
secrecao digestiva e em seguida cortava-se uma das falsas pernas para a coleta da
secrecdo. Material coletado foi centrifugado a 9600 g por 20 min e o sobrenadante,
identificado como “hemolinfa”, foi mantido a —20°C.

O tegumento foi isolado cortando as duas extremidades da lagarta e
fazendo-se um corte longitudinal, possibilitando a retirada dos 6rgaos internos e
limpeza deste tecido. O tegumento foi homogeneizado em potter com 2 mL de agua
milli-Q. Este material foi centrifugado a 9600 g por 20 min e o sobrenadante,
identificado por “extrato de tegumento”, foi mantido a —20°C.

A criossecrecao foi coletada submetendo as lagartas de maior tamanho a

um estresse térmico, com temperatura de -20°C por um periodo de 24 h. Apds esta
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fase, cada lagarta foi lavada com 500 uL de agua milli-Q. A secrecao obtida foi
centrifugada a 9600 g por 20 min e o sobrenadante, identificado como

“criossecrecao”, foi mantido a —20°C.

3.2. Veneno de B. jararaca

O veneno utilizado foi uma mistura liofilizada resultante da extracao de
varios espécimes adultos de serpente B. jararaca, fornecido pelo Laboratério de

Toxinas Naturais do CIT/RS.

3.3. Reagentes

As solucgdes utilizadas foram preparadas com reagentes de grau analitico.

Plasma humano citratado foi cedido pelos Bancos de Sangue do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e da PUCRS.

Soro antilonémico, lote 0104062/A, produzido pelo Instituto Butantan e o
soro antibotrépico, lote 980929/05C, produzido pela Fundagédo Ezequiel Dias foram
cedidos pelo CIT/RS.

O sistema para eletroforese (SDS-PAGE), BCIP e NBT foi adquirido da
Bio-Rad (EUA).

Fibrinogénio bovino e Comassie Brilliant Blue-G, EDTA, Benzamidina,
Heparina, Azul de Evans foram adquiridos da Sigma (EUA).

Os anestésicos cloridrato de quetamina 10% (Dopalen ®) e cloridrato de

xilazina 2% (Anasedan ® ) foram adquiridos da Vetbrands.
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3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo
o método de Laemmli (1970) usando o gel de empacotamento a 5% e gel de corrida
a 12%. Foram utilizados como marcadores de peso molecular: fosforilase B (97
kDa), albumina bovina (67 kDa), ovoalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (36 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e tripsinogénio (24 kDa). Os

géis foram corados com Comassie Brilliant Blue-G.

3.5. Western-blot

A transferéncia das amostras do gel para a membrana de nitrocelulose
teve duracao de 1h no sistema NovaBlot Pharmacia, logo apés foi feito bloqueio da
membrana com solucdo de caseina 5% (overnight). A incubagdo com anticorpo
primario foi feita na diluicdo 1:1000 (Soro Antilonémico) ou 1:5000 (Soro
Antibotrépico) por 24 h. O anticorpo secundario (soro de coelho anti-imunoglobulina
de cavalo) marcado com fosfatase alcalina, foi adicionado na diluicdo 1:10000 por 1
h. A revelagdo ocorreu incubando-se a membrana com substrato para fosfatase
alcalina: 0,016% BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-phoshate) e 0,033% NBT

(nitroblue tetrazolium salt).
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3.6. Ensaios de Coagulacao — Tempo de Recalcificacao

A atividade pré-coagulante do extrato de espiculas e do veneno de
jararaca sobre o plasma humano foi testada pelo ensaio de tempo de recalcificacéo,
adaptado para o sistema SpectraMax (RIBEIRO et al., 1995). Em um volume final
de 150 pL, 25 ug de extrato de espiculas ou 15 ug de veneno de B. jararaca foram
incubados com 75 uL de tampao HEPES 20 mM, pH 7,4 e 50 uL de plasma
humano citratado. Para iniciar a reacao de coagulacédo, apdés 5min a 37°C, foram
adicionados 10 puL de CaCl, 150 mM. A reacgao foi monitorada durante 20 min com
leituras a cada 15 segundos a 650 nm.

Para analisar o efeito do soro antilonémico em neutralizar a atividade pré-
coagulante do extrato de espiculas e do veneno de B. jararaca, foram pré-
incubados 25 g de extrato de espicula ou 15 pg de veneno de B. jararaca com 50
uL de soro antilonémico por 30 min, a 37°C. Da mesma forma, foram incubados 25
ug de extrato de espiculas ou 15 ug de veneno de B. jararaca com 50 uL de soro
antibotropico por 30 min, a 37°C. Apés a incubacao, plasma bovino (50uL) foi
adicionado e incubado a 37°C por 5 min. A reacao de coagulacao foi iniciada pela
adicdo de CaCl, 150 mM. A cinética da coagulacao foi monitorada a 650 nm, a 37

°C.

Em um ensaio de coagulacao (Figura 12), observam-se trés fases
distintas: fase lag, fase log e o platé da curva. A fase inicial, chamada de lag, ocorre
imediatamente apds da adicdo do célcio. E nesta etapa que ocorre a ativagao dos

fatores de coagulacdo dependentes de calcio. Nessa fase ndo se observa nenhum
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incremento na densidade o6tica. A fase log ou exponencial ocorre em seguida a fase
inicial, onde os fatores de coagulacédo ja ativados convertem a protrombina em
trombina e esta forma o coagulo de fibrina a partir do fibrinogénio. Nesta etapa
observa-se 0 aumento de absorbancia no meio, relativo ao coagulo. A ultima fase é
chamada de platé da curva, onde todo o fibrinogénio ja foi convertido a fibrina.

Nessa fase, ndo ha aumento de absorbancia.
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Figura 12. Ensaio de Tempo de Recalcificacao.
A. Fase Lag, B. Fase Log e C. Plat6 da curva

3.7. Atividade Fibrinogenolitica

A atividade da criossecrecao sobre o fibrinogénio foi estudada através do
ensaio de fibrinocoagulacdo. Criossecrecao (13 ug) foi incubada com fibrinogénio

por 30 min ou pré-incubada com 50 pL de soro antilonémico pelo mesmo periodo
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de tempo, a 37°C. Apods a pré-incubacao (soro + criossecrecao) fibrinogénio foi
adicionado e incubado a 37°C por 30 min. A reacao foi disparada com a adicao de
trombina (0,2 pg). A cinética da coagulacdo foi monitorada a 650 nm em

equipamento SpectraMax.

3.8. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), machos, da linhagem Wistar,
pesando entre 200 g e 300 g, nos modelos de efeito hemorragico pés-incisdo da
cauda e extravasamento vascular. Os animais foram cedidos pelo Biotério do
Departamento de Bioquimica/UFRGS.

No modelo de air pouch de migracdo celular, foram utilizados
camundongos (Mus domesticus) machos pesando entre 25 g e 30 g. Estes animais
foram cedidos pelo Biotério da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em
Saude (FEPPS).

Todos o0s animais foram mantidos em caixas apropriadas de
polipropileno, em ambiente com temperatura controlada (22-24 °C), em fotoperiodo
de 12 h claro/escuro. Alimento e agua foram fornecidos ad libitum durante todo o
experimento.

Os animais foram anestesiados com 100 mg/kg de cloridrato de
guetamina 10% associado na mesma seringa com 10 mg/kg de cloridrato de
xilazina 2%, por via intraperitonial.

Todos os protocolos envolvendo os animais de experimentacédo estdo de

acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).
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3.9. Efeito hemorragico poés-incisao da cauda

O monitoramento do sangramento induzido pelo extrato de espiculas de
L. obliqua foi realizado pelo modelo experimental de incisdo da ponta da cauda
(Figura 13) apdés a administracdo do veneno. Inicialmente foi aplicado, via

subcutanea, o extrato de espiculas no dorso dos animais.

Figura 13. Ensaio de Efeito hemorragico
pds-incisao da cauda. Animais
anestesiados com as caudas imersas em
agua destilada onde permaneciam até 1 h
apds a incisao.

Apoés 2 h, os animais foram anestesiados, a cauda foi incisada (3 mm) e
imediatamente colocada imersa em uma proveta com 40 mL de agua. O grupo
controle recebeu 0 mesmo volume de tampao PBS e teve a cauda incisada apés 2
h da administracao do tampé&o. O sangramento foi monitorado até 1h apés a inciséo

da cauda. Aliquotas foram recolhidas para leitura em espectrofotdmetro a 540 nm.
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Os animais, devidamente anestesiados, foram sacrificados pelo corte do diafragma.
Os resultados sao apresentados pela quantidade de hemoglobina/mL.

O efeito da dose de extrato de espiculas no efeito hemorragico foi
realizado utilizando concentrac¢des crescentes do extrato (50 pg/kg, 100 pug/kg e 200
Hg/kg). O grupo controle recebeu 0 mesmo volume de tampéao PBS.

A duracédo do também foi testada em 12 e 24 horas apos a aplicacao do
extrato de espiculas. Foram administrados 200 ug/kg de extrato de espiculas de L.
obliqua, diluidos em 100 pL de tampao PBS, via subcuténea, no dorso dos animais
e a incisdo da cauda realizada ap6s 2 h, 12 h e 24 h.

O estudo comparativo do induzido pelo extrato de espiculas de L. obliqua
e o0 veneno de B. jararaca foi realizado pela administracdo via subcutdnea dos
venenos 30 minutos apos a incisdo da cauda. Foram utilizados 200 ug/kg de
extrato de espiculas ou de veneno bruto de B. jararaca, diluidos em 100 pL de
tampdo PBS. A perda sanguinea foi monitorada através de aliquotas (100 pL)
coletadas num intervalo de 30 min até 5 h apds a incisdo da cauda. O grupo
controle recebeu 0 mesmo volume de tampéao PBS.

A acao do soro antilonémico frente ao induzido pelo veneno de L. obliqua
foi testada pré-incubando 200 pg/kg extrato de espiculas com 80 pL de soro
antilonémico, num volume final de 150 pL, durante 15 min, 30 min ou 60 min, em
temperatura ambiente. Apds este periodo, o material incubado (soro + veneno) foi
administrado no dorso do animal. Apds 2 h, a cauda foi incisada e os demais
procedimentos realizados como descrito acima. Os controles positivo e negativo
receberam 200 pg/kg de extrato de espicula diluidos em 150 pL de tampao PBS ou

apenas tampao PBS, respectivamente.
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A acao do EDTA também foi testada frente ao induzido pelo extrato de
espiculas. Extrato de espiculas de L. obliqua (200 pg/kg) foi pré-incubado com 80
UL de soro antilonémico por 60 min ou com EDTA 10 mM por 15 min, num volume
final de 150 L. Apos este periodo, foi administrado no dorso do animal como nos
ensaios anteriores.

A acéo inibitéria do soro antilonédmico e do EDTA frente ao foi testada
diretamente nos animais. Extrato de espiculas de L. obliqua (200 pg/kg) foi
aplicado, via subcutédnea, no dorso dos animais. Os controles positivo e negativo
receberam 200 pg/kg de extrato de espicula diluidos em 150 uL de tampéo PBS ou
apenas tampao PBS, respectivamente.

Apos 30 min foram administrados 80 pL de soro antilondmico (via
endovenosa) ou EDTA 10 mM (via subcutanea) diluidos num volume final de 150
uL. Os controles positivo e negativo receberam, apdés 30 min, 150 uL de tampéao

PBS.

3.10. Extravasamento vascular

A analise do extravasamento vascular induzido pelo extrato de espiculas
em modelo animal foi realizada pelo ensaio baseado na quantificacdo do corante de
azul de Evans (CszsH24NeNasO14S4). Animais anestesiados foram submetidos a
tricotomia e demarcados em 12 quadrantes na regido dorsal (Figura 14A). Na
sequéncia, foram administrados 50 mg/kg do corante azul de Evans (via veia

peniana).
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Para estabelecer a dose a ser utilizada neste experimento, foram
aplicadas em cada quadrante concentracdes diferentes do extrato de espicula (15
Hg, 30 pg e 60 ug) diluidas em 100 pL de tampéao PBS, via subcutanea. O controle
recebeu tampao PBS no mesmo volume das amostras. Apos 30 min, os animais
devidamente anestesiados foram sacrificados pelo corte da jugular e tiveram a pele
dorsal removida (Figura 14B). Os quadrantes de pele foram recortados e mantidos
numa solucao de formamida 1:1 a 40°C por 48 h. Aliquotas desta solugdo foram
lidas no espectrofotdbmetro, a 600 nm. Os resultados sdo apresentados pela

quantidade de azul de Evans/mL.

Figura 14. Ensaio de Extravasamento vascular. A.
Animal anestesiado apés tricotomia e demarcacao da
area a serem aplicadas as amostras. B. Pele removida
contendo manchas azuis referentes ao extravasamento
do corante azul de Evans.

Para constatar a presenca de extravasamento vascular apés 24 h da
administracdo do extrato de espiculas, foram aplicados 30 pg/kg de extrato de

espicula 24 h e 2 h antes da inje¢do do azul de Evans. O controle negativo recebeu



51

tampao PBS no mesmo volume das amostras. O controle positivo recebeu 30 ug/kg
de extrato de espiculas logo em seguida da aplicacéo do corante de azul de Evans.

O efeito de inibidores da hemostasia no extravasamento vascular
induzido pelo extrato de espiculas foi testado pela aplicacdo de cremes
imediatamente apds a administracao do veneno. Os inibidores EDTA (40 mM),
Benzamidina (40 mM) e Heparina (20 Ul) diluidos em propilenoglicol foram
homogeneizados, vagarosamente, com vaselina (70 %) e lanolina (30 %). Também
foi utilizada a pomada comercial Hirudoid (organo-heparindide polissulfato de
mucopolissacaridos, 3 mg/g). A aplicacado dos cremes foi padronizada com uma

medida padrao.

3.11. Air pouch

A bolha de ar subcutanea (air pouch) simula uma cavidade existente no
organismo, permitindo o estudo de migracdo celular in vivo. Os animais foram
sedados com a inalacao de éter etilico, em seguida 3 mL de ar estéril (oriundo de
capela de filtro laminar, equipada com luz U.V.) foi aplicado via subcutanea no
dorso dos camundongos. Apés trés dias da 12 aplicacao de ar, mais 3 mL de ar
estéril foi administrado na mesma bolha. Os animais foram utilizados para o

experimento no 6°%dia (Figura 15).



52

Figura 15. Ensaio de “Air pouch”. Camundongo sedado com éter
etilico, apbs 22 aplicacao de ar estéril na bolha subcutéanea.

A dose a ser utilizada foi estabelecida testando trés diferentes
concentragdes do extrato de espiculas (5 pg, 10 pug e 20 ug por cavidade) diluidas
em 1 mL de tampao PBS estéril. O grupo controle recebeu o0 mesmo volume de
tampéao PBS estéril. Apés 8 h, os animais previamente anestesiados foram
sacrificados. Em seguida foi administrado 3 mL de PBS com 60 Ul de heparina na
bolha de ar e, sem retirar a agulha, fez-se uma leve massagem para homogeneizar
e retirar o lavado. A contagem total de células foi realizada diluindo-se aliquotas
(10 puL) em 200 pL de solugédo de Turk (acido acético glacial e agua deionizada) e
aplicando 20 pL desta diluicdo na camara de Neubauer para a contagem em
microscopia Optica. Os valores foram expressos em numero de células totais por

mL.

Para verificar qual o intervalo de tempo, ap6s a administracao de extrato

de espicula, apresentava a melhor resposta de migragdo celular, foram
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administrados 20 ug de extrato de espicula por cavidade e ap6s 2 h, 4 h, 6 h, 8 h,
12 h e 24 h os animais previamente anestesiados foram sacrificados como no

ensaio anterior. O grupo controle recebeu o0 mesmo volume de tampao PBS estéril.

A acéo de inibidores da hemostasia sobre a migracao celular foi testada
utilizando benzamidina, EDTA e heparina na técnica do air pouch. EDTA (1mM),
benzamidina (20 mM) ou heparina (6 Ul) foram diluidos em 150 yL de tampao PBS
estéril e aplicados na bolha de ar 15 min antes da administracdo de 20 ug de
extrato de espicula. Os animais controle receberam o mesmo volume de tampao

PBS estéril. Os demais procedimentos sao idénticos aos anteriores.

3.12. Analise Estatistica

Os resultados s&o expressos como média * erro padrdo da média (EPM)
de 8 animais por grupo. Para analise estatistica, foi usada andlise de variancia
(ANOVA) de uma via ou de medidas repetidas seguida pelo teste de Bonferroni,

quando indicado. Valores de P<0,05 foram considerados significativos (ZAR, 1999).
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4. RESULTADOS

4.1. Extratos e secrecoes de L. obliqua

Como pode ser observado na Figura 16, o perfil eletroforético
apresentado nas quatro amostras (extratos e secregdes) de L. obliqua demonstra
diferengas especificas em cada tipo de material analisado. A maioria das proteinas,

em todas as amostras, apresenta massa molecular abaixo de 66 kDa.

J0KDa w—

20kDa

Figura 16. Perfil eletroforético dos extratos e
secregcdes de L. obliqua em SDS-PAGE
1.PPM; 2criossecrecdo (20 ug); 3.
hemolinfa(20 pg); 4.extrato de espiculas(20
hg); 5. extrato de tegumento(20 pg).Corado
com Comassie Brilliant Blue-G

Na andlise por western-blot (Figura 17) em que o soro antilonédmico foi
utilizado como anticorpo primario, houve reconhecimento de proteinas de diversas
massas moleculares, principalmente entre 66 e 30 kDa, em todos os extratos e

secrecoes. A hemolinfa apresentou o maior numero de proteinas reconhecidas pelo
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soro antilonémico, enquanto a criossecrecao, o menor. Os extratos de espiculas e
tegumento apresentaram reconhecimento semelhante.

Em todos os materiais a maioria das proteinas reconhecidas apresenta
baixo peso molecular. Quatro bandas de massa molecular semelhante (52 kDa, 46

kDa, 32 kDa e 15 kDa) foram reconhecidas nos quatro materiais analisados:

Figura 17. Western-blot dos extratos e
secregdes de L. obliqua. 1. criosecregdo (20
Mg); 2. hemolinfa (20 pg); 3. extrato de
espiculas (20 ug); 4. extrato de tegumento (20
hHg). Soro antilonébmico utilizado como
anticorpo primario (1:1000).
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4.2. Atividade pro-coagulante

No ensaio de tempo de recalcificacao (Figura 18) o extrato de espiculas
apresentou evidente atividade pro-coagulante quando comparado com o controle
(plasma sem amostra), eliminando a fase lag da coagulacdo. Quando este extrato
foi incubado com o soro antilondmico, ocorreu a neutralizagdo desta atividade,

apresentando um perfil semelhante ao do controle.

025 -
020 + W'" .
.
0,15 -+ v
5 r
[} k2
g v . ¥
Q 1l . .
ol 0,10 T
h g " *
- +*
u *
aos 4 v o,
| ] *
¥
= *
oo
L3 I I I ] I I 1
] A0 400 &0 &0 1000 1200 1400
Terego (se2)

Figura 18. Ensaio de Tempo de Recalcificagdo. Tampéao
HEPES 20mM incubado com plasma (+); com 25 ug extrato de
espiculas (V¥) ou com extrato espiculas + 50 pL de soro
antilonébmico(m).A reacao foi iniciada com adi¢cdo de 10 pL de
CaCl2 150 mM. A Absorbancia (D.O.) foi medida a 650 nm.
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4.3. Atividade fibrinogenolitica

A Figura 19 mostra o efeito da criossecrecao de L. obliqua no perfil de
fibrinocoagulagdo induzida por trombina. E possivel observar que, quando o
fibrinogénio foi incubado com a criossecrecao por 30 min, ocorreu total inibicdo da
fibrinocoagulacao. Esse efeito inibitério se da pela degradacao total do fibrinogénio
no meio (Pinto, et.al.,2004). Para verificar se o soro antilonédmico era capaz de
neutralizar a atividade fibrinogenolitica presente na criossecrecao, foram incubados
50 uL de soro antilonénomico com 13 ug de amostra durante 30 min a 37°C°. O
soro antilonémico neutralizou a atividade fibrinogenolitica presente nesta secrecao,

apresentando um perfil semelhante ao controle.
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Figura 19. Ensaio de Fibrinocoagulacado. Fibrinogénio (m); incubado
com 13 pg de criosecrecao (V) ou com 13 pg de criosecregéo + 50
uL de soro antilonémico (#). A reacao foi iniciada com a adicdo de
trombina (0,2 ug). A Absorbancia (D.O.) foi medida a 650nm.
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4.4. Avaliacao de reacao cruzada entre os soros e os venenos de L. obliqua e
B. jararaca

Em gel de SDS-PAGE (Figura 20A), o extrato de espiculas de L. obliqua
e o veneno de B. jararaca apresentam perfis distintos. Quando os dois venenos, no
ensaio de western-blot, sdo incubados com o soro antilonémico (anticorpo primario)
ocorre o reconhecimento de proteinas apenas do extrato de espiculas (Figura 20B).
Da mesma forma, quando o anticorpo primario utilizado foi o soro antibotrépico
somente as proteinas presentes no veneno de B. jararaca foram reconhecidas
(Figura 20C), evidenciando a alta especificidade desses anti-soros para seus

respectivos antigenos.

PPN

Figura 20. Eletroforese em SDS-PAGE e Western-blot do extrato de
espiculas de L. obliqua e do veneno bruto de B. jararaca. A. SDS-PAGE
onde foram aplicados 20 pg de extrato de espicula e 20 ug de veneno
bruto de B. jararaca; B-C. Western-blot do extrato de espiculas de L.
obliqua e do veneno bruto de B. jararaca utilizando como anticorpo
primario, B. soro antilonémico e C. soro antibotropico. PPM: padrao de
peso molecular; EE: extrato de espicula; VBj: veneno bruto de B. jararaca.



59

No ensaio de tempo de recalcificacdo (Figura 21) foi comparada a
capacidade dos soros antilonémico e antibotrépico em neutralizar a atividade pro-

coagulante presente no extrato de espiculas.
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Figura 21. Efeito dos soros antilonémico e antibotrépico sobre a
atividade pré-coagulante do extrato de espiculas no ensaio de tempo
de recalcificacdo. Tampao HEPES 20 mM incubado com plasma (e);
25 ug de extrato de espicula (m), 25 pg de extrato espiculas + 50 L
de soro antibotropico (V) 25 ug de extrato espiculas + 50 pyL de soro
antilonémico(4) A reacao foi iniciada com adigao de CaCl, 150 mM. A
Absorbancia (D.O.) foi medida a 650 nm.

Como demonstrado anteriormente, o extrato de espicula diminui o tempo
de coagulagdo e quando incubado com o soro antilondmico, essa atividade foi
totalmente inibida. Por outro lado, quando a mesma quantidade de extrato de
espiculas foi incubada com soro antibotrépico, ndo houve diferenga em relacao a
amostra sem soro, demonstrando que o soro antibotropico ndo € capaz de

neutralizar a atividade pro-coagulante do extrato de espiculas.
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Verificou-se que, ao incubarmos extrato de espiculas com soro
antilonémico, ocorreu a neutralizacdo desta atividade, apresentando um perfil

semelhante ao controle. Ao contrario, quando incubamos a mesma concentracao de

Q-

extrato de espiculas com soro antibotrépico ndo houve diferengca em relagao
amostra sem soro, demonstrando que o soro antibotropico ndao neutraliza a
atividade pré-coagulante do extrato de espiculas.

Na Figura 22, a acao dos soros antibotropico e antilonémico frente a
atividade pré-coagulante do veneno bruto de B. jararaca foi mostrada.. O veneno
bruto de B. jararaca apresentou intensa atividade pré-coagulante quando

comparado ao controle. Quando este veneno foi incubado com o soro
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Figura 22. Efeito dos soros antilonémico e antibotrépico sobre a atividade
pro-coagulante do veneno bruto de B. jararaca no ensaio de tempo de
recalcificacdo. Tampao HEPES 20 mM incubado com plasma (e); com 15 ug
veneno de B. jararaca (o), com 15 pg veneno de B. jararaca + 50 L de soro
antilonébmico(A) e com veneno de B. jararaca + 50 L de soro antilobotrépico
(V)A reacao foi iniciada com adicdao de CaCl, 150 mM. A Absorbancia
(D.0O.) foi medida a 650 nm.
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antibotropico ocorreu a neutralizacdo desta atividade, retornando aos niveis do
controle. Entretanto, quando incubado com soro antilonémico, nao houve alteragao

na atividade pr6-coagulante do veneno de B. jararaca.

4.5. Efeito hemorragico poés-incisao da cauda induzido por diferentes
concentracoes do extrato de espiculas

O efeito hemorragico induzido por 50 pg/kg, 100 ug/kg e 200 ug/kg de
extrato de espiculas foi monitorado pela perda sanguinea através da incisao da
extremidade da cauda 2 h ap6s a administracao de veneno.

O efeito hemorragico apresentou um perfil dose-dependente nas
concentragdes utilizadas. Como a dose de 200 ug/kg, apresentou evidente , esta

dose foi utilizada nos ensaios seguintes.
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Figura 23. Efeito hemorragico pés-incisdo da cauda induzido pelo
extrato de espiculas. Extrato de espiculas foi administrado nas doses
de 50, 100 ou 200 pg/kg, via subcutdnea, duas horas antes da
inciséo (3 mm) da cauda. O grupo controle recebeu PBS. A cauda foi
cuidadosamente imersa em 40 mL de agua destilada em temperatura
ambiente. A perda sanguinea foi monitorada até 60 min (pos-incisao)
e avaliada pela absorbancia a 540 nm. *P < 0,05; **P < 0,01; " P <
0,001: ANOVA, Bonferroni (diferengca em relagéo ao controle)
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4.6. Monitoramento do efeito hemorragico pos-incisao da cauda

Apéds 12 h da administracdo do veneno de L. obliqua, a perda sanglinea
ainda foi intensa, ndo apresentando diferenca significativa em relagédo ao grupo de
corte apdés 2 h. Entretanto, o grupo que teve a cauda incisada apdés 24 h nao
demonstrou perda sangilinea importante, apresentando um perfil semelhante ao

grupo controle (PBS).
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Figura 24. Monitoramento do efeito hemorragico pdés-incisdao da
cauda induzido pelo extrato de espiculas. Extrato de espiculas (200
ug) foi administrado, via subcutanea, nos diferentes grupos e a
cauda incisada 2 h, 12 h ou 24 h ap6s a administracdo do veneno.
O grupo controle recebeu PBS. A cauda foi cuidadosamente imersa
em 40 mL de agua destilada em temperatura ambiente. A perda
sangiinea foi monitorada até 60 min (pds-incisédo) e avaliada pela
absorbancia a 540nm. *P <0,05, ***P < 0,001: ANOVA, Bonferroni
(diferenca em relagé@o ao controle).
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4.7. Monitoramento do efeito hemorragico pos-incisao da cauda induzido pelo
extrato de espiculas de L. obliqua e do veneno de B. jararaca

Como mostra a Figura 25, o perfil de perda sanglinea apresentado pelos
animais que receberam o extrato de espiculas de L. obliqua e os que receberam o
veneno de B. jararaca foi bastante semelhante, ndo havendo diferenga significativa
entre eles. Houve diferenca significativa (iniciada ap6s 60 min) entre os grupos que

receberam os venenos e o grupo controle.
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Figura 25. Monitoramento do efeito hemorragico pés-incisdo da cauda
induzido pelo extrato de espiculas de L.obliqua e do veneno de B. jararaca.
Os animais foram anestesiados, a cauda foi incisada e cuidadosamente
imersa em 40 mL de 4gua destilada. Apés 30 min foram administrados os
venenos de L.obliqua e B. jararaca. No grupo controle foi aplicado tampao
PBS. A perda sanguinea foi monitorada em intervalos de 30 min até 5 h
apos o corte da cauda e avaliada pela absorbancia a 540 nm. m Controle, =
B.jararaca, » L.obliqua. *P <0,05: ANOVA, andlise de medidas repetidas,
Bonferroni (diferenca em relagdo ao controle).
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4.8. Acao do soro antilonémico sobre o efeito hemorragico pos-incisao da
cauda

A Figura 26 mostra o efeito do soro antilonémico na neutralizacdo do

efeito hemorragico induzido pelo extrato de espiculas. O soro antilonémico

apresentou um perfil dose-dependente na reducao do efeito hemorragico.
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Figura 26. Efeito do Soro antilonébmico na neutralizacdo do efeito
hemorrdgico induzido pelo extrato de espiculas. Extrato de espiculas
(200 pg) foi incubado com 80pL de soro antilonémico durante 15, 30 ou
60 min. Em seguida, esta mistura (veneno + soro) foi aplicada via
subcutédnea. O grupo controle recebeu PBS . Ap6s 2h a cauda foi
incisada. A perda sangiinea foi monitorada até 60min (pds-incisdo) e
avaliada pela absorbancia a 540 nm. *P <0,05 e **P <0,01: ANOVA,
Bonferroni (diferenga em relagao a espicula).
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4.9. Acao do soro antilonémico e do EDTA sobre o efeito hemorragico pos-
incisao da cauda

Estudos anteriores realizados com extrato de espiculas apontaram o
EDTA como um potente inibidor (95%) da atividade amidolitica sobre o substrato
cromogénico para Fator Xa, S 2222 (PINTO et al., 2006). Com base nestes dados,
estudamos a acdo do EDTA como possivel inibidor dos efeitos hemorragicos em
modelo animal. Como pode ser observado na Figura 27, o extrato de espiculas
incubado tanto com soro antilonédmico quanto com o EDTA apresentou reducao
significativa da perda sangilinea quando comparado ao grupo que somente

recebeu extrato de espiculas.
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Figura 27. Efeito do soro antilonémico e do EDTA, pré-incubados com
extrato de espiculas, na neutralizagao do efeito hemorragico . Extrato de
espiculas (200 pg) foi pré-incubado com 80 pL de soro antilonémico
durante 60 min ou com EDTA (10 mM) por 15 min. Em seguida, esta
mistura foi aplicada, via subcutanea. O grupo controle recebeu PBS.
Apoés 2 h a cauda foi incisada. A perda sangiinea foi monitorada até 60
min (pds-incisdo) e avaliada pela absorbancia a 540nm. *P < 0,05 e ***P
< 0,001: ANOVA, Bonferroni (diferenca em relacao a espicula).
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Como o efeito hemorragico induzido pelo extrato de espiculas foi reduzido
com a incubagao prévia do soro antilonémico e do EDTA, a agéo destes inibidores
foi testada quando administrados apds o veneno. Quando administrados 30min
apds o envenenamento, o soro antilonémico e o EDTA apresentaram evidente

redugéo do , como mostrado na Figura 28.
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Figura 28. Efeito do soro antilonbmico e do EDTA na
neutralizacdo do efeito hemorragico administrados apés o
veneno. Extrato de espiculas (200 pg/kg) foi administrado,
via subcutanea. Apdés 30 min foi aplicado 80 pL de soro
antilonémico, via intravenosa, ou EDTA (10 mM), via
subcuténea. O grupo controle recebeu PBS. Apés 2 h da
aplicacdao dos venenos a cauda foi incisada e a perda
sanguinea foi monitorada até 60 min (pds-incisdo) e avaliada
pela absorbancia a 540 nm. **P < 0,01: ANOVA, Bonferroni
(diferenga em relagao a espicula).



67

4.10. Extravasamento vascular induzido por diferentes concentracoes de
extrato de espiculas

A permeabilidade vascular pode ser mensurada pelo extravasamento de
corantes especificos para os tecidos. Os resultados demonstram a permeabilidade
vascular induzida pelo extrato de espiculas de L. obliqua, utilizando o corante Azul
de Evans, que possui uma grande afinidade pela albumina plasmatica.

A dose de 30 pg/mL de extrato de espiculas foi capaz de induzir maior

extravasamento vascular quando comparada com as demais doses e 0 controle

(Figura 29).
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Figura 29. Efeito da concentracdo de extrato de espiculas sobre o
extravasamento vascular. Os animais foram anestesiados, o dorso foi
tricotomizado e demarcada a area a ser aplicadas as amostras. Azul de
Evans foi aplicado, via endovenosa. Em seguida foram administradas
doses crescentes (15, 30 e 60 ug/ kg) de extrato de espiculas. PBS foi
utilizado como controle. Ap6s 30min, os animais foram sacrificados, os
quadrados de pele foram recortados e colocados em solucdo de
formamida por 48 h. Aliquotas foram avaliadas pela absorbéncia a 600
nm. *P < 0,05 e ***P < 0,001: ANOVA, Bonferroni (diferenca em relacao
ao controle).
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4.11. Monitoramento do extravasamento vascular induzido pelo extrato de
espiculas de L. obliqua

Para verificar se o fenbmeno do extravasamento persistia no tempo,
foram aplicados 30 ug de extrato de espiculas 24 h e 2 h antes da administracao do
corante de azul de Evans e no tempo 0 (controle positivo) a amostra foi aplicada
imediatamente apés a administracdo do corante. Como pode ser observado na
Figura 30 o veneno aplicado 2 h antes da administracdo endovenosa de azul de
Evans, ainda causa um efeito de extravasamento vascular relevante. Apds 24 h
ndao houve extravasamento vascular significativo, apresentando diferenca em

relagéo ao controle positivo.
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Figura 30. Monitoramento do extravasamento vascular induzido pelo extrato
de espiculas. Os animais foram anestesiados, o dorso foi tricotomizado e
demarcada a area a ser aplicadas as amostras. Foi aplicado extrato de
espicula (30 pug) em um quadrado. Apés 22 h foi aplicado extrato de espicula
(30 pg) em outro quadrado.Apés 2 h foi administrado Azul de Evans, via
endovenosa, e em seguida foi aplicado 30 pg de extrato de espiculas em outro
quadrado. PBS foi utilizado como controle. Apés 30 min, os animais foram
sacrificados,0s quadrados de pele foram recortados e colocados em solugcao
de formamida por 48h. Aliquotas foram avaliadas pela absorbancia a 600 nm.
***P <0,001 e *P< 0,05 (diferenca em relacdo ao controle) **P <0,01 (diferenca
em relacao ao controle positivo) :ANOVA. Bonferroni.
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4.12. Extravasamento vascular e a acao de inibidores

Para verificar se o extravasamento local, induzido pelo extrato de
espiculas, poderia ser reduzido pela acao de algum inibidor da hemostasia foram
utilizadas “pomadas” com EDTA 40 mM (inibidor de metaloproteinases),
benzamidina 40 mM (inibidor de serino proteases), mistura de EDTA 40mM e
benzamidina 40 mM, Heparina 20 Ul (inibidor de trombina, Fator X, IX) e a pomada

comercial Hirudoid® (polissulfato de mucopolissacaridos - organo-heparinoide)

(Figura 31).
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Figura 31. Efeito de inibidores da hemostasia sobre o extravasamento
vascular. Os animais foram anestesiados, o dorso foi depilado e marcado.
Azul de Evans foi aplicado, via endovenosa, e em seguida foi aplicada 30 ug
de extrato de espicula (controle positivo), 30 pg logo em cima pomada de
EDTA, Benzmidina, EDTA + Benzamidina, Heparina e a pomada comercial
Hirudoid®, no dorso do animal. PBS foi utilizado como controle negativo.
Apo6s 30 min, os animais foram sacrificados, os quadrados de pele foram
recortados e colocados em solugao de formamida por 48 h. Aliquotas foram
avaliadas pela absorbancia a 600 nm. **P < 0,001: ANOVA, Bonferroni
(diferenca em relagéo a espicula).
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As pomadas de Heparina, Benzamidina, EDTA, EDTA/Benzamidina,
quando aplicadas logo ap6s a administracdo do veneno, apresentaram reducao do
extravasamento vascular quando comparadas ao veneno. A pomada comercial

Hirudoid® nao apresentou reducao significativa.

4.13. Migracao celular induzida por diferentes concentracdoes de extrato de
espiculas

Para verificar se o extrato de espiculas seria capaz de induzir migracao
celular foi utilizado o modelo de “air pouch”. O extrato de espiculas foi capaz de
induzir uma migracao de leucdcitos para a bolha de ar subcutaneo (Figura 32) de

maneira dose-dependente.
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Figura 32. Efeito de diferentes concentragdes do extrato de espiculas sobre
a migracao celular. Apds a formagao da bolha de ar subcuténea, os animais
foram sedados com éter etilico e em seguida, aplicados 5 pg, 10 pug ou 20
ug de extrato de espiculas na bolha de ar. Apoés 8h os animais foram
sacrificados. Foi aplicado 3 mL de tampédo PBS estérii na bolha,
massageado com cuidado e coletado. Este liquido foi diluido 20 x em
solugéo de Turk e a contagem total foi realizada na camara de Neubauer. *F
< 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 : ANOVA, Bonferroni (diferenga em relagéo
ao controle).
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4.14. Migracao celular em relacao ao tempo

Foi utilizado o modelo de “air pouch” para avaliar a migragdo celular
induzida pelo extrato de espiculas em fungao do tempo. Foram aplicados 20 ug de
extrato de espiculas 24 h, 12 h, 8 h, 6 h, 4 h e 2 h antes dos animais serem
sacrificados.

Como se observa na Figura 33, apo6s 2 horas da administragao do extrato
de espiculas ha um aumento de migracao celular para a bolha de ar subcuténea de

maneira significativa e tempo-dependente.
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Figura 33. Variacdo da migracao celular induzida pelo extrato de espicula
em fungdo do tempo. Apds a formagdo da bolha de ar subcutanea, os
animais foram sedados com éter etilico e em seguida, aplicados 20 ug de
extrato de espiculas na bolha de ar, 24 h, 12h, 8h,6h, 4 h, 2 h antes dos
animais serem sacrificados. Foi aplicado 3mL de tampao PBS estéril na
bolha, massageado com cuidado e coletado. Este liquido foi diluido 20 x em
solucao de Turk e a contagem total foi realizada na camara de Neubauer.
**P < 0,01; *™*P < 0,001: ANOVA, Bonferroni (diferenca em relacao ao
controle).
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4.15. Inibicao da migracao celular

Para verificar se o fendmeno de migracdo celular no modelo de “air
pouch” seria diminuido pela acdo de algum inibidor da hemostasia, foram
administrados EDTA (1 mM), Benzamidina (20 mM) ou Heparina (2 Ul) num
volume total de 100 pL, diluidos em tampao PBS estéril, em cada bolha de ar. Apds
10min, foram aplicados 20 pg de extrato de espiculas.

Como pode ser observado na Figura 34, a migracao celular para dentro
da bolha de ar subcuténea induzida por 20 ug de extrato de espiculas foi inibida
pelo EDTA, benzamidina e a heparina. A migracao celular foi melhor inibida pela

heparina, benzamidina e EDTA respectivamente.
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Figura 34. Inibicdo da migragdo celular. Apds a formagdo da bolha de ar
subcutanea, os animais foram sedados com éter etilico e em seguida, aplicados 1
mM de EDTA ou 20 mM de Benzamidina ou 2 Ul de Heparina num volume total
de 100 pL, na bolha de ar. Apés 10min, foram administrado 20 pug de extrato de
espiculas. Apds 8 h os animais foram sacrificados. Foi aplicado 3 mL de tampao
PBS estéril na bolha, massageado com cuidado e coletado. Este liquido foi diluido
20 x em solucao de Turk e a contagem total foi realizada na camara de Neubauer.
*P<0,05¢e ***P<0,001: ANOVA, Bonferroni (diferenca em relagéo a espicula).
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5. DISCUSSAO

O quadro hemorragico induzido pelo extrato de espiculas de L. obliqua
bem como a ocorréncia de extravasamento vascular e migracdo celular foram
monitorados neste trabalho. Para avaliacao destes fenébmenos, caracteristicos de
manifestacdes inflamatdrias, foram utilizados trés modelos experimentais: efeito
hemorragico pds-incisdo da cauda, extravasamento vascular e migracao celular
através da técnica de “air pouch”.

Enquanto as pesquisas com a lagarta L. achelous eram realizadas a partir
das cerdas, da hemolinfa e do animal inteiro (AROCHA-PINANGO & LAYRISSE,
1969; AROCHA-PINANGO et al, 1992; AROCHA-PINANGO et al, 2000; AROCHA-
PINANGO & GUERRERO, 2001), com a L. obliqua apenas as cerdas eram
utilizadas (KELEN et al., 1995; DONATO et al.,1998; REIS et al., 1999, REIS et al.,
2001). No laboratério de Bioquimica Farmacolégica do Centro de Biotecnologia da
UFRGS, foram realizados experimentos utilizando quatro materiais: extrato de
espiculas, tegumento, hemolinfa e criossecrecdo. Os resultados demonstram que
os extratos de espiculas e tegumento apresentam grande semelhanca nos seus
perfis eletroforéticos, provavelmente pelo fato do epitélio da cerda da lagarta ser
continuo ao epitélio da base do tegumento. Além disso, a inexisténcia de glandulas
produtoras de veneno torna o epitélio tegumentar o provavel local de producéao e
secrecao do veneno (VEIGA, 2001; VEIGA et al., 2001).

O estudo bioquimico dos venenos de L. achelous e de L. obliqua foi
bastante intensificado nos ultimos anos. A purificagdo e caracterizagdo de algumas

enzimas tém auxiliado na compreensdo do quadro clinico provocado por estes
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insetos. Da lagarta L. achelous ja foram caracterizadas a Lonomin Il (atividade
semelhante a da plasmina); Lonomin Il (ativador de protrombina); Lonomin IV
(atividade semelhante ao Fator Xa). Lonomin V (atividade proteolitica sobre o FXII
e atividade ativadora de plasminogénio); Lonomin VI (ativador de FV); Lonomin VI
(atividade inibitéria sobre o FV) e a Lonomin VII (atividade semelhante a da
calicreina) (; AROCHA-PINANGO et al, 2000).

Duas atividades pré-coagulantes presentes no extrato de espiculas de L.
obliqua j4 foram caracterizadas: um ativador de fator X e um ativador de
protrombina calcio-dependente (DONATO et al.,, 1998; REIS et al., 1999; REIS et
al., 2001). O ativador de Fator X, chamado de Losac, é uma proteina de 43kDa que
ativa Fator X de maneira dose dependente, ndo apresentando acao sobre outros
fatores da coagulacdo como a protrombina, nem atividade amidolitica sobre
substratos cromogénicos (FLORES et al, 2004). A presenca de uma potente
atividade ativadora de protrombina foi identificada também por Veiga et al., 2003.
Porém esta atividade ndo mostrou ser dependente do ion célcio.

Pinto et al. (2006) referem que, além do extrato de espiculas, tegumento,
hemolinfa e a criossecrecao também apresentam atividade pré-coagulante.
Entretanto, o extrato de espiculas apresenta atividade pré-coagulante mais intensa:
apenas 0,6 pg deste material é capaz de reduzir pela metade o tempo de
coagulacao em relacao ao controle.

No presente trabalho, a atividade pré-coagulante do extrato de espiculas
foi demonstrada através do ensaio de tempo de recalcificacdo. Neste, a fase log da

coagulacao € iniciada quase que imediatamente a adicao do calcio, suprimindo a
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fase de ativacdo dos fatores de coagulacédo (fase lag), evidenciando esta potente
atividade.

A atividade fibrinogenolitica também ja foi testada nos extratos e
secregcdes de L. obliqua. Extratos de espiculas, tegumento, hemolinfa e
criossecrecao apresentam atividade fibrinogenolitica. Entretanto, a criossecrecao e
a hemolinfa se destacam: apenas 0,25 ug de criossecre¢do e 1 ug de hemolinfa
incubados por 15 min sédo suficientes para degradar completamente as cadeias de
fibrinogénio (PINTO et al., 2006). O extrato de espiculas, embora apresente uma
atividade fibrinogenolitica reduzida quando comparada com a criossecrecao,
também possui acao sobre fibrinogénio de forma dose-dependente (VEIGA et al.,
2003). A atividade fibrinogenolitica foi identificada, também, na lagarta L. achelous
(AROCHA-PINANGO et al., 2000) e seria em conseqiiéncia de principios ativos
agindo diretamente sobre o fibrinogénio, a fibrina e a degradacdo de fator Xlli
(AROCHA-PINANGO & GUERRERO, 2001).

No ensaio de fibrinocoagulacao realizado neste estudo, os resultados
indicam uma intensa acao fibrinogenolitica presente na criossecrecao. Esta
atividade é responsavel pela total degradacao do fibrinogénio, impedindo que ele
sirva de substrato para a trombina formar o coagulo de fibrina.

Na criossecrecao, foi identificada e caracterizada uma potente enzima
com atividades fibrinolitica e fibrinogenolitica chamada de Lonofibrase. Esta
enzima, de aproximadamente 35 kDa, degrada o fibrinogénio de maneira dose-

dependente, agindo preferencialmente sobre a cadeia Aa, apresentando pouca

eficiéncia sobre a cadeia Bf e y (PINTO, 2002; PINTO et al., 2004).
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Segundo Zannin (2002), que estudou as variacdes nos parametros de
coagulacao de pacientes acidentados por Lonomia obliqua em Santa Catarina, do
total de 105 pacientes, 91 (87%) apresentavam reducao intensa de fibrinogénio. Em
70% dos pacientes os niveis de fibrinogénio foram menores que 0,5 g/L, e em 33
pacientes nao foi detectavel. Os valores de referéncia para o fibrinogénio sao entre
2-4 g/L. Estes dados evidenciam a importante atividade fibrinogenolitica presente
neste envenenamento.

O Instituto Butantan iniciou a producao do soro antilonémico em 1996 (DA
SILVA et al., 1996), sendo este produzido exclusivamente das espiculas de L.
obliqua.

No ensaio de western blot realizado neste trabalho, o soro antilonédmico
foi capaz de reconhecer proteinas em outros materiais da lagarta (tegumento,
hemolinfa e criossecrecdo) indicando que os principios ativos, responsaveis pelo
quadro clinico resultante deste envenenamento, estdo presentes em varias
secregdes da taturana. Entretanto, quando o extrato de espiculas e o veneno de B.
jararaca foram incubados com soro antilonémico ou soro antibotropico, destaca-se
a inexisténcia de reacao cruzada entre estes venenos e 0s soros correspondentes.
Complementando este resultado, a atividade pré-coagulante do extrato de
espiculas somente foi neutralizada pelo soro antilonémico, assim como a atividade
pré-coagulante do veneno de B. jararaca com o soro antibotropico.

Nos acidentes causados por L. obliqua, a gravidade do quadro clinico é
classificada em leve, moderada e grave. Nos casos leves, onde o tempo de
coagulacao permanece normal, ndo é administrado soro antildnomico. O quadro

clinico é considerado moderado quando o tempo de coagulacdo apresenta-se
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alterado (acima de 10 min) e ha presenca de sangramentos na pele e mucosas,
havendo indicacdo de 5 ampolas. Nos acidentes classificados como graves, além
do tempo de coagulacdo apresentar-se alterado, ocorrem manifestacdes
hemorragicas em visceras, sendo indicado o uso de 10 ampolas de soro
antilonémico (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

O quadro clinico em conseqiéncia de um acidente botropico é
classificado de acordo com manifestacdes locais (dor, edema e equimose),
sistémicas (manifestagcdes hemorragicas, choque e anuria) e pelas alteragdes do
tempo de coagulacdo. O tratamento é baseado em uma sintomatologia leve, onde o
paciente pode receber de 2 — 4 ampolas de soro antibotropico, moderada, com
indicacdo de 4 — 8 ampolas, e grave onde ha indicacdo de 12 ampolas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Pacientes que ndo conseguem relatar o histérico do acidente e
apresentam sintomas que se enquadram tanto no acidente londmico quanto no
botrépico, podem receber um tratamento antiveneno equivocado. Algumas vezes é
iniciado o tratamento com um tipo de soro (antilonémico ou antibotrépico) e como
0s sintomas ndo amenizam a equipe médica, apds suplementar a dose de soro
indicada, necessita “tentar” a administracdo de outro tipo de soro, na expectativa
que o quadro clinico melhore. Considerando que o soro € composto por proteinas
heterélogas e que ha o risco eminente de choque anafilatico, esta situagdo causa
apreensao pelas equipes diretamente envolvidas no diagnéstico e tratamento
destes acidentes.

A reducao intensa do fibrinogénio é a alteragcdo mais comum destes dois

tipos de envenenamento (ZANNIN et al.,2003). De um total de 78 envenenados por
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B. jararaca, o fibrinogénio apresentava niveis inferiores a 1,5 g/l em 75,5% dos
pacientes e menor que 0,5 g/l em 29,5% deles (KAMIGUTI et al.,1986), enquanto
do total de105 pacientes acidentados por L. obliqua, o fibrinogénio apresentava
niveis inferiores a 1,5 g/l em 84% dos pacientes e inferior a 0,5 g/l em 68% deles
(ZANNIN et al.,2003).

Em humanos, as alteracbes na hemostasia induzidas pelo acidente com
lagartas de L. obliqua tém inicio precoce (até 6h apds o acidente). A principal
alteracao diagnosticada no momento da admissao hospitalar foi hipofibrinogenemia.
A maioria dos pacientes (64%) procurou atendimento médico apos 12h do contato
com a lagarta, sendo que os valores de fibrinogénio bastante reduzido foram
encontrados nestes pacientes (ZANNIN, 2002). Nos resultados de pés-incisao da
cauda em modelo animal, verificou-se que apds 2h da administracdo do veneno os
animais apresentavam um quadro hemorragico importante e dose-dependente
quando comparado ao controle. Porém, o tempo decorrido ap6s o envenenamento
nao € o unico agravante. O numero de lagartas, o instar que ela se encontra, o tipo
de acidente (contato superficial com as espiculas ou contato com demais
secregdes), histérico de presenca de comorbidades no paciente, entre outros,
contribuem para a gravidade do acidente (AROCHA-PINANGO, et al, 1992;
ZANNIN, et al.,20083).

O soro antilonémico, como era esperado, foi capaz de neutralizar o
provocado pelo extrato de espiculas quando pré-incubado com o veneno, bem
como quando aplicado apds a administracao deste. Embora a soroterapia ndo seja
um procedimento isento de riscos a saude do acidentado, o soro especifico é,

ainda, o unico tratamento eficaz recomendado pelo Ministério da Saude para a
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maioria dos acidentes causados por animais peconhentos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

Em estudos recentes realizados no Laboratério de Bioquimica
Farmacoldgica, o EDTA apresentou 95% de inibicao sobre a atividade amidolitica
do extrato de espiculas sobre o substrato (S 2222) para fator Xa (PINTO et.al.,
2006). Nos resultados apresentados, o EDTA reduziu o , causado pelo extrato de
espiculas, quando pré-incubado com o extirato de espiculas ou ainda quando
aplicado 30 min apés a administracdo do veneno. O EDTA também apresentou
atividade inibitéria nos modelos de extravasamento vascular, quando utilizado sob a
forma de pomada (40 mM) ou combinado com a pomada de benzamidina (40 mM).
O EDTA também inibiu a migracao celular para a bolha de ar subcutdnea, no
modelo de air pouch. A acgao inibitéria do EDTA sobre o extirato de espiculas
poderia sugerir a presenca de proteases metal-dependentes o que justificaria a
reducao do extravasamento vascular e da migracdo celular. No entanto, nenhuma
seqUéncia de enzimas do tipo metaloproteinase foi encontrada nos estudos de
transcriptoma da lagarta Lonomia obliqua (VEIGA et al., 2005), o que sugere que o
EDTA esteja inibindo co-fatores envolvidos na cascata de coagulagao, essenciais
para que as enzimas presentes no veneno de L. obliqua se manifestem.

A benzamidina, um inibidor especifico de serino proteases, foi capaz de
inibir o extravasamento vascular na forma de pomada (40 mM) ou ainda combinada
com EDTA (40 mM). Também inibiu a migracéo celular induzida pelo extrato de
espiculas de maneira significativa.

Em um estudo comparativo entre os extratos e secrecoes de L. obliqua

sobre a atividade amidolitica e a consequiente inibicdo desta atividade, o inibidor
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benzamidina apresentou maior efeito dentre os inibidores testados. Na
criossecrecao e hemolinfa, a benzamidina apresentou uma inibicdo de 74 a 99%
sobre os substratos cromogénicos testados, enquanto no extrato de espicula
apresentou uma inibicdo parcial sobre o substrato para Fator Xa (PINTO et al.,
2006). A reducdo do extravasamento vascular e da migracdo celular por
benzamidina comprova o tipo de enzimas que predominam neste extrato, as serino-
proteases.

O extravasamento vascular foi estudado através da quantificagdo do
corante azul de Evans. Este corante € muito utilizado em experimentos relativos a
inflamacao pela sua propriedade de ligar-se a albumina plasmatica. O aumento da
permeabilidade vascular e consequiente extravasamento do exsudato (liquido rico
em proteinas) € uma das principais caracteristicas da inflamagao aguda
(MONTENEGRO & FECCHIO, 1992).0 aumento do volume do liquido extravascular
€ chamado de edema inflamatério (BECKER, 1997). O extrato de espiculas induziu
extravasamento vascular de maneira significativa e este pode ser detectado até 2h
apos a administracao do veneno.

As manifestacdes clinicas locais do envenenamento por Lonomia obliqua
em humanos sao caracterizadas por dor em queimacao, de inicio imediato, prurido,
hiperemia, bolhas e edema discreto (ZANNIN, 2002). Em modelos animais, 0
extrato de espiculas, também é capaz de induzir a uma resposta nociceptiva, dose-
dependente e de duracdao de aproximadamente 30 minutos (DE CASTROS
BASTOS et al., 2004). Mediadores inflamatérios como as prostaglandinas, aminas
simpatomiméticas e histamina, além da acgao direta de nociceptores parecem estar

envolvidos com esta resposta (DE CASTROS BASTOS et al., 2004). O extrato de
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espiculas (35 pg) induziu edema em pata de camundongo a partir de 30 min da
aplicacdo do veneno (BOHRER et al, 2007) e teve duracdao de até 6 h (DE
CASTROS BASTOS et al., 2004). Apds 24 h ndo havia mais edema. A aplicagéo de
aprotinina (inibidor de calicreina plasmatica e fator Xlla) e HOE 140, 30 min antes
do veneno, reduziu em 50% o volume do edema em pata de camundongo
(BOHRER et al., 2007).

Em seguida ao extravasamento vascular, os leucécitos migram no tecido
conjuntivo em direcdo ao local da lesédo tecidual, desta forma a presenca de
leucécitos é uma das evidéncias mais importantes da reacao inflamatoéria.

A técnica de “air pouch” tem sido utilizada como modelo experimental
para o estudo de diversos trabalhos sobre resposta inflamatéria aguda (KOWANKO
et al,1986). Embora existam outros modelos experimentais para estudar a
inflamatéria aguda, como a pleurisia e peritonite, a bolha de ar subcutanea
apresenta a vantagem de ser facil a aplicacdo e analise de fluido (SEDGEWICK et
al., 1985).

Os resultados obtidos demonstram que o extrato de espiculas é capaz de
induzir uma migracao de leucécitos para a bolha de ar subcutdneo de maneira
dose-dependente.

Estudos de migracdo celular, utilizando linhagens geneticamente
selecionadas a partir da minima ou maxima resposta inflamatéria aguda, foram
realizados (RAMOS et al.,2004). Entretanto, nestes estudos, a dose de 40 ug de
extrato de espiculas induziu migracao celular somente em uma linhagem (com
méxima resposta inflamatéria) na ordem de 10° células, enquanto os resultados

deste trabalho foram da ordem de 10° células. Na maioria das formas de inflamacao



82

aguda, os neutréfilos predominam no infiltrado inflamatério durante as primeiras 6 h,
permanecendo até 24 h, entretanto Ramos e colaboradores (2004) analisaram a
resposta a inflamacao aguda no intervalo de tempo de 24 h apds a administracao
do extrato de espiculas. Pelos resultados do presente trabalho, apdés 24 h nao
ocorreu mais migracao, sendo que o pico desta foientre 6 h e 8 h.

O tipo de leucdcito presente em uma reacao inflamatéria varia em nimero
com a idade da lesdo e com a natureza do estimulo. Assim, na maioria dos tipos de
inflamagao aguda, predominam os neutréfilos nas primeiras 6 a 24 horas, sendo
substituidos pelos linfécitos, e células derivadas de mondcitos (macrofagos) em 24
a 48 horas.

Estudos demonstram que a heparina também apresenta atividade anti-
inflamatéria, inibindo eventos importantes como a formacao de edema e migracao
de neutréfilos (TYRREL et al.,1995; SALIBA et al., 2001; ELSAYED & BECKER,
2003).

Neste trabalho, a heparina reduziu o extravasamento vascular induzido
pelo extrato de espiculas, assim como a migracao celular para a bolha de ar
subcutanea. A heparina é amplamente utilizada no tratamento de tromboses
arteriais e venosas. Apresenta atividade inibitéria, principalmente em relagdo a
trombina. A heparina possui a propriedade de ligar-se a antitrombina e potencializar
a acao desta. A ligacao antitrombina/heparina induz uma mudancga conformacional
causando a inativacdo de varios fatores ativados da coagulacdao, como os fatores
IXa, Xa, Xla, Xlla e lla. Pela inibicdo da trombina ndo somente a formacao do

coagulo é impedida, mas também a ativagéo dos fatores V e VIII, que sédo induzidos
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pela trombina. A acdo da heparina inibindo a amplificacdo da cascata pode ter
maior impacto do que a inibicdo direta da trombina (OFOSU et al.,1987).

A acao inibitéria da heparina nos dois modelos experimentais
apresentados sugere que esta esteja inibindo fatores de coagulacdo que sao

ativados pelo veneno.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel concluir que o
soro antilondmico reconheceu proteinas em todos extratos e secrecoes da lagarta
L. obliqua, bem como foi capaz de neutralizar as atividades pro-coagulante e
fibrinogenolitica, presentes nos extratos e secrecdes da lagarta.

Nao houve ocorréncia de reacdo cruzada entre 0S venenos € 0S
respectivos soros.

O efeito hemorragico pés-incisao da cauda, apresentou-se dose
dependente, com duracdo de até 12h. O soro antilonbmico e o EDTA, pré-
incubados com extrato de espiculas ou administrados diretamente nos animais
foram capazes de reduzir o sangramento.

O extrato de espiculas foi capaz de induzir um extravasamento vascular
significativo, mantendo seu efeito até duas horas da administragcdo do veneno. Os
inibidores da hemostasia Heparina, Benzamidina e EDTA foram capazes de reduzir
o extravasamento vascular induzido pelo extrato de espiculas. A pomada Hirudoid®
nao apresentou reducdo do extravasamento de maneira significativa.A migracao
celular induzida pelo extrato de espiculas mostrou-se dose dependente, e tempo-
relacionada, atingindo platdé entre 6h e 8h. EDTA, Benzamidina e Heparina foram
capazes de diminuir, de maneira significativa, o processo de migracao celular para
a bolha de ar subcutaneo.

Neste trabalho, foram estudados os efeitos hemorragico e inflamatério
induzido pelo extrato de espiculas de Lonomia obliqua, em modelos animais. Este

envenenamento caracterizado por um efeito paradoxal, com atividades pré e anti-
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coagulantes ainda é considerado recente, com 0s primeiros registros de acidentes
somente no final da década de 80. Embora a caracterizacdo bioquimica, os
experimentos em modelos animais e 0 estudo do transcriptoma da lagarta tenham
sido essenciais para a compreensao do quadro clinico decorrente deste acidente,
h& muito ainda a ser estudado. L. obliqua, assim como outros animais peconhentos
e/ou venenosos da fauna brasileira, representam importante fonte de recursos para
a pesquisa, principalmente na area da saude, como o desenvolvimento de novos

medicamentos e de soros antivenenos mais especificos.
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Abstract

The hemarrhagic syndrome caused by Lonomia ofligua caterpillars is an increasing problem in Southern Brazil. The clinical
profile is characterized by both he morthagic and pro-coagulant svmptoms, constituting a paradoxical action of the venom. The
effects upon blood coagulation and fibrinfogeniolvsis have been shown o reésult from the combined action of several active
principles found mostly in the bristle extract. The present study reports quali-quantitative differences among L obiigua
secretions: Crvosecretion, hemolvimph, bristle extract and tegument extract. Crvosecretion and hemolvmph displaved strong
amidolvlic activity upon seveml substrates, presentad moderated procoagulant activity and high filvinogen degrading ability,
Brisile and iegumeni exiracis presenied low amidolviic activity, bot brisile exiract showed the most potent procoagulani activity
and both extracts presented low fibrinogen degrading ability. The differential involvement of these secretions during the

accidents with L afdigua can elocidate the different svmptoms presented after envenomation.
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1. Inteoadoetion

The Lepdoptera order includes moths and buttertlies
which have medical importance becanse they cause
respiratory and cutanecns wactions following the contact
with hairs of the adalt and the spicules of the luvae, The
potentially dangemus insects belong to Megalopygidas and
Saturniidae families, In Brazil, lepdopleran accidents with
cutaneous reactions produced in persons envenomed by
these caterpillars have been registered since the beginning
of the last century (Von Thering, 1914). The symptoms
produced following the envenomation accident depend on
the species involved, the type of active principles present
in the venom, the deepness of the contact with the insets and
the individual reaction of the patient.



114 AFM. Pinto et al. / Toxicon 47 {2006) 113121

In South America, accidents with caterpillass of Lonomia
genus (Lepdoptera, Saturmidae) have been frequently
described, showing essentially a hemorrhagic ¢linical
disorder in envenomed children and adult persons. In the
north of South America (Northem Brazil, Venezuela and
French Guyana), accidents were described with Lonomia
achelous caterpillars (Arocha-Pihango e Layrisse, 1969
Fraiha Neto et al., 1985; Couppié et al., 1998). However,
due to deflorestation and replacement of the native forest by
fruit tree plantation the most dangerous accidents are
occurring in Southern Brazil. In these cases, Lonomia
obligua caterpillars are responsible for the accidents
described since 1989 (Duarte et al, 1990} The envenoma-
tion produced by these caterpillars are getting dangerous
proportions especially in the states of Rio Gumnde do Sul,
Santa Catarina and Parana (Donato et al., 1998; Abella et al |
19981, Accidents usually occur when the victim gets in
contact with a whole caterpillar colony lying on the surface
of tree trunks. In this case, not only the bristles but often the
whole animal is smashed in the accident thus allowing that
body secretions, including the hemolyvmph, penetrate the
human skin and reach the blood stream. While some toxic
principles are found in bristle extracts, others are present in
the hemolymph and other venomous preparations of
Lonomia specimens.

The envenomation is characterized by a hemorrhagic
clinical profile installed within a 72 h period after the
contact, presenting typical symploms as intense equimosis,
external bleeding and internal (including cerebral} hemor-
rhage. bloady salivation, intense hematuria and, in some
cases, acute renal failure (Duarte et al., 1990). The above
symploms are predominantly hemorrhagic, but there are
also pro-coagulant manifestations (Reis et al., 1999 Zamin
et al., 2003), constituting a paradoxical action of the venom,
probably due to the effects of distinct active principles of the
venomous secretion. Similar effects have been described for
L achelous catempillars (Arocha-Piango et al., 1992
Guerrero et al., 1997a.b, 1999).

Most studies with L obligua were made using the bristle
extract where a prothrombin activator (LOPAP), Factor X
activator, phospholipase activity (Lonomiatoxing and fibn-
nogenolyvtic activity were already wlentified {Donato et al .,
1998; Reis et al., 1999: Seibert et al, 2003; Veiga et al.,
20033, Recently, starting from another secreted material
obtained upon a freezing procedure applied to L obligua
caterpillars (crvosecretion), Lonofibrase, the first fibrin{o-
genjolvtic enzyme described in L obligua, was purified and
characterized as an a-fibrinogenase (Pinto et al., 2004). The
presence of these different proteins has been confirmed by
an exhaustive transcriptome study of distinet L obligua
secretions (Veiga et al, 2005 and hup://www.ncbinlm.nih,
goviprajectsomes/).

Histological and ultra-structural studies of L. obligua
caterpillars showed the presence of a secretory epithelium
responsible for the venom production. This specialized
epithelium underlies the entire l2pument as well as

the spicules, except the distal region. The venom produced
is stored in specialized cuticle regions and inside the
spicules. Furthermore, no gland or glandular structure
connected to spicule base was found (Veiga et al, 2001).
To better characterize and comprehend the diversity of
active principles with possible involvement in the para-
doxical effects (procoagulant and hemorrhagic) presented
by L. obligua venom, additional experiments were
performed as described here. We present the comparative
results for amidolyvtic, procoagulant and fibirnogenolylic
activities obtained with four different venomous extracts
and secretions: bnstle extract, the cryosecretion, hemo-
lviph and tegument extract.

2. Material and methods

2.1, Caterpillars and venomous extracts and secretions

L. obligua caterpillars were kindly provided by Centro
de Informagtes Texicologicas (CIT), Porto Alegre, Rio
Grande do Sul and Secretaria Municipal de Sadde, Videira,
Santa Catarina, Brazil. The insects were collected by local
inhabitants directly from trees.

Four different secretions were used in this work, Bristle
extract was oblained as described by daSilva et al. (1996).
Briefly, bristles were cut at the caterpillars tegument
insertion, homogeneized in buffer (20 mM Tris. HCL, pH
7.5) and centrifuged at 9600x g for 20 min. The
supernatant was stored at —20°C until use. Hemolymph
was obtained by cutting the caterpillars” head and the
abdominal and anal prolegs, The fluid expelled was
collected and centrifuged (9600 g for 20 min). The
supernatant was stored at —20°C until use. Tegument
was collected after total dissection of the insects, cut in
pieces, homogenized in the above buffer and centrifuged
{9600 X ¢ for 20 min). The supernatant, named Tegument
extract, was also stored. Cryosecretion was oblained as
described in Pinto et al. (X004}, Briefly, caterpillars were
exposed to —20°C for 24 h and then washed with buffer
(20 mM Tris—HCL, pH 7.4). The secreted protemn-rich fluid
was collected and saved.

2.2, Reagents

Bovine fibrinogen, molecular markers, Tris buffer and
benzoyl-pi-arginine penitroanilide (nL-BAPNA) were
oblained from Sigma (St Louis, MO, USA). Substrates
S-2238, $-2222, $.2366, S-2302, 5-2444, S.2251 were
obtained from Chromogenix (Milano, Ttaly). Thrombin was
purified from human plasma by the method described by
Ngai and Chang (1991}, Citrated plasma was obtained from
Hospital de Clinicas (UFRGS ). All other chemicals were of
the highest purity commercially available.
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2.3 SDS-PAGE

Polvacrilamide gel electrophoresis was performed
according to Laemmbli (1970), using 4% stacking gel
and 10% running gel in a BioRad system. Phosphorylase
B (97kDa), Bovine albumin (66 kDa), ovalbumin
{45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), SBTI (20.1 kDa)
and a-lactalbumin (142 kDa) were used as maolecular
markers.

2.4, Western blot

L. obligua secretions separated by SDS-PAGE were
electrotransferad at SOmA for [ h onto nitrocellulose
membranes, and thereafter membranes were blocked with
PBS-casein 5% bufler (BLOTTO 3%) overnight. Mem-
branes were incubated with anti-lonomic serum (1:500) for
24 h at 4°C. The anti-lonomic anti-serum used is 2 horse
polyclonal antibodies raised against a crude bristle extract
used as antigen (daSilva et al., 1996). The same bristle
extract was used both in SDS-PAGE and in Western blot for
comparisen of their protein patiern with that of the other
secretions, Membrangs were washed thres times with
BLOTTO 5% and incubated with alkaling phosphatase-
labeled anti-horse TG (1100001 The blot was developed
according 1o manofacturer’s recommendations (Sigma,
USAL using a chromogenic substrate,

2.5 Amidalviic activity

Amidolytic activity of L. ebligua secretions upon
synthetic chromogenic substrates was assaved as described
{Pinto et al., 2004). Briefly, aliquots of the caterpillar’s
extracts were incubated in 20 mM Tris-HCl bulfer, pH
7.4, The reactions were initiated by adding pi-BAPNA or
the more specific substrates S-2238 (thrombin} §.2222
{FXa), S8-2366 (FXlIa): S-2302 (kallikrein), S-2444
{urokinasey and S-2251 (plasmin} at 0.2 mM (final
concentration} in a final volume of 100 pl.. Assavs were
monitored at 37 °C in a SpectraMax spectrophotometer
{Molecular Devices, USA) equipped with thermostat and
shaking systems.

The enzymatic activity was expressed in emzyme units
per microgram of protein (U/ug), where one unity is the
amount of secretion that produces one pmol of p-nitroa-

ey Qo

nifine in one munuie of reaction ai 37 °C.

2.6. Effects of divalent cations

L. obligua secretions were pre-incubated for 10 min at
37°C with 5 mM salts of divalent cations: Ca®*, Mg**,
Ba®*, Zn*t, Mo*t, Cu*t and Co®t. The enzymatic
activity was determined as described above using the
chromogenic substrates,

2.7. Effects of inhibitors

L. obligua cryosecretion, hemolymph and bristle extract
were pre-incubated with 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 5 mM
Benzamidine, 2.5mM PMSF, 25 uM Hg**, 5 mM
1-Cysteine, 10 pM E-64 and 10 mM B-Mercaptoethanol at
37°C for 20min. The residual activity was determined
using pL-BAPNA and S-2251, S-2444 and S-2222 @
substrates for cryosecretion and hemolymph,

2.8. Coaglation assay

The effect of L. olligua secretions upon coagulation was
accessed using the recalcification time assay (Hougie, 1963)
adapted for the SpectraMax Microplate Reader (Ribeiro
et al, 1995), In a final volume of 150, 50 ul. of citrated
bovine or human plasma was incubated with different
amounts of L. obligua samples in 20 mM Tris—~HCl buffer,
pH 7.4, After 5 min at 37 °C, 10 pL of 150 mM CaCly was
added and the reaction followed during 20 min at 37 °C and
monitored at 630 nm. Since a potent procoagulant effect was
seen in some secretions, a procoagulant index (Ply) was
used. Ploy was defined as the amount of secretion (pg of
proteint capable 1o accelerate coagulation to halfthe clotting
time of control samples.

2.9 Fibrinogen coagwlation and Jibvinagen de gradation
AREIVS

Fitvinogen depradation produced by Lo abfdigua
secretions was determined using two different methods:
{a) fibrinogen coagulation assay in the SpectraMax
Microplate Reader, as described above, in which plasma
was replaced by fibrinogen and (b) fibrinogen degradation
pattern as analyzed by SDS-PAGE. In both cases, the
extracts were incubated for 15 min at 37 °C with 0.2 mg of
fibrinogen in a final assay volume of 90 pL. (20 mM Tris-
HCL pH 7.4). The fibrinogen coagulation assay was initiated
by adding 10 pl. (0.2 pg) of thrombin solution and the
reaction was followed at 37 °C and monitored at 650 nm.
For SDS-PAGE analvsis of fibrinogen degradation, the
reactions were stopped adding the 90 pl. of denaturing
solution, containing 8 M urea, 4% SDS and 4% -mercap-
toethanol (Datia et al., 1995).

3. Results
3. Electrophoretic pattem of L. obligua secretions

L. obligua secretions, when analyzed in SDS-PAGE,
presented distinet electrophoretic patterns (Fig. 1), Hemo-
Ivimph and bristle extract showed greater variety of proteins
in their electrophoretic patterns. On the other hand,
cryosecretion and legument extracts presented diffused
profein patterns. However, in all extracts most proteins



16 AF M. Pinto et al. / Toxicon 47 (2006) 113121
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M kDa

2000 kDa

Fig. 1. Polyacrilamide gel clectrophoresis. The four L obligua
Secerctions (20 ugy were subjectad to elactrophoresiz in 105
renning gel. (1) Maolecular Markers, (2) Cryosecretion, {3
Hemaolymph, {4) Bristle extract, {5) Tegument extract. Amows
indicated bands of 65, 40 and 15 kDa, shared in all extmots,

were found below the range of 80 kDa. Besides a specilic
pattern presented by each extract, some protein bands (ca
profeins corresponding o 65, 40 and 15 kDa.) shared the
same pattern mobility in all extracts.

3.2, Immunostaining of L obligua secretions

As expected from the similarities among the extracts
shown in SDS-PAGE, anti-lonomic antibodies were capable
1o recognize proteins in all extracts (Fig. 2). Cryosecretion
was the less stained extract while hemolvmph presented
maore proteins stained when compared to other samples.
Bristle and tegument extracts presented a high degree of
similarity in the Western blot. In all samples there was
extensive protein recognition in the Mr range between 66

i kg
45 Kb

6 kb
M kba

00 kba

Fig. 2. Immunostaining of L. obligua seeretions. The four L obligua
secretions {20 ug ) were subjected to electrophoresis in 10% running
gel, transferred to a nitrocellulose membrane and immunostained
with antilonomic antibodies. Proteins were immunostained with
alkaline phosphatasc-labeled secondary antibody. (1) Cryosecre-
tion, {2y Hemaolymph, {3 Bristle extract, {4) Tegument extract.
Extract. Arrows indicated bamds of 52, 46, 32 and 1 5 kDa, shared in
all extracts,

and 30 kDa. In this range, three proteins {approximately 52,
46 and 35KkDa) were recognized in all extracts. A protein
band localized at 2 low molecular mass region (approxi-
mately 15 kDa) was also stained in all extracts.

3.3, Amidolytic activity

pL-BAPNA and tri-peptide chromogenic substractes
designed for proteases acting on the hemostasis cascade
were lested as substrates. As shown in Table 1, the extracts
presented two distinet behaviors: cryosecretion and hemo-
Ivraph showed high amidolytic activity upon all substrates
whereas bristle and tegument extracts showed much lower
amidalytic activity for the chromogenic substrates tested.
With all extracts pL-BAPNA was the poorest substrate.
Except for p-BAPNA, 82238 and 52251, the crvosecre-
tien and hemaolvmph showed similar level of activities as
expressed in Ulpg of profein. Among the sulirates, §-2444
(Urokinase sobstratel was the betlzr hvdrolveed by bath
samples. On the other hand, bristle and tegument exiracts
showed higher activity upon 5-2222 (FXa sobstrate), buot
even soin a much lower level than that expressed by the two
other extracts.

Table | summarizes the results of amidolytic activity of
L obligua extracts upon synthetic chromogenic substrates,

3.4 Inhibitory studies

As shown in Table 2, benzamidine was the most effective
inhibitor among all compounds tested. Upon cryosecretion
and hemolymph, benzamidine (5 mM) produced an inhibi-
tory effect ranging from 74 10 99% of the amidolytic activity
of the tested substrates. With the bristle extmet benzamidine
produced a partial inhibition (44.8% ) upon its best substrate
(S-2222). PMSF (2.5 mM) produced only partial inhibitory
effect of the amidolytic activity upon specific substrates of
cryosecretion and hemolymph extracts (70-80% inhibition
in crvosecretion, 63-8 1% inhibition in hemolymph and 58%
in the bristle extract),

Both cryvosecretion and hemolymph assayed with
pi-BAPNA were greatly susceptible to Hg®t at low
concentrations (25 uM}. Contrarily, Hg** produced only a
partial inhibiticn in the amudolytic activity upon specific
substrates. E-64 produced poor or ne inhibitory effect for all
extracts. EDTA and EGTA produced either a slight
activation or no inhibition of the amidolytic activity of
cryosecretion and hemolymph. This activation was more
pronounced with pL-BAPNA as substrate. On the other and,
when tested with bristle extract, both EDTA and EGTA
inhibited 95 and 73%, respectively, of the activities upon

3.5, Effect of divalent cations

As seen with the inhibitory effect of different
compounds, both crvosecretion and bemaolvimph showed
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Tahle 1
Amidolytic activity of Lonosmia obligua secretions upon synthetic chromogenic substrates
Substmte Enzyme Amidolytc activity
CUryosecretion Hemalymph Bristle Tegument
ni-BAFNA Serine proteases 13243 .16 0
5-2238 Thrombin 4324 a7 143
5-2222 FXa I268 THE 282
FXla 1.9 154 (LED
Eallikmein 221 212 1.53
Urokinase 67.27 1 B8 163
Flazmin 544 114 121

L. abligua socretions {10 pg) were preincebated in 20m M Triz— HCT butfer, pH 7 4, for 200 min. After incubation, reactions were initiated adding
0.2 mM of the indicated chromogenic substrate {Section 2). Amidolytic activity is expressed in units per microgram {Ufue ), where one unit is
the amount of protein that produced | preol of panitroamilin in | min of reaction at 37 °C.

Table 2
Effzct of inhibitors an the amidolytic activity of Lonomia obiigua scoretions
[nhibitor Concen- Relitive activity upon indicated sub stmates (%)
fration

Cryosecretion Hemaolym ph Bristle

.- 5-2251 5-2444 5-2222 nl- 8-2251 5-2444 §-2122 8-2222

BAPNA BAPNA
NONE - TG FOLE 1{¥L0 100 1% 1{¥10 %10 [REARA] 10000
EDTA 5 mM 187.0 111.4 1027 1OE.6 1359 105,49 6.7 Q6.7 51
EGTA 5 mM 136.2 1076 1154 1141 117.2 16K 1134 1K 5 27.1
Benzamidin 5 mM 34 7.2 117 258 1.4 71 1.7 12.8 RN
FMSF 25mM 274 BG 754 701 ALK 1.1 69.2 BEE 41.5
Hg** I5uM 5.5 as.1 G610 52.6 1.3 as9 TR 37.0 H5.40
E-64 10uM 666 920 100 87.0 558 709 g1 5] 1022
- ystein 5 mM 95.3 NT* NT NT 120 NT NT NT NT
p-Mercap- 1mM 9.6 183 Q4.1 923 244 1132 Q8.5 97.6 75.6

toethanal

L. obligua secretions {10 pg) were preincuhated in 20 mM Tris—HCI bufter, pH 7.4, for 20 min with protease inhibitors, Reaction were initiated
adding 0.2 nM of the indicated chromogenic substmate. Amidoly tic activity was determined as described in Section 2. Values represent mean of
three experiments.

* NT, not tested,

similar sensibility to the effect of divalent cations in their different potency levels. Brstle extract showed the strongest

ammdolytic activity when tested upon BAPNA (Table 3). procoagulant activity, with a Plgg value of 0.6 pg.

Compared to control (dialvzed samples), Ca**, Mg**, Hemolymph and the cryosecretion presented intermediate

Ba®t and Mn** increased the activity, while Co® ™ showed values of Plyy (34 and 50 pg respectivelv), while the

an intermediate activation. Zn°* produced no effect tegument extract showed the lowest Plg, 81 pg.

whereas Cu®™* inhibited the enzymatic activity of both

extracts. On the other hand, the bristle extract presented a 3.7. Fibrinogenolytic activity

different pattern concerning the influence of divalent

cations. Contrarily to the other secretions, Mg**, Ba®™* When pre-incubated with L obligua secretions fibrino-

and Mn"" showed no effect (concentration of 5 mM) upon gen was no longer clotted by thrombin thus indicating that

the bristle extract which showed inhibition by Co®*, Zn*, all extracts displayed filvinogenolytic activity (Fig. 3). The

Cu*™* (relative activity of 0.58, 0.23 and Q 15, respectively) cryosecretion as well as hemolymph showed high fibrino-

and a slight activation of 1.27 fold by Ca®™ (Table 3). genolvtic activity being both capable to produce almost
complete blockage of fibrinogen clotting (10 and 20 pg,

3.6, Procoagulant activity respectively) upon further incubation with thrombin. These
results were confirmed using electiophoretic analysis (SDS-

Asdepicted in Table 4 all L obligua secretions displaved PAGE!} of the incubations (Fig. 3A and B, inserts). It shows

a dose-dependent procoagulant activity, though presenting that the fibrinogen chains disappeared completely upon
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Tahle 3
Effect of divalent cations on amidolytic activity of Lonomia abiigua
secTetions

Divalent  Concentration Relative activity
cation {nh)
Cryose- Hemo- Bristle
cretion lymph
Mone 5 1 1 1
cat? 5 4.62 2,13 1.27
Mg "2 5 473 1.4 .08
Ba®® 5 175 A0 047
Znt2 5 (.99 L) 0.z
Mn "2 5 i 2.31 047
cut? 5 .25 il 015
Co*2 5 27 165 .58

L. obligua secretions (10 pg) were princubated in 20 mM Tris—
HCI bufter, pH 7.4, for 20 min with divalent cations. BAPNA
{crysecretion and hemol ymph) or 5-2227 (bristle extract).
Amidolytic activity was determined as described in Section 2.
Values represent mean of three ex periments.

incubation with 0.25 pg of oryosecretion for 15 min.
Similarly, | pg hemolymph was capable to degmde all
fibrinogen chains after 15 min of incubation, In both cases
several fibrinogen fragments of low molecular mass were
produced (Fig. 3C and D, inserts). On the other hand, the
bristle and the tegument extracts presented much lower
activity in both the fibrinogen clotting assay and SDS-PAGE
analysis,

4. Discussion

L obligua’™s venom was previously reporied as posses-
sing mainly procoagulant activity which could be due to the
presence of two procoagulant enzvmes identified in the
bristle extract of the caterpillar: a Factor X activator and a
calciume-dependent prothrombin activator (Donato et al.,
1998; Reis et al, 20001). However, further studies showed
that the presence of calcium ion does not significantly

Tahle 4

Procoagulant activity of Lonomia obligua secretions
Lonomia obligue sample Pley'
Cryosecretion 50
Hemolymph 4
Bristle 6
Tegument K1

* L. obligua secretions were incubated with citrated plasma in
2mM Tris—HCI buffer, PH 7.4, for 5 min, After incubation,
reactions were initiated adding 10 pl of 150mM Cacl; and
monitored at 650nm. Ply, is expressed as the amount of extract
in micrograms capable to reduce in one halt the plasm co agulation
time.

increase the procoagulant activity of bristle extract (Veiga
et al., 2003). More recentl v, it was reported for the first time,
the presence of an anticoagulant activity caused by
lonofibrase, a fibrinfogenjolytic enzvme found in another
caterpillar’s seoretion. Lonofibrase degrades prefemntially
fibrinogen Ag chain, with smaller efficiency in Bf chain
hydrolvsis (Pinto et al, 2004). In the present studv, we
demonstrated the presence of several other potentially
important active principles in L. obligua sscretions,

The electrophoretic pattern of the four extracts showed
several similarities among protgin bands with some unigue
and distinct characteristics for each material (Fig. 1)
Similarly, most proteing bands in all samples were
recognized in the immunoblotling, especially those in the
Mr range of 66-30 kDa. Concerning to the 15 kDa band
found in all caterpillars secretions, it is suggested that it may
corespond o lipocaling 2 small extracellular protein able to
bind plant pigments and other hvdrophobic molecules and to
intermediate cell-smface and protgin-protein inleractions,
being thus involved in the mechanism of the well known
mimetic behavior presented by these animals (Veiga et al.,
2005). The primary antibody used for immunostaining,
raised against the bristle extract (daSilva et al., 1996), was
able o cross-react with distinct proteing in all extract
samples, Since a crude bristle extract was used for raising
the anti-lonomic serum, the recognition of several bands in
all extracts strongly suggests that the hemorrhagic profile
resulting from this envenomation may result from the
participation of active principles from several secretions. In
fact, we have previously studied the structures involved in
the production, secretion and injection of the venom (Veiga
et al., 2000). Microscopic and histochemical smdies of
L obligua’s secretory svslem demonstrated the absence of a
typical glandular tissue. Instead, a very complex tegument
with several cuticular specializations was found. This
specialized epithelinmis present throughout the caterpillars
tzgument, being responsible for the venom production,
Then, the caterpillar venom components produced by
epithelial cells circulate in hemolimph and are stored in
the external tegument and spines, being possibly the basis
for the greater prodein pattern similarity shown by the
extracts. Furthermore, the presence of channel networks in
the cuticle and breakaway bristles was also found (Veiga
el al, 2001), mdicating that this structure could offer an
adequate system o make the venom easily available o be
injected in the wictims during the accident. When
caterpillars are exposed o feezing conditions, a procedure
we used to oblain arvoesecretion, the stored profeing were
released constituting this specific material, which also
shows the mentioned protein similaity,

Differential enzymatic activity upon different chromao-
genic substrales specific for identification of blood
coagulation-related proteases sugpests the presence of
distinct enzvmes displaving amidolytic activities in
L obligua secretions, This was confirmed by inhibition of
the enzvines by protease inhibitors of different classes,
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Fig. 3. Fibtrindogenjolytic Activity. Fibrinogen (FBG) (0.2mg) was incubated different amounts of L obligua secretions, After 15 min of
incuhation, (1.2 pg thrombin was addéed and the reaction followed at 650 mm. Control (@), 2.5 mg (&), Smg { F), 10 mg (W) and 20 mg { &)
Insert: reactions in the same conditions were analyzed in SDS-PAGE. (1) 20 pg FBG; (2-5) 20 pg FBG with 0,125, (.25, 0.5 and 1 pg of
extracts, respectively. {A) Cryosecretion; (B) Hemolymph; (C) Brstle extract and (D) Tegument extract. Ax, Bp and v FBG chains are

indicated.

Concerning the enzvme diversity, the data indicate the
presence of a highamidolvtic activity on both cryosecretion
and hemolvimph, acting upon the specific substrates of
thrombin, FXa, FXIa, kallikrein, urokinase and plasmin.
These data suggest the presence of proteases with different
secondary specificity or even wide specificity upon these
substrates (Pintoet al., 2000). Inhibitory studies indicate the
exislence of two main groups of proleases in crvoseacralion
and hemolimph secretions: (a) sering proteases, strongly
inhibited by benzamidine and (h) cvstein proteases,
susceptible 1o both E-64 and Hg*® The presence of a
protease from these two groups in L obligua secretions was
confirmed by high-throughpaot sequencing studies, in which
sequences matching with serine protease-like and cathepsin-
like enzymes were identified (Veiga etal., 2005). The bristle

extract may contain a third group of metal-dependent
proease susceptible o EDTA and EGTA. However,
surprisingly no metalloprotease sequence was identified in
the L. ofdigua librarvies (Veiga et al., 20035).

Despite of the presence of two previcusly reported
emvmes in the bristle extract (Donato et al, 1998, Reis
et al., 2000, it presents very low amidolytic activity upon
the chromogenic substrates tested, except for 5-2222, a FXa
specific substmte, for which a moderate activity was found.
This activity 15 probably doe mainly to the calcium-
dependent prothrombin activator present in this secretion
(Reis et al., 19949). Nevertheless, the amidolytic activity was
just slightly activated in the presence of 5 mM ca*t
(Table 3), in accordance with previously reported data that
showed the calcium independence of prothrombin activation
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(Veiga et al, 2003). However, as expected for the
prothrombin activator, the amidolytic activity was com-
pletely inhibited by EDTA and partially inhibited by
benzamidine (Reis et al, 2001). The tegument extract
shows similar behavior, presenting muinimal amidolviic
activity.

As shown in Table £, all L. obligua secretions presented
procoagulant activity as depicted in the reduced clotting
time. The strongest activity presented by the bristle extract
is mainly due to the presence of two enzymes previously
described: a prothrombin activator {LOPAP) and a Factor X
(FX) activator (Donato et al., 1998). It seems then that the
dissimilar procoagulant potency of the exiracts tested is due,
probably, to differential quantitative distribution of the
proteases in the caterpillar’s secretions. The absence of a
prothrombin activater LOPAP in crvosecration was con-
firmed in previous swudies (data not showny, Thus, the
procoagulant activity presented by this secretion se2ms (o be
due to FX activation. A similar behavior in hemolvmph can
be explained in the same wav. The lower activity in
fzgument extract is probably doe to low concentration of
these enzvmes in the high protein coment of this material.

As previously reported, Lo obligua presents lonofibrase, a
atrong fibrinfogeniolvtic activity described in the crvosecre-
tion (Pinto et al, 2004). However, it was now found that
other caterpillar’s secretions also display similar activity, As
expected, crvosecretion showed higher fibrinfogenjolviic
activity, followed by hemolymph. Fibrinogen chains were
fully degraded by the extracts, forming low molecular-
weight unclottable fibrinogen fragments (Fig. 3A and B,
Inserts). Despite having higher amidolytic activity, the
fibrinfogenjolytic activity of hemolymph was weaker than
that of the crvosecretion. Due to its similar origin, probably
lonofibrase is involved in the fibrifogeniolyvtic activity of
hemolymph and ather secretions. Concerning the bristle
extract, a weak fibrinfogenjolytic activity was found.
However, fibnnogen fragments could be identified in tested
conditions by using incubation time of 1 and 24 h, where
fibrinogen degradation is clearly visible (Veiga et al., 2003}
Furthermore, this activity 1s more visible using a high
proportion of venom:fibrinogen (Fritzen et al., 2003}
Possibly, the amount of the enzvime responsible for this
activity in the whole extract is very low or it has a slow
fibrinogen degrading Kinetic.

The present studv reports quali-quatitative differences
among four L obligua secretions. These differences are
mainly in the protease contenl. Crvosecretion and hemo-
Ivmph display stong  amidolvtic activity npon several
substrates tested, presentad moderated procoagulant activity
and high fibrinogen degrading abilitv. Bristle and 2 gument
extracts presented low amudoelviic activity, bat bristle extract
showed the most polent procoagolant activity and haoth
entracts presentgd low fibrinogen degrading abilitv, Tt is
concluded that the differential involvement of each one of
these secretions during the contact with one caterpillar or the
whaole colony candifferentiate the oulcome and wide variety

of the clinical syndrome caused by L obligua
envenomation.
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