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RESUMO

Os venenos de aranhas sdo misturas complexas de substancias com
grande potencial farmacolégico. As aranhas do género Lasiodora (subordem
Mygalomorphae, familia Theraphosidae) sdo amplamente distribuidas no
Brasil, onde s&o conhecidas vulgarmente como caranguejeiras. Mesmo
venenos de baixa toxicidade, como o veneno de aranhas Lasiodora, podem ser
fontes de ferramentas importantes para a descoberta de processos
moleculares e fisiolégicos nos vertebrados. Nosso grupo de pesquisa fracionou
o veneno de Lasiodora sp. em HPLC, obtendo 12 fragcdes (F1 a F12) e
demonstrou que o veneno de Lasiodora sp. provoca bradicardia em coracéo
isolado de rato. Muitos venenos de animais peconhentos possuem acdes
diversas no sistema cardiovascular, com potencial terapéutico para algumas
doencas desse sistema. Assim, 0s objetivos do presente trabalho foram avaliar
o efeito do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. sobre os parametros
cardiovasculares em ratos anestesiados e avaliar os efeitos do veneno bruto e
das fracoes F4, F5 e F10 sobre a funcédo vascular em anéis de aorta de rato.
Artéria e veia femoral de ratos foram canuladas para determinacdo dos
parametros cardiovasculares e para administracdo de veneno e drogas. Nos
ensaios de reatividade vascular, a aorta toracica de ratos foi retirada, cortada
em anéis e montada em sistema apropriado. NoOs animais normotensos
anestesiados, 0 veneno bruto provocou hipotenséo e bradicardia agudas ao ser
aplicado por via endovenosa em diferentes doses (2, 5, 10, 15 e 20 pg). A
atropina, antagonista de receptores muscarinicos, reduziu a hipotensdo e a
bradicardia promovidas pelo veneno (2 pg). Ja o L-NAME, que inibe a producéo
de 6xido nitrico (NO), reduziu apenas o efeito hipotensor. Em anéis de aorta de
rato, o veneno bruto promoveu potente vasodilatacdo concentracdo-
dependente. A retirada do endotélio vascular aboliu o efeito relaxante do
veneno (8 pg/mL), bem como a pré-incubacdo dos vasos com L-NAME. Em
anéis de aorta sem endotélio funcional, o veneno bruto (16 pg/mL)
potencializou o efeito vasorelaxante de trés drogas doadoras de NO,
nitroprussiato de sodio, SIN-1 e SNAP, indicando que o veneno protege o NO
de degradacdo, aumentando sua disponibilidade biolégica. Foi investigada

também a possibilidade de indugéo da produgédo de NO pelo veneno bruto via



ativacao da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Para isso, a fosforilacdo da
enzima em dois sitios regulatorios, Serl177 (sitio de ativacao) e Thr495 (sitio
de inativagdo), foi mensurada apés estimulo dos anéis de aorta em tempos
distintos com veneno (16 pg/mL). Verificou-se que o veneno ativa a eNOS por
aumentar a fosforilagdo do sitio de ativacdo e a desfosforilacdo do sitio de
inativagdo. A fosforilagéo ocorre por via independente da PI3K/Akt. As fragcdes
do veneno F4, F5 e F10 também foram testadas em sistema de vaso isolado.
F4 e F5 promoveram potente vasodilatacdo concentracdo-dependente em
anéis de aorta de rato. F10 ndo mostrou efeito relaxante. Os resultados
permitem concluir que o veneno bruto causa hipotensdo e bradicardia no rato
anestesiado por acoes diretas no coracdo e nos vasos sanguineos e que o NO
endotelial tem papel fundamental no efeito relaxante do veneno em aorta de
rato.



ABSTRACT

The spider venoms are complex mixtures of substances with great
pharmacological potential. Lasiodora spiders (Mygalomorphae suborder,
Theraphosidae family) are widely distributed in Brazil, where they are commonly
known as caranguejeiras. Even venoms of low toxicity, like Lasiodora venom,
may be sources of important instruments for the discovery of molecular and
physiological processes in vertebrates. Our research group has fractionated the
Lasiodora sp. venom by applying HPLC techniques and obtained 12 fractions
(F1 to F12). This group has also demonstrated that Lasiodora sp. venom
causes bradycardia in the isolated rat heart. Several venoms of venomous
animals act on the cardiovascular system and have therapeutic potential
against many cardiovascular diseases. Therefore, the goals of the present
study were to evaluate the effect of the Lasiodora sp. crude venom, related to
cardiovascular parameters, in anaesthetized rats and also to evaluate the
effects of the crude venom and the fractions F4, F5, F10 on the vascular
function of rat aortic rings. Both femoral artery and femoral vein of the rats were
cannulated for cardiovascular parameters measurements and for venom and
drugs administration. On vascular reactivity assays, the rat thoracic aorta was
removed, cut into rings and set up in appropriate apparatus. In normotensive
anaesthetized rats, the crude venom caused acute hypotension and
bradycardia after endovenous administration of different doses (2, 5, 10, 15 and
20 ug). Atropine, a muscarinic receptor antagonist, reduced the hypotension
and bradycardia induced by the venom (2 ug). The L-NAME, which inhibits the
production of nitric oxide (NO), reduced only the venom’s hypotensive effect. In
rat aortic rings, the crude venom produced a potent concentration-dependent
vasodilation. The vascular endothelium removal and the pre-incubation of the
vessels with L-NAME abolished the relaxant effect of the venom (8 pg/mL). In
aortic rings without functional endothelium, the crude venom (16 pg/mL)
increased the vasorelaxant effect of three NO donors, sodium nitroprussiate,
SIN-1 and SNAP, which indicates that the venom prevents NO breakdown and
increases NO bioavailability. We have also investigated a possible venom
action of inducing NO production through endothelial nitric oxide synthase

(eNOS) activation. The phosphorylation of the enzyme on two regulatory



residues, Serll77 (activation site) and Thr495 (deactivation site), has been
measured after stimulation of the aortic rings at different times with the crude
venom (16 pg/mL). The results have showed that the venom activates eNOS by
improving the phosphorylation of the activation site and the dephosphorylation
of the deactivation site. The phosphorylation occurs by PI3K/Akt independent
pathways. The fractions of the venom F4, F5 and F10 were also tested in the
isolated vessels model. F4 and F5 produced a potent concentration-dependent
vasodilation in rat aortic rings. F10 did not show any relaxant effect. The results
indicate that the crude venom causes hypotension and bradycardia in
anaesthetized rats by direct actions on the heart and on the blood vessels.

Endothelial NO plays a major role in the vasorelaxant effect of the venom.
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Introducéo 2

1. INTRODUCAO

1.1. Aranhas: aspectos gerais

As aranhas pertencem ao filo dos artrépodes, que se divide em trés
subfilos, Trilobita, Mandibulata e Chelicerata. O Ultimo é composto de varias
classes, destacando-se a dos aracnideos e a dos insetos. A classe dos
aracnideos (Arachnida) apresenta duas ordens de interesse médico, que sdo a
das aranhas (Araneae) e a dos escorpides (Scorpionidae) (Campolina et al.,
2001). As aranhas comp&em um grupo antigo, sendo que o fossil mais velho
conhecido data de 300 milhdes de anos, do periodo Carbonifero (Rash &
Hodgson, 2002).

A diversidade biol6gica e ecologica das aranhas é imensa: 40024
espécies sao agrupadas em 3681 géneros e 108 familias (Platnick, 2008).

As aranhas tém o corpo dividido em cefalotorax e abdémen e possuem
aparelho inoculador de peconha, chamado de quelicera, na por¢cédo anterior do
cefalotérax. A grande maioria possui duas glandulas de veneno. Os seus
corpos sao formados por articulos méveis e exoesqueleto de quitina (Bucherl,
1972; Lucas, 1988).

E de suma importancia considerar de que modo as queliceras se
articulam em relacéo ao eixo longitudinal do corpo e em que direcdo se abrem
e fecham os dois ferrGes. Se forem orientados paralelamente em relacdo ao
eixo longitudinal do corpo e se a aranha picar verticalmente (de cima para
baixo), trata-se de uma “caranguejeira”, pertencente a subordem

Mygalomorphae (Orthognatha). Se, ao contrario, a articulagéo for transversal e
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a aranha picar horizontalmente (de fora para dentro), trata-se de uma “aranha
verdadeira” da subordem Araneomorphae (Labidognatha) (Bucherl, 1972).

As aranhas sao importantes na natureza e contribuem para a
manutencdo do equilibrio ecologico. Elas sdo consideradas relevantes
predadores de insetos (Lucas, 1988). Muitas aranhas alimentam-se
predominantemente de insetos e de outros artrépodes, e as espécies de maior
tamanho cacam e comem lagartos, sapos e pequenos roedores (Rash &
Hodgson, 2002).

Muitas aranhas ndo sao naturalmente agressivas e de modo geral séo
inofensivas a humanos. No entanto, algumas espécies sao perigosas. As
aranhas que podem provocar envenenamentos graves em humanos e até
morte pertencem a subordem Araneomorphae, incluindo a armadeira (género
Phoneutria), a vidva negra (género Latrodectus) e a aranha marrom (género

Loxosceles) (Lucas, 1988; Escoubas et al., 2000; Corzo & Escoubas, 2003).

1.1.1. Venenos de aranhas

A finalidade priméaria do veneno de uma aranha € paralisar ou matar
suas presas. Possivelmente o veneno também serve como mecanismo de
autodefesa contra seus predadores. E importante destacar que o uso do
veneno tem sido fundamental na evolucdo bem sucedida das aranhas (Rash &
Hodgson, 2002).

Os venenos de aranhas sao misturas complexas. As interacdes entre as
diversas classes quimicas presentes nos venenos e o papel das mesmas no
processo de envenenamento ainda ndo foram bem definidos. Eles contém

proteinas, componentes de baixa massa molecular, polipeptideos,
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acilpoliaminas. Além disso, estdo presentes ions, sais, acidos livres, glicose,
aminoacidos, aminas biogénicas e neurotransmissores. O papel destes ultimos
constituintes é incerto, embora possam potencializar a acdo de neurotoxinas
em alguns casos. Também podem representar produtos de degradacao de
outros compostos do veneno (Welsh & Batty, 1963; Jackson & Parks, 1989;
Odell et al., 1991; Escoubas et al., 2000).

As trés principais classes de componentes sdo: moléculas organicas de
baixa massa molecular (massa molecular<1000 Da), polipeptideos (massa
molecular de 3000 a 10000 Da) e proteinas de alta massa molecular (massa
molecular>10000 Da) (Escoubas et al., 2000; Sollod et al., 2005).

As acilpoliaminas, caracterizadas pela primeira vez em venenos de
aranhas, sdo compostos de baixa massa molecular e de carater hidrofilico que
agem em canais ibnicos e receptores de glutamato. Possuem atividade
inseticida por induzir rapidamente paralisia através de bloqueio reversivel da
juncé@o neuromuscular no inseto. Peptideos de baixa massa molecular também
sdo encontrados nos venenos de aranhas (Estrada et al., 2007).

A grande maioria das toxinas de aranhas identificadas até o momento
séo polipeptideos com massa molecular variando aproximadamente entre 3000
e 8000 Da. Em combinacdo com poliaminas, os peptideos representam o
principal arsenal toxico das aranhas. A atividade das toxinas pode ser
especifica para alguns grupos zoolégicos (vertebrados, insetos, crustaceos).
Os alvos principais dos polipeptideos sédo os canais i6nicos (Corzo &
Escoubas, 2003; Beleboni et al., 2004).

Algumas toxinas de alta massa molecular também foram descritas em

venenos de aranhas, como um grupo de toxinas presentes no veneno de
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aranhas do género Latrodectus, denominadas latrotoxinas, que possuem
massa molecular superior a 100 kDa (Grishin, 1998).

Apesar de a maioria das proteinas e dos peptideos isolados dos
venenos das aranhas serem neurotoxinas, Varios peptideos com novas
atividades nao-neurotoxicas vém sendo descobertos (Rash & Hodgson, 2002).
Trabalhos descrevem alguns peptideos ndo-neurotéxicos isolados do veneno
da aranha Phoneutria nigriventer, como PNV1 que contrai artéria pulmonar e
veias mesentéricas de coelho (Marangoni et al., 1993), PNV2 que contrai
musculo liso vascular de coelhos (Bento et al., 1993), PNV3 que é responsavel
pelo aumento da permeabilidade microvascular em pele de coelho (Bento et al.,
1995) e PNV4 gue causa relaxamento do corpo cavernoso de coelho (Rego et
al., 1996).

Devido a riqueza de componentes presentes nos venenos de aranhas,
h& um grande interesse de grupos de pesquisa em entender a natureza desses
venenos e explorar seu potencial farmacoldégico.

Nos ultimos anos houve um incremento no estudo e na descoberta de
novas toxinas isoladas a partir de venenos de aranhas devido a aplicacdo de
novos métodos de separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e ao uso extensivo de técnicas de espectrometria de massa
associadas a técnicas de separacdo. O fracionamento de veneno direcionado a
ensaios biolégicos tem sido usado para identificar peptideos de interesse
dentre as diversas moléculas presentes nos venenos animais (Escoubas,
2006).

Além disso, técnicas modernas de biologia molecular para manipulacdo

de DNA e RNA permitem a construcdo de bibliotecas gendmicas e de cDNA a
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partir das glandulas de veneno e também a extracdo subsequiiente de
informacdes sobre os componentes dos venenos por sequenciamento de
clones dessas bibliotecas (De Castro et al., 2004; Escoubas et al., 2006).
Apesar dos avancos tecnolégicos, alguns fatores ainda dificultam o
estudo desses venenos, como a identificacdo correta da aranha e a obtencéo
de pequenas quantidades de veneno (Geren & Odell, 1984). Ha dificuldades
também na expresséo funcional de toxinas, obtidas a partir de manipulacdo de

DNA ou RNA, para uso posterior em ensaios biolégicos.

1.1.2. Aranhas da subordem Mygalomorphae

As espécies de aranhas pertencentes a subordem Mygalomorphae séo
conhecidas vulgarmente no Brasil por caranguejeiras. Quase todas as aranhas
dessa subordem sédo de tamanho superior a média, e algumas, tais como as
dos géneros Grammostola e Lasiodora, sdo verdadeiros gigantes entre 0s
aracnideos (Brazil & Vellard, 1926). Espécimes com tamanho entre 8 e 13 cm
séo facilmente encontradas (Kalapothakis, comunicacao pessoal).

O termo tarantula € erroneamente aplicado a qualquer aranha com
grande numero de pélos, pois apenas os membros da familia Theraphosidae,
gue pertence a subordem Mygalomorphae, sédo considerados tarantulas
verdadeiras. De acordo com Platnick (2008), 906 espécies de aranhas
agrupadas em 112 géneros compdem essa familia. Como as areas tropicais
permanecem pouco exploradas, acredita-se que muitas novas espécies ainda
serdo descritas.

Aranhas da familia Theraphosidae sao distribuidas por todo o mundo.

Na América do Sul, sdo encontradas principalmente as espécies Lasiodora
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parahybana, Grammostola spatulata e Paraphysa manicata. Apesar de serem
mais comumente encontradas em areas tropicais ou semi-tropicais, possuem
extensa distribuicdo ecoldgica que inclui areas Umidas ou secas, savanas,
desertos, selvas e habitats com clima semi-temperado. A variedade de nichos
ecologicos promove diferencas no comportamento das aranhas predadoras, o
gue proporciona uma grande diversidade na composicdo dos venenos
(Escoubas & Rash, 2004).

Os venenos de tarantulas parecem afetar tanto vertebrados quanto
invertebrados com poténcias distintas, e isso se relaciona provavelmente com
0s habitos alimentares naturais. Muitos venenos de tarantulas possuem forte
atividade inseticida (Nicholson, 2007). Um screening parcial mostrou que
venenos de 35 espécies de tarantulas apresentaram forte atividade paralitica,
com doses efetivas de 50% (EDs) variando de 0,017 a 0,726 nL de veneno/mg
inseto (Escoubas & Rash, 2004).

Um estudo observou o tempo de morte de camundongos apds a
administracao intracerebroventricular de 0,1 pL de veneno bruto de 55 espécies
diferentes de tarantulas. Os resultados revelaram diferencas dramaticas na
atividade dos venenos. Os venenos mais ativos causaram sintomas de
neurotoxicidade seguidos de morte dentro de 3 a 5 minutos, enquanto outros
provocaram apenas sintomas leves de neurotoxicidade e a morte ocorria apés
um periodo de 2 horas ou mais (Escoubas & Rash, 2004).

N&o ha registros de acidentes graves em humanos provocados por
picadas de aranhas da familia Theraphosidae no Brasil (Lucas et al., 1994) ou

em outros paises (Schmidt, 1989; Isbister et al., 2003).
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Lucas et al. (1994) realizaram estudo clinico e epidemiologico
considerando registros de acidentes por picadas de aranhas da subordem
Mygalomorphae no Hospital Vital Brazil, Instituto Butantan, num periodo de 25
anos (1966 a 1991). Picadas causadas por aranhas pertencentes a essa
subordem representaram menos de 1% de todos os acidentes com artropodes
registrados. Aranhas da familia Theraphosidae sdo responsaveis pela maioria
dos acidentes (53%). Predominaram acidentes envolvendo criangas entre 1 e 7
anos de idade (25,3%) e adultos entre 21 e 35 anos de idade (20,9%), sendo
mais frequentes os casos envolvendo pessoas do sexo masculino (68%). As
regides mais afetadas foram méaos e dedos (42,9%), além dos pés (31,9%). Os
principais sintomas observados foram dor local apenas, dor e edema locais, dor
e eritema. Houve formigamento e prurido em alguns casos. Dos 91 acidentes
registrados, apenas 48 necessitaram de tratamento, que normalmente consiste
em anestesia local e administracdo oral de analgésicos e/ou de anti-
histaminicos.

A dor decorrente da picada pode estar relacionada a uma combinacéo
de injuria mecéanica (provocada pelas grandes queliceras), baixo pH do veneno
(tipicamente pH 5) e efeitos de aminas biogénicas (serotonina e histamina),
adenosina e ATP (Schanbacher et al., 1973; Chan et al., 1975; Odell et al.,
1989).

Como as aranhas da familia Theraphosidae possuem pélos urticantes no
abdémen, que séo liberados quando h4 ameaca ou perturbacdo, pode haver
irritacdo de pele e mucosas no individuo afetado. Em alguns casos,
desencadeia-se reacdo de hipersensibilidade com prurido, exantema e,

ocasionalmente, tosse (Cooke et al., 1973).
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O tamanho das tarantulas nédo se correlaciona com a toxicidade de seus
venenos a humanos. Os venenos de aranhas da familia Theraphosidae de um
modo geral ainda ndo foram estudados sistematicamente, pois os trabalhos
iniciais com venenos dedicaram-se ao estudo de espécies de importancia
médica. Porém, acredita-se que a afinidade de toxinas para alvos de interesse
fisioldgico ndo seja sempre relacionada a toxicidade total do veneno. Portanto,
mesmo venenos de baixa toxicidade podem ser fontes de ferramentas
importantes para a descoberta de processos moleculares e fisiolégicos nos

vertebrados (Escoubas & Rash, 2004).

1.1.3. Aranhas do género Lasiodora

As aranhas do género Lasiodora (Figura 1) pertencem a familia
Theraphosidae. As diferentes espécies de Lasiodora sao dificimente
distinguidas, pois os caracteres discriminativos, como cor, tamanho, relacao
dos diferentes segmentos dos membros, entre outros, estdo sujeitos a grandes
varia¢@es individuais ou sexuais (Brazil & Vellard, 1926; Schiapelli & De Pikelin,
1967).

O quadro abaixo mostra a classificacdo taxonémica das aranhas do

género Lasiodora:



Introducéo 10

CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Super reino  Eukaryota

Reino Metazoa
Filo Arthropoda
Subfilo Chelicerata
Classe Arachnida
Ordem Araneae

Subordem Mygalomorphae (Orthognatha)
Familia Theraphosidae

Género Lasiodora (C.L. Koch, 1851)

Essas aranhas vivem em locais diversos, como arvores em florestas, no
meio de culturas (em especial nas de milho), ocultando-se sob folhas secas de
plantas e nos buracos de barrancos. Sdo igualmente freqientes nos ranchos
de sapé, em pordes ou forros de casas velhas, em lugares escuros das
habitacdes e debaixo de leitos (Brazil & Vellard, 1926). Sdo encontradas na
Floresta Atlantica do Nordeste e em parte do Sudeste e Centro-oeste do Brasil
ou em areas abertas, seguindo a vegetacao ciliar (Bertani, 2001). Nas colecfes
do Instituto Butantan, ha material procedente dos estados Bahia, Espirito
Santo, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Piaui, Rio de Janeiro e Séo Paulo
(Lucas, 1982).

Durante o dia, as mesmas permanecem imoveis em seus esconderijos,
isoladas do solo e da umidade, e a noite saem a caca (Brazil & Vellard, 1926).
Assim como outras aranhas da mesma familia, alimentam-se geralmente de

insetos e de pequenos vertebrados (Schvartsman, 1992).
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Figura 1: A aranha Lasiodora sp.

1.1.4. Venenos de aranhas do género Lasiodora

Os grupos de pesquisa que trabalham com o veneno de aranhas do
género Lasiodora encontram dificuldades na identificacdo de espécies, bem
como na pouca disponibilidade de veneno e na falta de estudos preliminares
gue possam indicar alvos potenciais para as toxinas.

Escoubas et al. (1997) estudaram o veneno da aranha Lasiodora
parahybana, espécie encontrada no nordeste do Brasil. Em um bioensaio
usando o veneno total, os autores observaram que, apds injecdo
intracerebroventricular em camundongos, 0 veneno provocou aumento da
atividade motora e perturbacdo, com paralisia e morte apds 40 minutos. Em
grilos, o veneno da Lasiodora parahybana provocou paralisia rapida seguida de
morte apos injecdo intratoracica. O veneno total foi fracionado em coluna de

troca ibnica em HPLC, resultando em 26 fracdes. A partir das fracdes 8 e 11,



Introducéo 12

foram isolados dois peptideos neurotoxicos, denominados lasiotoxina 1 e 2
(LpTx1 e LpTx2). Essas toxinas apresentaram grande homologia com toxinas
previamente identificadas de outras duas espécies de caranguejeiras, ESTX de
Eurypelma califurnicum e BsTx de Brachypelma smithii.

Experimentos do nosso grupo realizados com o veneno de aranhas
Lasiodora sp., encontradas em Minas Gerais, identificaram algumas das acdes
farmacol6gicas desse veneno, como o bloqueio de canal para Ca?* do tipo L
e modulacdo da cinética e da dependéncia de voltagem de canais para Na®*. Os
experimentos demonstraram que, ao ser aplicado em células GH3 na presenca
de tetrodotoxina (TTX), o veneno aboliu as oscilagdes de Ca** e reduziu o nivel
basal de célcio intracelular. Na auséncia de TTX, o veneno aboliu as oscila¢des
de Ca®" numa fase inicial (fase 1) e logo depois provocou um aumento da
concentracdo intracelular de Ca** ([Ca®']) (fase 2). Como a Unica diferenca
experimental foi a presenca ou a auséncia de TTX, concluiu-se que, além de
seus efeitos sobre os canais para Ca** do tipo L, o veneno age sobre canais
para Na’. Observou-se também que, quando o veneno foi administrado em
altas concentracdes ou aplicado na presenca de nifedipina ou de Cd?* (ambos

*i na fase 2, o

bloqueadores de canais do tipo L), ndo ocorreu aumento da [Ca
que sugere que esse efeito depende da disponibilidade de canais para Na* e

i na fase 2 via

para Ca®" do tipo L. O veneno entdo provoca aumento da [Ca
abertura de canais para Na“, causando despolarizagdo da membrana e entrada
de Ca®" via canais para célcio regulados por voltagem. O efeito do veneno
sobre as correntes de Na® foi avaliado e constatou-se que o veneno n&o

modificou a ativacdo da corrente, mas causou diminuicdo de sua cinética de
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inativacdo, além de deslocar negativamente sua dependéncia de voltagem
(Kushmerick et al., 2001).

O veneno bruto da aranha Lasiodora sp. também foi estudado quanto a
sua atividade em coracgao isolado de rato. O veneno provocou bradicardia
concentracdo-dependente, com parada cardiaca transitéria e distarbios ritmicos
apos aplicacdo in bolus de quantidade equivalente a 100 pg. O efeito do
veneno foi potencializado pelo anticolinesterasico neostigmina, abolido pelo
antagonista muscarinico atropina e inibido por vesamicol, que € um inibidor da
captacdo vesicular de acetilcolina. A TTX nédo alterou a acédo do veneno. Os
resultados obtidos demonstraram que o veneno bruto provoca um aumento na
liberacdo vesicular de acetilcolina nas terminacées nervosas parassimpaticas,
por ativar canais para Na' resistentes a TTX (Kalapothakis et al., 2003).

O fracionamento do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. foi realizado
por nosso grupo, sendo utilizada cromatografia de fase reversa em sistema
HPLC, com coluna preparativa C4, resultando em vinte fracfes. Tais fracdes
foram reunidas em doze, denominadas F1 a F12. As fracbes F3 a F11
apresentaram acao toxica para camundongos, sendo que F6 e F7 foram letais.
Bioensaios preliminares também demonstraram que quatro fracées (F2, F10,
F11 e F12) possuem acao inseticida para larvas de Spodoptera frugiperda e
Anticarsia gemmatalis, que afetam as lavouras de milho e soja,
respectivamente (De Deus, 2003).

Nosso grupo também realizou caracterizacdes bioquimicas, biologicas e
moleculares do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. Silvestre (2005)
observou que o perfil protéico do veneno bruto obtido pela técnica de

eletroforese bidimensional (IPG/SDS-PAGE) mostra presenca de proteinas de
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baixa e de alta massa molecular, além de proteinas com massa molecular
intermediaria. O ponto isoelétrico dessas proteinas variou entre pH 4 e 9, com
predominancia de proteinas basicas. Ensaios bioquimicos revelaram que o
veneno nao apresenta atividades hemolitica e esfingomielinésica, porém possui
alta atividade proteolitica sobre dimetilcaseina, mesmo em baixas
concentracfes. Bioensaios demonstraram que nao foi possivel determinar a
dose letal 50% (DLsp) para camundongos, pois a aplicacdo do veneno bruto até
a alta dose de 250 pg nao resultou em letalidade significativa para a
continuacao dos ensaios. A biblioteca de cDNA construida a partir do mRNA foi
caracterizada e mostrou-se eficiente no isolamento de proteinas presentes no
veneno da aranha.

Ao realizarem varredura na biblioteca de cDNA da glandula de veneno
da aranha Lasiodora sp., Vieira et al. (2004) identificaram trés toxinas,
denominadas LTx1, LTx2 e LTx3. Apés andlise das toxinas no banco de dados
GenBank, os autores observaram que elas possuem similaridade significativa
com toxinas das seguintes aranhas da familia Theraphosidae: Lasiodora
parahybana, Eurypelma californicum, Brachypelma smithii e Selenocosmia
huwena. A toxina LTx1 é idéntica a toxina LpTx1 descrita por Escoubas et al.
(1997).

Apés clonagem e expressao da toxina LTx2, Dutra et al. (2008)
revelaram que a toxina recombinante bloqueia canais para Ca?* do tipo L em
células BC3H1. Supde-se que LTx1 e LTx3 também sejam ativas em canais
para Ca** devido & similaridade estrutural entre elas e a LTx2, porém apenas a
expressdo e a caracterizacdo biologica dessas duas toxinas podem revelar

seus alvos moleculares.
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1.2. O sistema cardiovascular

O coracdo € o 6rgao central do sistema cardiovascular que bombeia o
sangue do ventriculo esquerdo para os 6rgaos através das artérias. As artérias
ramificam-se ao longo de seu curso e terminam em pequenos Vvasos
denominados arteriolas, que resultam em uma rede de vasos microscopicos
denominados capilares. Os capilares coalescem para formar vénulas poés-
capilares, vénulas e veias cada vez maiores, levando o sangue ao coracéo
direito (Gray, 1988).

As artérias constituem um extenso sistema de vasos que carregam o
sangue do coracao para a rede de capilares. Os ramos arteriais se estreitam e
suas paredes ficam mais finas a medida que se aproximam da periferia (Levy,
2004). Classificam-se em artérias de condutancia, que acomodam o fluxo
sanguineo proveniente do ventriculo esquerdo, e artérias de resisténcia, que
contribuem para a distribuicdo do fluxo sanguineo aos tecidos e para a
resisténcia periférica (Bohlen, 1986; Pohl et al., 2000).

A parede das artérias organiza-se basicamente em trés camadas (Figura
2): a camada interna ou endotelial (tunica intima), composta por uma camada
Unica de células escamosas orientadas longitudinalmente; a camada média ou
muscular (tinica média), formada por células musculares lisas; e a camada
externa (tanica adventicia), que contém fibroblastos e fibras colagenas
associadas (Gray, 1988; Fawcett, 1994).

Adicionalmente, ha uma lamina eléstica interna entre as tanicas intima e
média, composta por fibras elasticas, que € bem desenvolvida em artérias de
médio calibre. A espessura dessa lamina é consideravel em artérias de grande

calibre, especialmente na aorta. Essa caracteristica é fisiologicamente
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importante, pois torna esses vasos facilmente distensiveis para acomodacéo
do sangue ejetado do coracdo e subsequente distribuicdo para os 6rgaos do
corpo. Entre as tdnicas média e adventicia, uma lamina elastica externa mais

delicada é também distinguivel em muitas artérias (Fawcett, 1994).

Tunica
adventitia
connective tissue ¢

tunica intima

intima

endothellum

internal elastic lamina

external elastic lamina
smooth muscle cells

Tunica media

Figura 2: Esquema representativo da parede arterial (& esquerda) e corte
histolégico de artéria (a direita), evidenciando a organizacédo da parede arterial
em trés camadas (Fonte: http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/
CorePages/Vascular/Vascular.htm).
1.2.1. Regulacédo do ténus do musculo liso vascular

Os principais fatores que regulam o estado contratil das células do
musculo liso vascular sdo as mudancas na concentracdo de calcio no meio
intracelular ([Ca®']) e o grau de fosforilacdo das fibras contrateis, que pode ou
ndo depender de mudancas na [Ca®]. O aumento e a diminuicdo na [Ca®"]
resultam em contracdo e relaxamento do musculo liso vascular,

respectivamente (Karaki et al., 1997). Em condic¢Oes fisiologicas, as células

musculares lisas dos vasos encontram-se parcialmente contraidas (tbnus
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vasomotor) sob a influéncia de varios tipos de sinais regulatérios, como neural,
endotelial, humoral e miogénico (Akata, 2007a).

Em resposta a um estimulo contratil, o Ca®* é mobilizado de estoques
intracelulares (reticulo sarcoplasmatico) ou do meio extracelular. A contribuicdo
relativa dessas duas fontes de Ca?* varia em funcdo das diferentes células
musculares lisas e do tipo de estimulo (Lesh et al., 1998).

Quando ha um aumento da [Ca®'], o fon liga-se & proteina
citoplasmatica ligante calmodulina (CaM), induzindo uma alteracao
conformacional dessa molécula. O complexo Ca®’-CaM liga-se e ativa a
guinase da cadeia leve de miosina (MLCK). O complexo quinase ativo
subsequentemente fosforila a cadeia leve da miosina (MLC) em um sitio
especifico, permitindo a contragcdo muscular como resultado da interacdo entre
actina e miosina. Por outro lado, quando a [Ca®']; diminui, seja por extrus&o
desse ion da célula ou por recaptacdo para 0s estoques intracelulares, o
complexo Ca?*-CaM dissocia-se da MLCK, inativando-a. Ocorre desfosforilacdo
da MLC pela enzima miosina fosfatase e alteracdo da interacao entre actina e
miosina, causando relaxamento muscular (Figura 3) (Allen & Walsh, 1994;
Orallo, 1996; Akata, 2007a).

O aumento da [Ca®)

pode ser causado por despolarizacdo da
membrana (acoplamento eletromecanico). Em repouso, o potencial de
membrana de uma célula muscular lisa de artéria varia de -45 a -70 mV (Orallo,
1996).

Um estimulo que despolariza a membrana da célula muscular lisa

permite a entrada de quantidades substanciais de Ca?" através de canais para

célcio regulados por voltagem. Sabe-se que ao menos dois tipos desses canais
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estdo presentes nas células do masculo liso vascular: os tipos L e T, sendo o
primeiro mais numeroso e mais importante (Abernethy & Soldatov, 2002;
Cribbs, 2006).

Nas células musculares lisas, ha diferentes tipos de canais para K* que
possuem um papel fundamental na manutencdo do potencial de repouso da
membrana. Ao menos quatro tipos de canais para K estdo presentes nessas
células, e sua distribuicdo e regulacdo variam de acordo com fatores
dependentes do tipo de vaso sanguineo: canais para potassio ativados por
voltagem (K,), canais para potassio sensiveis a concentracdo de calcio
intracelular (Kca), canais para potassio sensiveis a variacbes de ATP
intracelular (Katp) € canais para potassio retificadores de entrada (Kir). O
bloqueio de canais para K* resulta em despolarizacdo da membrana celular e
aumento do influxo de Ca* através de canais para célcio regulados por
voltagem (Standen & Quayle, 1998; Ko et al., 2008).

O aumento da [Ca®'];

também pode ser causado por ligacdo de
agonistas a receptores especificos na membrana celular sem que haja
mudancas prévias no potencial de membrana (acoplamento farmacomecanico).
No entanto, mudancas no potencial de repouso da membrana podem ocorrer
secundariamente ao acoplamento farmacomecanico (Orallo, 1996).

Um dos principais mecanismos desse tipo de acoplamento envolve a
ativacao da fosfolipase C (PLC), que € uma enzima ligada a membrana celular.
Tal ativacdo ocorre apés ligacdo de um agonista (norepinefrina, angiotensina ll,
endotelina, por exemplo) a um receptor especifico acoplado a proteina G. A

PLC cliva os fosfolipidios de membrana (PIP,) em diacilglicerol (DAG) e inositol

1,4, 5-trifosfato (IP3), os quais atuam como segundos mensageiros. O IP3
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difunde-se da membrana celular para o citosol, liga-se ao seu receptor
especifico no reticulo sarcoplasmatico e estimula a liberacdo de Ca®" a partir
dos estoques (Marin et al., 1999; Barlow et al., 2006). Secundariamente, ocorre
a ativacdo de dois tipos de canais para Ca?* presentes na membrana
plasmética, com consequiente entrada de Ca?* para a célula. A deplecéo dos
estoques do reticulo sarcoplasmatico ativa os canais para calcio operados
pelas reservas, e o IP3 também ativa um tipo de canal operado por ligante, o
canal para céalcio operado por segundos mensageiros (Marks, 1992; Leung et
al., 2008). Apos a ligacao de certos agonistas a seus receptores no musculo
liso, pode ocorrer também ativagdo secundaria de canais cationicos, seletivos
ou ndo para o Ca*, presentes na membrana plasmatica. Por exemplo, a
ligacdo do ATP ao seu receptor ativa um tipo de canal operado por ligante, o
canal para célcio operado por receptores (Orallo, 1996; Jackson, 2000). A
maquinaria contratil da célula € por sua vez ativada.

Ha mecanismos regulatérios que controlam a sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca®" e, conseqiientemente, a maquinaria contratil. Algumas
substancias, como os inibidores da enzima miosina fosfatase, podem aumentar
a fosforilagdo da MLC de modo independente de qualquer alteragcdo na [Ca®'];
(Somlyo & Somlyo, 2003; Akata, 2007b).

Ao contrario da contracdo do musculo liso vascular, a vasodilatacdo
ocorre principalmente por inibicdo da mobilizacdo de Ca*" e da sensibilidade
dos miofilamentos a esse ion (Figura 3) (Allen & Walsh, 1994).

A inibicdo da mobilizacdo de Ca** consiste em diminuicdo do influxo de
Ca®" por canais presentes na membrana plasmatica ou retirada desse fon da

célula muscular, o que leva a uma reducéo da [Ca®']. O Ca®" pode ser retirado
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da célula através da bomba de Ca?* dependente de ATP da membrana
plasmatica (Ca?*-ATPase) e do transportador de troca Na*-Ca?* (NCX). A Ca*'-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) transporta o Ca?* ativamente
para os estoques do reticulo (Floyd & Wray, 2007).

Os principais mecanismos mediadores da vasodilatacdo envolvem
ativacdo de canais para K' e aumento da concentracdo intracelular de
nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc) (Karaki et al., 1997).

A ativacdo de canais para K' nas células musculares lisas resulta em
efluxo de ions K*, causando hiperpolarizacido da membrana celular e
diminuicdo do influxo de Ca?* através de canais para célcio regulados por
voltagem (Sorbey, 2001).

Algumas substancias vasodilatadoras (adenosina, isoprenalina,
prostaciclina) ligam-se a receptores acoplados a proteina G na membrana da
célula muscular lisa e ativam a enzima adenilil-ciclase (AC). Tal enzima, ligada
a membrana celular, produz AMPc a partir do ATP e esse nucleotideo ciclico
ativa a proteina quinase dependente de AMPc (PKA). A acdo da PKA culmina

), através de estimulacdo da bomba Ca®*-ATPase, do

em diminuicdo da [Ca
NCX, da SERCA e de canais para K*. Também inibe a PLC e os canais para
Ca®" e diminui a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?', por fosforilacdo e
inativacdo da MLCK (Kawada et al., 1997; Lee et al., 2004).

Outros vasodilatadores ativam a enzima guanilil-cilase (GC). O 6éxido
nitrico (NO) ativa a forma citoplasmatica soltuvel da guanilil-ciclase (GCs),
enquanto peptideos vasodilatadores, como o peptideo natriurético atrial (ANP)

e o peptideo C natriurético (CNP), ligam-se a receptores de membrana com

atividade de guanilil-ciclase intrinseca (guanilil-ciclase particulada). Tal enzima
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aumenta a producdo de GMPc a partir do GTP e ocorre entdo ativacdo da
protefina quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG reduz a [Ca®']; por
ativacdo da SERCA, da bomba Ca*-ATPase e do NCX. Também ativa 0s
canais para K*, causando hiperpolarizagdo da membrana. Inibe os canais para
Ca** regulados por voltagem direta (por desfosforilacdo do canal devido &
fosforilacdo da proteina fosfatase 2A) e indiretamente (por hiperpolarizacao
celular). Fosforila e inibe os receptores de IP3; presentes no reticulo
sarcoplasmatico, inibindo a saida de Ca** a partir dos estoques. Por fim, a PKG
regula positivamente a atividade da enzima miosina fosfatase, acelerando a
desfosforilagdo da MLC (Dostmann et al., 2002; Birschmann & Walter, 2004;
Akata, 2007b).

Os nucleotideos ciclicos sao hidrolisados dentro das células por uma
familia de enzimas, as fosfodiesterases (PDEs). Ha diferentes subtipos de
PDEs, que sao seletivos para AMPc ou GMPc (Omori & Kotera, 2007). Existem
substancias que reforcam os efeitos vasodilatadores dos nucleotideos ciclicos
por inibicdo de PDEs. Um exemplo importante de farmaco é o sildenafil
(Viagra®), que inibe seletivamente a PDEs, e aumenta os efeitos mediados pelo
GMPc (Corbin & Francis, 1999).

A figura 3 mostra um esquema que resume 0S principais mecanismos

envolvidos na contracéo e no relaxamento do masculo liso vascular.
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Figura 3: Mecanismos envolvidos na contracdo e no relaxamento do musculo
liso vascular. Adaptado de Akata (2007 a,b). Legenda (itens ausentes no texto):
Ca”* sens., sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*; LGCC, canais para célcio
operados por ligantes; K Ca, canais para potassio sensiveis a concentracao de
célcio intracelular; MLC-P, cadeia leve de miosina fosforilada; MLCK-P, quinase
da cadeia leve de miosina fosforilada; MP, miosina fosfatase; PMCA, bomba de
Ca®* dependente de ATP da membrana plasmatica; RS, reticulo
sarcoplasmatico; SMOCC, canais para calcio operados por segundos
mensageiros; SOCC, canais para calcio operados pelas reservas; VOCC,
canais para calcio regulados por voltagem.

1.2.2. Papel do endotélio no controle do ténus vascular

Entre as inumeras funcdes do endotélio, destaca-se a regulacdo do
tbnus vascular através da liberacdo de varias substancias vasoativas, que
podem causar vasodilatacdo ou vasoconstricdo (Carvalho et al., 2001; Triggle
et al., 2003).

As principais substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio sdo o

oxido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl,) e o fator hiperpolarizante derivado do



Introducéo 23

endotélio (EDHF) (Figura 4). Os principais fatores contrateis sdo endotelina-1,
angiotensina-Il, tromboxano A, prostaglandinas contrateis e anions superoxido
(O2) ou espécies reativas de oxigénio (ROS). Em condicdes fisiologicas, a
producdo de fatores relaxantes € mais importante (Mombouli & Vanhoutte,
1999; Kurahashi et al., 2003; Khazaei et al., 2008).

O NO é gerado através da conversdo do aminoacido -arginina em |-
citrulina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). A NOS requer as flavinas
FAD e FMN, bem como NADPH e tetraidrobiopterina (BH,4), para catalisar a
oxidacdo da _-arginina. Trés isoformas da NOS foram identificadas: NOS-I,
NOS-Il e NOS-lIl. A NOS-I ou NOS neuronal (nNOS) é encontrada
predominantemente no sistema nervoso central. A NOS-Il ou NOS induzivel
(INOS) é encontrada em macrofagos, neutréfilos e outras células inflamatorias.
Por fim, a NOS-Ill ou NOS endotelial (eNOS) € encontrada em células
endoteliais, cardiomiocitos, osteoblastos e osteoclastos (Alderton et al., 2001,
Ricciardolo et al., 2004; Khazaei et al., 2008).

A eNOS esta ancorada a membrana da célula endotelial, em
microdominios denominados caveéolas. Sua atividade € regulada pelo complexo

intracelular Ca®*-CaM. O controle é exercido por aumento da [Ca®']

e sua
ativacdo consiste em translocacéo para o citosol e subseqtiente ligacédo a Ca*-
CaM. A ligacdo da CaM desloca um loop autoinibitério adjacente na eNOS. A
fosforilacdo de residuos especificos na enzima, que a torna mais ou menos
ativa em determinadas concentra¢des de Ca®'-CaM, pode ser considerada um

mecanismo adicional de modulacédo da atividade da eNOS (Fulton et al., 2001;

Fleming & Busse, 2003).
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A enzima eNOS pode ser fosforilada em residuos de serina, treonina e
tirosina. H& numerosos sitios potenciais de fosforilagdo, mas é sabido que a
fosforilacdo da eNOS em Serll177 e Thr495 modula a atividade da enzima.
Enquanto a fosforilacdo de Serll77 implica na ativacdo da enzima, a
fosforilacdo de Thr495 decresce a atividade enzimética (Fulton et al., 2001,
Brixius et al., 2004).

A fosforilacdo da eNOS em Serll77 pode ocorrer por um mecanismo
dependente do aumento da [Ca®'], via proteina quinase dependente de
calmodulina (CaMKIl), proteina quinase dependente de AMPc (PKA) ou
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). De outra forma, pode ocorrer por
um mecanismo independente de Ca®', via ativacdo de fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) com conseqiente ativacdo da serina quinase Akt, também
denominada proteina quinase B. Quando o residuo de Serl1177 é fosforilado, o
fluxo de elétrons através do dominio redutase da eNOS e, consequentemente,
a producéo de NO sdo aumentados (Chen et al., 1999; Dimmeler et al., 1999;
Fulton et al., 1999; Alderton et al., 2001; Fleming & Busse, 2003).

O residuo de Thr495 é constitutivamente fosforilado em células
endoteliais ndo estimuladas, provavelmente pela proteina quinase C (PKC). O
link entre fosforilagdo e producdo de NO pode ser explicado pela interferéncia
com a ligacdo da CaM ao seu dominio de ligacdo na eNOS. Quando o sitio de
Thr495 estd desfosforilado, mais CaM liga-se a eNOS, ativando-a.
Aparentemente, as fosfatases PPl e PP2A sao responsaveis pela
desfosforilacdo (Fleming et al., 2001; Michell et al., 2001).

O NO ¢ sintetizado nas células endoteliais em resposta a estimulos

fisiologicos como forca de cisalhamento ou a estimulos quimicos como
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acetilcolina, bradicinina, ATP, histamina, substancia P. A forca de
cisalhamento, que € a forca exercida pelo fluxo sanguineo sobre a parede
vascular, induz ativacdo da eNOS via PI3K/Akt. Ja os agonistas citados ligam-
se a receptores especificos na membrana das células endoteliais, induzindo
aumento da [Ca®]i e promovendo ativacdo da eNOS principalmente via
mecanismos dependentes de Ca*". Alguns trabalhos indicam outras vias de
fosforilacdo, independentes de Ca**, por acdo de algumas dessas substancias
(Harris et al., 2001; Zecchin et al., 2007). Por outro lado, agonistas como
estrogeno e fator de crescimento derivado do endotélio vascular (VEGF) agem
em receptores especificos no endotélio e fosforilam a eNOS via PI3K/Akt
(Luscher & Noll, 1995; Fleming & Busse, 1999; Dimmeler et al., 2000;
Fisslthaler et al., 2000; Boo & Jo, 2003).

O NO sintetizado difunde-se do endotélio para o lGmen vascular e para o
musculo liso vascular. No interior da célula muscular, o NO interage com o ferro
do grupo heme da enzima guanilil-ciclase sollvel, ativando-a e promovendo
entdo um aumento da formacdo de GMPc (Figuras 3 e 4) (Dusse et al., 2003;
Krumenacker et al., 2004).

Os prostandides sdo produzidos pela acdo de enzimas cicloxigenases
(COX), que convertem o &cido araquidénico (AA) em endoperodxidos ciclicos
(PGG; e PGH,). Enzimas adicionais produzem as prostaglandinas, como a
prostaciclina sintase, responsavel pela sintese de PGIl,. A prostaciclina é
produzida por células endoteliais; no entanto, ao contrario do NO, seu efeito
vasodilatador é determinado pela expressdo de receptores especificos

acoplados a proteina G nas células musculares lisas. Os receptores de PGl,
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ativam a adenilil-ciclase, o0 que eleva os niveis intracelulares de AMPc (Figuras
3 e 4) (Coleman et al., 1994; Vane & Corin, 2003; Wise, 2003).

O EDHF é definido como um mediador do relaxamento vascular via
mecanismo independente de NO e de PGI, que envolve hiperpolarizagdo de
membrana nas células musculares lisas. A natureza exata do EDHF
permanece ndo elucidada, mas varios estudos apontam candidatos, como
acidos epoxieicosatriendicos (EETS), ions potassio e peréxido de hidrogénio. A
contribuicdo da resposta do EDHF em artérias é significativamente maior em
vasos de resisténcia (Figura 4) (Medhora et al., 2001; Matoba & Shimokawa,
2003; Felétou & Vanhoutte, 2006; Campbell & Falck, 2007).

A figura 4 esquematiza a liberacdo das principais substancias

vasodilatadoras derivadas do endotélio e seus efeitos no musculo liso.
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Figura 4: Esquema representativo da liberacdo de fatores relaxantes das
células endoteliais e seus efeitos em células musculares lisas. Adaptado de
Mombouli & Vanhoutte (1999).
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1.2.3. Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares incluem doencas cardiacas isquémicas,
doenca cerebrovascular, hipertensao arterial, doenca arterial periférica, doenca
cardiaca reumatica, doenca cardiaca congénita e faléncia cardiaca. Em todo o
mundo, as doencas cardiovasculares sdo a causa principal de morte. A
Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que 17,5 milhGes de pessoas
morreram por doencas cardiovasculares em 2005, o que representa 30% do
total de mortes. Caso essa tendéncia continue, estima-se que, em 2015, 20
milhdes de pessoas morrerdo em decorréncia de tais doencas (World Health
Organization, 2005).

A hipertensdo arterial € um fator de risco de alta prevaléncia para
doencas cardiovasculares. Possui um papel etiolégico importante no
desenvolvimento de doenca cerebrovascular, doenca cardiaca isquémica,
faléncia cardiaca e faléncia renal (Kohlman-Trigoboff, 2004; Luft, 2004;
Williams, 2008). O tratamento da hipertensdo tem sido associado a
aproximadamente 40% de reducdo do risco de acidente vascular cerebral e
15% de reducao do risco de infarto agudo do miocéardio (Collins et al., 1990;
World Health Organization & International Society of Hypertension, 2003).

O desenvolvimento de compostos com acdo vasodilatadora contribui
para 0 avanco no tratamento das doencas cardiovasculares. Muitos
vasodilatadores sao utilizados clinicamente para o tratamento de hipertensao
arterial, insuficiéncia cardiaca e angina (Julius et al., 2004; Arshad et al., 2008;

Daiber et al., 2008).
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1.3. Estudo de venenos como potencial terapéutico

A evolugédo do aparato venenoso em animais, como meio de predacéo
ou defesa, € considerada uma conquista biolégica marcante (Escoubas et al.,
2008).

Tal riqueza farmacologica acumulada pela natureza ao longo da
evolucao resultou em misturas extremamente complexas de farmacoéforos, uma
biblioteca de centenas de milhares de moléculas potencialmente ativas
(Theakston & Kamiguti, 2002). Os componentes presentes nos venenos tém
como alvo diferentes mecanismos celulares.

Devido a alta poténcia e seletividade das proteinas e dos peptideos
presentes nos venenos, 0S mesmos tornaram-se ferramentas valiosas para
pesquisa, descoberta e desenvolvimento de drogas (Lewis & Garcia, 2003).
Algumas toxinas isoladas de venenos ja foram aprovadas pelo FDA (Food and
Drug Administration) como terapéuticas, enquanto outras se encontram em
estagios variados de experimentacdo clinica como drogas potenciais para
inimeras indicagdes, incluindo dor e doencgas neuroldgicas e cardiovasculares

(Lewis & Garcia, 2003; Bogin, 2005).

1.3.1. Venenos como potencial terapéutico para doencas cardiovasculares

O primeiro exemplo bem sucedido de droga baseada em veneno € o
captopril, que inibe a enzima conversora de angiotensina (ECA), essencial para
a producdo de angiotensina Il, que por sua vez é potente vasoconstritora e
associada a hipertenséo arterial. Estudos com o veneno da serpente Bothrops
jararaca revelaram que o mesmo continha substancias capazes de inibir a ECA

(Ferreira, 1965; Greene et al., 1972). Como o0s peptideos provenientes do
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veneno da serpente eram inadequados para utilizacdo como farmacos, em
razdo de sua baixa absorcao oral, a industria farmacéutica elaborou o captopril
para combinar as propriedades estéricas de tais antagonistas peptidicos em
uma molécula ndo-peptidica. A estrutura do captopril foi projetada a partir do
peptideo teprotida, isolado do veneno da serpente. Os inibidores de ECA ainda
sdo uma classe importante de agentes anti-hipertensivos (Lewis & Garcia,
2003; Smith & Vane, 2003). Os venenos de serpente também sdo muito
estudados para uso como antitrombéticos e anti-hemorragicos (Borkow et al.,
1994; Borkow et al., 1995; Chang et al., 1998; Li et al., 2000).

Ha muitos trabalhos na literatura que descrevem venenos brutos ou
toxinas isoladas de venenos de animais peconhentos como ativos no sistema
cardiovascular, com potencial terapéutico para algumas doencas desse
sistema.

Sharpe et al. (2001) isolaram do veneno do molusco marinho Conus
tulipa um peptideo que é inibidor seletivo e nao-competitivo dos receptores a1-
adrenérgicos, com grande potencial terapéutico para o tratamento da
hipertenséo arterial.

Suchyna et al. (2000) isolaram do veneno da aranha Grammostola
spatulata o peptideo GsMTx-4, que foi capaz de diminuir arritmias cardiacas
em ratos e coelhos. Esse peptideo bloqueia canais i6nicos ativados por
estiramento, suprimindo o nimero e a duracéo dos ataques de fibrilacdo. Essa
descoberta pode gerar um biomedicamento para o tratamento da fibrilacao,
uma complicacdo cardiaca muito comum que pode levar a morte (Nattel &

Carlsson, 2006).
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Outro estudo investigou 0 mecanismo envolvido na contragédo de artérias
mesentérica e celiaca induzida pelo veneno da aranha Phoneutria nigriventer.
Os achados indicaram que o veneno dessa aranha contrai 0 muasculo liso
vascular, principalmente pelo aumento do influxo de Ca®* proveniente do meio
extracelular (Teixeira et al., 2004).

Costa et al. (1996) observaram que a administragdo endovenosa do
veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer em ratos anestesiados
provocou um breve e reversivel decréscimo de pressao arterial média quando
administrado em baixas doses. Ja a aplicacdo de uma dose maior promoveu
um efeito bifasico caracterizado por atenuada hipotensdo, seguida de
hipertensédo sustentada (40-50 minutos). Apos investigacdo do mecanismo de
acao, os resultados indicaram que a breve hipotensao induzida pelo veneno foi
causada por ativacdo de canais para K* do tipo Karp. A hipertenséo prolongada
resulta da entrada direta de fons Ca®" em células musculares cardiacas e/ou
vasculares.

Como exposto anteriormente, sabe-se que o veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. causa bradicardia concentracdo-dependente em coracgéo isolado
de rato por inducdo da liberacdo de acetilcolina das terminacdes nervosas
parassimpaticas (Kalapothakis et al.,, 2003). Diante desses resultados, o
presente trabalho visa investigar o efeito desse veneno na preparagao in vivo e

também em vasos isolados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Estudar os efeitos cardiovasculares do veneno da aranha Lasiodora sp.

e buscar elucidar os mecanismos implicados em sua acao.

2.2. Objetivos especificos
= Avaliar o efeito do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. sobre a
pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) em ratos

anestesiados;

= Verificar o mecanismo do efeito do veneno bruto sobre PAM e FC no

animal anestesiado;

= Avaliar o efeito do veneno bruto da aranha Lasiodora sp., bem como das
fracOes disponiveis F4, F5 e F10 do veneno, sobre a funcado vascular em

modelo de aorta isolada de rato;

= Verificar o mecanismo da acdo do veneno bruto no modelo de aorta

isolada de rato.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Drogas utilizadas

O veneno bruto da aranha Lasiodora sp. foi diluido em solugéo de salina
fisiolégica para os procedimentos experimentais no animal anestesiado. Para
0s procedimentos experimentais em vaso isolado, veneno bruto e fracdes
foram diluidos em solucdo de Krebs-Henseleit.

Acetilcolina, carbacol, fenilefrina, indometacina, L-NAME, atropina,
pirilamina, HOE 140, nifedipina, nitroprussiato de sodio, SIN-1 e SNAP foram
adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). Suramina e LY 294002 foram
procedentes da Calbiochem (EMD Chemicals Inc., Darmstadt, Germany).

Uma solucdo estoque de indometacina na concentracdo de 102 M foi
dissolvida em solugcdo 0,5% peso/volume (p/v) de bicarbonato de sédio e
diluida posteriormente em solucdo de Krebs-Henseleit nas concentracdes
desejadas. O LY 294002 foi dissolvido em alcool etilico para preparo de uma
soluc&o estoque de 102 M, que foi diluida posteriormente em solucdo de Krebs-
Henseleit nas concentracbes desejadas. Os outros compostos foram
dissolvidos em agua destilada ou em solucéo de salina fisioldgica, no caso dos
experimentos realizados in vivo.

A tabela 1 mostra as drogas utilizadas nos procedimentos experimentais

e descreve suas acdes farmacoldgicas.
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Tabela 1: Drogas utilizadas e descri¢cédo de suas ac¢des farmacoldgicas

Droga Acdo farmacoldgica
Acetilcolina Agonista de receptores colinérgicos
Atropina Antagonista ndo seletivo de receptores muscarinicos
Carbacol Agonista de receptores colinérgicos
Fenilefrina Agonista do receptor al-adrenérgico
HOE 140 Antagonista do receptor B2 de bradicinina
Indometacina Inibidor ndo seletivo das cicloxigenases
L-NAME Inibidor n&o seletivo das 6xido nitrico sintases
LY 294002 Inibidor seletivo da PI3K
Nifedipina Blogueador de canais para calcio do tipo L
Nitroprussiato Doador de 6xido nitrico
de sodio
Pirilamina Antagonista do receptor histaminérgico H1
SIN-1 Doador de oxido nitrico
SNAP Doador de 6xido nitrico
Suramina Antagonista de receptores purinérgicos P2

3.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade entre 12 e 14

semanas, (250-300 g) provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) da

UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e

Biofisica do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG, em ciclos de claro-

escuro, com livre acesso a agua e racao.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob os protocolos 022/07 e

166/07.
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3.3. Obtencgao do veneno bruto da aranha Lasiodora sp.

As aranhas caranguejeiras (Lasiodora sp.) foram coletadas em
Uberlandia - MG e criadas em cativeiro no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. Um espécime dessa aranha foi depositado na colecdo do Instituto
Butantan de S&o Paulo com o niumero IBSP 8539.

A extracdo do veneno foi feita por choque elétrico na quelicera (15 V).
As amostras obtidas de diversas aranhas foram reunidas, diluidas em &agua

destilada e centrifugadas a 4°C para a eliminacdo de impurezas. O

sobrenadante foi liofilizado e estocado a -20°C para uso posterior.

3. 4. Fracionamento do veneno bruto da aranha Lasiodora sp.

Para o fracionamento do veneno bruto da aranha, utilizou-se
cromatografia liquida de fase reversa em sistema HPLC (Shimadzu Co., Japan)
com coluna preparativa C4 (Grace Vydac, Inc., USA, dimensées 300 A, 12 um,
10 x 250 mm), segundo método descrito por De Deus (2003). O veneno (10
mg) foi diluido em 1 mL de acido trifluoracético (TFA) 0,1% em agua e aplicado
na coluna previamente equilibrada com o mesmo solvente. A fase mdvel
consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado foi por
etapas (stepwise), sendo que de 20 a 100 minutos foi de 0 a 25% de ACN e de
100 a 175 minutos foi de 25 a 70% de ACN. Seguiu-se lavagem com TFA 0,1%
em ACN por um periodo de 55 minutos. O fluxo foi de 1 mL por minuto. As
amostras foram monitoradas em absorbéancia de 241 nm.

As amostras de fracdes obtidas foram liofilizadas e estocadas a -20°C

para uso posterior.
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3. 5. Quantificacdo de proteinas
A gquantificag@o de proteinas do veneno bruto e das fra¢des obtidas foi
realizada segundo método descrito por Bradford (1976), utilizando-se albumina

de soro bovino (BSA, fracdo 5) como padrdo de proteinas.

3.6. Procedimentos experimentais no animal anestesiado
3.6.1. Canulacédo de veia e artéria femoral

Foram utilizadas canulas confeccionadas a partir de um tubo de
polietileno PE-10 (4,5 cm para artéria e 2 cm para veia) ligado em outro tubo de
polietileno PE-50 (10 cm). O animal foi anestesiado com uretana (1,2 g/kg de
peso) e as canulas preenchidas previamente com solucdo de salina fisiologica
foram introduzidas na aorta abdominal, através da artéria femoral, e na veia
femoral. A canula arterial foi utilizada para registro dos parametros
cardiovasculares e a canula venosa para administracao sistémica de veneno e
drogas. Os animais foram mantidos em uma manta aquecida a cerca de 37°C

desde a cirurgia até os procedimentos experimentais.

3.6.2. Registro da presséo arterial e da freqiiéncia cardiaca

A canula arterial foi conectada a um transdutor de presséo ligado a um
amplificador e a um conversor analégico/digital (Biopac Systems, Inc., Santa
Barbara, CA, USA). Os sinais foram registrados em um microcomputador
contendo o software de aquisicdo de dados Acgknowledge (Biopac Systems,
Inc.). ApOs calibracdo do equipamento, foram registradas presséo arterial
pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). A

PAM e a FC foram calculadas pelo software a partir dos valores de PAP.
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3.6.3. Avaliagdo do efeito do veneno bruto sobre os parametros
cardiovasculares em ratos anestesiados

ApOs estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, o veneno bruto era
injetado no animal através da cénula venosa previamente implantada.
Diferentes doses do veneno (2, 5, 10, 15 e 20 pg) foram administradas em
animais diferentes. O mesmo volume de solucao fisiolégica de salina era
injetado anteriormente ao veneno como controle negativo.

A fim de investigar o mecanismo envolvido no efeito do veneno bruto
sobre os parametros cardiovasculares no animal anestesiado, a dose de 2 ug
do veneno foi injetada através da canula venosa antes e 30 minutos apés a
administracdo de 2 mg/kg de indometacina (inibidor ndo seletivo das COX), por
via intraperitoneal, ou 15 minutos apdés a administracdo endovenosa de 10
mg/kg de L-NAME (inibidor ndo seletivo das NOS) ou 1 mg/kg de atropina
(antagonista ndo seletivo de receptores muscarinicos). Antes do teste do
veneno bruto, respostas controle de carbacol (1 pg/kg) foram obtidas para
confirmar a acdo da atropina. Para cada protocolo experimental foram

utilizados pelo menos quatro animais.

3.7. Procedimentos experimentais em vaso isolado
3.7.1. Preparacdo e montagem dos anéis de aorta de rato
Os animais foram sacrificados por decapitacdo e exsanguinacdo. Os
anéis de aorta foram montados conforme descrito por Lemos et al. (1999).
Apés o sacrificio dos animais, a aorta toracica foi cuidadosamente
removida, isolada de tecido adiposo e de tecido conjuntivo e transferida para

uma placa de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit (mM): NaCl 110,8;
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KCI 5,9; NaHCO3; 25,0; MgS0O4 1,07; CaCl; 2,49; KH,PO4 2,33 e glicose 11,51.
Em seguida, a aorta foi cortada em anéis de aproximadamente 3-4 mm de
comprimento. Quando necessario, o endotélio vascular era removido
mecanicamente através de friccdo direta das células endoteliais contra uma
haste metalica transpassada pelo [imen arterial. Hastes metélicas triangulares
foram passadas através do lumen de cada anel e essas hastes foram
acopladas a transdutores isométricos. A preparacao ficou suspensa em cubas
de vidro com capacidade para 10 mL e mantida em solucdo de Krebs-Henseleit
aerada com carbogénio (95% O, e 5% de CO,), a 37°C (Figura 5). Os vasos
foram mantidos a uma tensdo de 1g, que foi regulada durante a primeira hora
do experimento para estabilizacdo da preparacdo. Durante a estabilizacdo, a
solucdo contida nas cubas foi trocada a cada 15 minutos, a fim de evitar o
acumulo de produtos do metabolismo dos vasos. Apds o periodo de
estabilizacdo, os vasos foram contraidos com fenilefrina (0,3 uM) e, uma vez
gue a contracdo atingiu um platd, a presenca de endotélio funcional foi
confirmada com a administracdo de acetilcolina (10 uM). Apenas os anéis de
aorta que apresentavam relaxamento superior a 60% em relacdo a contracao
maxima induzida pela fenilefrina eram utilizados em protocolos experimentais
gue necessitavam de vasos com endotélio funcional. Quando o endotélio dos
vasos era retirado mecanicamente, a retirada era confirmada pela auséncia de
efeito relaxante em resposta a administracdo de acetilcolina. Apds o teste de
reatividade vascular, os anéis de aorta foram lavados e seguiu-se outro periodo
de estabilizacdo de 30 minutos antes do inicio dos protocolos experimentais,

com troca da solucéao de Krebs-Henseleit a cada 15 minutos.
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As respostas foram registradas utilizando-se transdutores de tensao
isométrica (World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA) conectados a
um amplificador (TBM-4; World Precision Instruments, Inc.) e a um computador
equipado com placa conversora analdgico/digital (AD16JR; World Precision
Instruments, Inc.). O programa Windaq (DATAQ Instruments, Inc., USA) foi

usado para aquisicéo de dados.

Figura 5: (A) Conexdo do anel de aorta as hastes metalicas e o acoplamento
dessas a transdutores isométricos. (B) Sistema de banho de 6rgéos utilizado
para experimentos de reatividade vascular no Laboratorio de Fisiologia
Cardiovascular do ICB.

3.7.2. Avaliacdo da reatividade vascular do veneno bruto e de fracdes do
veneno da aranha Lasiodora sp.

Apbs o teste de funcionalidade do endotélio e periodo de estabilizacao,
os vasos foram pré-contraidos com fenilefrina (0,1 uM) e, durante a fase tonica
da contragdo, foram construidas curvas concentracdo-resposta cumulativas

com o veneno bruto (0.06 a 32 pg/mL) (Figura 6), F4 (0,12 a 64 ug/mL), F5
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(0,12 a 16 pg/mL) e F10 (0,25 a 16 pg/mL). As fracdes utilizadas foram as que

apresentaram maior quantidade protéica.

Veneno bruto (0.06 a 32 pg/mL)

‘ Fen TR Vool

Figura 6: Esquema representativo da curva de relaxamento concentragao-
resposta cumulativa induzida pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em
vasos pré-contraidos com fenilefrina (Fen).

3.7.3. Avaliagcao da participagdo do endotélio no efeito vasodilatador do
veneno bruto em anéis de aorta de rato

Apoés a obtencdo da curva concentracdo-resposta do veneno bruto, a
concentracdo que promove 50% de reducdo da contragdo maxima induzida
pela fenilefrina (ECso) foi calculada e utilizada nos protocolos seguintes.

Para avaliar o papel do endotélio no efeito vasodilatador do veneno
bruto, esse foi administrado na concentracdo de 8 pg/mL (ECso) em vasos
desprovidos de endotélio funcional e pré-contraidos com fenilefrina 0,1 uM. Os
resultados foram comparados com os obtidos apds administracdo da mesma
concentracdo de veneno em vasos com endotélio funcional pré-contraidos com
fenilefrina 0,1 pM.

Para verificar a participacdo de mediadores endoteliais como NO e PGl,
na resposta vasodilatadora promovida pelo veneno bruto, vasos contendo
endotélio funcional foram pré-incubados por 30 minutos com 300 pM de L-

NAME, inibidor ndo seletivo das NOS, ou com 10 pM de indometacina, inibidor
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ndo seletivo das COX. ApoOs esse periodo, os vasos foram contraidos com
fenilefrina (0,1 uM) e o veneno bruto em concentracdo Unica (8 pg/mL) foi
adicionado a cuba. Os resultados foram comparados ao efeito do veneno bruto
obtido em outro anel de aorta do mesmo animal, em condigdes controle.

Com a finalidade de investigar uma possivel acdo do veneno bruto em
receptores presentes na membrana das células endoteliais, vasos com
endotélio funcional foram incubados por 30 minutos com 1 pM de atropina
(antagonista ndo seletivo de receptores muscarinicos), 1 UM de pirilamina
(antagonista do receptor histaminérgico H1), 1 uM de HOE 140 (antagonista do
receptor B2) ou 100 uM de suramina (antagonista de receptores purinérgicos
P2). Os anéis de aorta foram entdo contraidos com fenilefrina (0,1 pM) e o
veneno bruto foi adicionado em concentracédo Unica (8 pg/mL). Os resultados
foram comparados ao efeito do veneno bruto, em condi¢bes controle, obtido

em outro anel de aorta do mesmo animal.

3.7.4. Avaliagcdo da participacdo de canais para calcio no efeito
vasodilatador do veneno bruto em anéis de aorta de rato

A fim de investigar a possibilidade de o veneno bruto agir em canais
para calcio do tipo L nas células musculares lisas, esse foi administrado na
concentracdo de 8 pg/mL (ECsp) em vasos contendo endotélio funcional pré-
contraidos com solucdo de Krebs-Henseleit com concentracdo de KCl de 50
mM. Os resultados foram comparados com os obtidos apds administracdo de
nifedipina 10°® M, um bloqueador de canais para célcio do tipo L, em anéis de

aorta contraidos nas mesmas condicdes.
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3.7.5. Avaliacao do efeito do veneno bruto no relaxamento induzido por
doadores de NO em anéis de aorta de rato

Para verificar uma possivel acdo do veneno de protecdo da degradacao
do NO, curvas concentracao-resposta cumulativas de diferentes doadores de
NO foram feitas em anéis de aorta, sem endotélio funcional, pré-contraidos
com fenilefrina (0,1 uM) e pré-incubados por 5 minutos com veneno bruto na
concentracdo submaxima de 16 pg/mL. Os doadores de NO utilizados foram o
nitroprussiato de sédio (0,0001 a 3 uM), o SIN-1 (0,0001 a 10 uM) e o SNAP
(0,001 a 10 pM). Os resultados foram comparados ao efeito de cada droga na

auséncia de veneno bruto em outro anel de aorta do mesmo animal.

3.7.6. Verificacdo da ativacdo da eNOS pelo veneno bruto em anéis de
aorta de rato

Os protocolos descritos a seguir foram realizados para investigar se o
veneno bruto regula diferentemente a fosforilacdo da eNOS nos sitios Ser1177

(sitio de ativacdo) e Thr495 (sitio de inativacéo).

3.7.6.1. Estimulacdo dos anéis de aorta

Apés sacrificio dos animais, a aorta toracica foi removida e dividida em
anéis. Os anéis de aorta foram distribuidos em 8 pocos de placa de cultura
contendo 1 mL de solucdo de Krebs-Henseleit. Em cada poco foi feito um pool
de anéis de aorta de quatro animais. A placa foi mantida a 37°C em incubadora
com atmosfera umedecida a 95% O, e 5% CO..

Antes de iniciar os protocolos, houve um periodo de estabilizacdo de 30

minutos em que o meio de incubacéo foi trocado a cada 15 minutos. Apds esse
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tempo de estabilizacdo, os anéis de aorta foram incubados com concentracdes
subméaximas de acetilcolina (0,1 pM) ou de veneno bruto (16 pg/mL). A
acetilcolina foi utilizada como controle positivo. Havia quatro poc¢os da placa
para cada composto estimulador, acetilcolina ou veneno. No tempo zero de
estimulacdo, os anéis de aorta do primeiro poco de cada estimulador eram
retirados. Apos 5 minutos da estimulacdo, os anéis presentes no segundo poco
também eram retirados. Os anéis do terceiro poco foram retirados no tempo de
15 minutos de estimulacéo e os anéis do quarto po¢o no tempo de 30 minutos.
A cada retirada, os vasos eram imediatamente transferidos a tubos de 1,5 mL e

congelados em nitrogénio liquido.

3.7.6.2. Extracao de proteinas

Os tecidos previamente congelados em nitrogénio liquido foram
homogeneizados em homogeneizador de tecidos tipo turrax (Marconi, Brasil),
em presenca de tampao de lise (Gyorke, em mM: NaCl 150; Tris-base 50;
EDTA.2Na 5; MgCl, 1; pH8) acrescido de 1% de nonidet-P40; 0,3% de Triton
X-100; 0,5% de SDS e um coquetel de inibidores de proteases (AEBSF 2 mM +
EDTA 1 mM + bestatina 130 uM + E64 14 uM + leupeptina 1 uM + aprotinina
0,3 uM; SigmaFast, Sigma). Um inibidor de fosfatase (NaF, 20 mM) foi usado
para a determinacdo das proteinas fosforiladas. Utilizou-se a proporcéo de 25
mg de tecido para 100 plL de tampdo de lise enriquecido. ApOs o
processamento, as amostras foram centrifugadas a 3580 G por 10 minutos. O
sobrenadante foi aliquotado e congelado a -70°C para uso posterior. A
guantidade de proteinas das amostras foi mensurada de acordo com o método

descrito por Lowry et al. (1951).
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3.7.6.3. Separacéao eletroforética em gel de acrilamida

As amostras foram diluidas em tampé&o de amostra (Tris-HCI/SDS 4X pH
6,8; 3% glicerol; 1% SDS; 0,6% p-mercaptoetanol; 2% azul de bromofenol) e
fervidas durante 5 minutos antes da aplicacdo no gel. Para separacéo, foram
aplicados 60 ug de proteina em gel de SDS-PAGE.

O gel de separacédo era constituido de 10% (v/v) de uma solucdo de
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v); 50
mM de persulfato de amonia (PSA) e 0,2% (v/v) de TEMED. O gel de
concentragdo era constituido de 4% (viv) de wuma solucdo de
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; SDS 0,1% (p/v);
50 mM de PSA e 0,2% (v/v) de TEMED.

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente durante 90 minutos a 110 V
e 60 mA. O tampao de corrida era composto de 0,3% de Tris; 1,45% de glicina
e 0,1% de SDS em agua. Apos a eletroforese, os géis foram utilizados na

execucao do Western Blot.

3.7.6.4. Western blot

Apoés serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF (Millipore, USA) com poro de 0,45 um, a 110 V e 450 mA
por 3 horas. O tampao de transferéncia era composto de 0,3% de Tris; 1,45%
de glicina e 20% de metanol em agua.

A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloracdo da
membrana com solugdo de Ponceau 0,3% em acido acético. A membrana foi
entdo lavada em agua destilada e colocada por 1 hora em solucédo de bloqueio

(TBS-Tween 0,1% com 2,5% de leite em pd desnatado). Apdés o bloqueio, a
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membrana foi incubada, overnight ou por 3 horas em camara fria (6-8°C), com
0 anticorpo primario especifico diluido em TBS-Tween 0,1%. Os seguintes
anticorpos primarios foram utilizados: anti-p-eNOS Ser1177 (1:1000), anti-p-
eNOS Thr495 (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA)
e anti-GAPDH (1:3000, Sigma, St.Louis, MO, USA). A marcacao do GAPDH foi
realizada para controle da viabilidade das amostras.

Em seguida, a membrana foi submetida a trés lavagens de 5 minutos
com TBS contendo 0,3% de Tween 20 (TBS-T) e incubada por 2 horas, a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(HRP) (1:2000, anti-goat IgG-HRP e anti-rabbit 1gG-HRP, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). Apos o periodo de incubacao, a
membrana foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos por trés vezes). A
reacao foi revelada pela adicdo do substrato da peroxidase, contendo solucéo
1:9 de 4-cloronaftol 5 mg/mL em metanol para 1,1 mg/mL de diaminobenzidina
(DAB) em PBS 1X acrescida de 0,083% de H,O, 30%. A intensidade das
bandas foi avaliada por andlise densitomérica através do software
ImageQuant™,

Foram utilizados os sistemas Mini Protean lllI-Tetracell e Mini Trans-Blot

Electrophoretic Transfer Cell, ambos da BIO-RAD (CA, USA).

3.7.7. Verificacdo da participacdo da via PI3K/Akt na ativacdo da eNOS
pelo veneno bruto em anéis de aorta de rato

Para investigar se a ativacdo da eNOS pelo veneno bruto ocorre por
fosforilagcdo mediada pela via PI3K/Akt, anéis de aorta com endotélio funcional

foram pré-incubados por 30 minutos com 20 uM de LY 294002, inibidor seletivo
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da PI3K. ApoOs esse periodo, os vasos foram contraidos com fenilefrina (0,1
MM) e o veneno bruto (8 pg/mL) foi adicionado a cuba. Os resultados foram
comparados ao efeito do veneno bruto, em condi¢des controle, obtido em outro

anel de aorta do mesmo animal.

3.7.8. Analise estatistica

Todos os parametros avaliados foram representados como média + erro
padrdo da média (EPM).

Os resultados dos protocolos em animal anestesiado foram expressos
como variacdo da pressao arterial média e da frequéncia cardiaca. Os
resultados dos protocolos em vaso isolado foram expressos como diminuicéo
percentual da contracdo maxima induzida por fenilefrina ou por solucdo com
KCI 50 mM, sendo que o ponto onde a linha basal era alcancada foi
considerado como 100%. Valores de ECsy foram calculados graficamente a
partir das curvas concentracdo-resposta por regressao nao-linear. Os valores
de efeito maximo (Emax) foram estimados graficamente. Ja os dados de
Western Blot foram expressos como indice p-eNOS Serll77 ou
Thr495/GAPDH, em unidades arbitrarias.

Para a comparacdo das médias entre os grupos foram utilizados o teste
t de Student e o teste ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls. O teste
ANOVA Two-way, seguido do teste de Bonferroni, foi utilizado para a
comparacao entre as médias de valores distintos de um grupo e as médias de
valores de um segundo grupo. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os célculos e analises estatisticas foram

realizados utilizando-se o programa Graph Pad Prism 4.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Fracionamento do veneno bruto da aranha Lasiodora sp.

O fracionamento do veneno bruto em sistema HPLC utilizando coluna
preparativa C4 resultou em 20 fracdes, que foram reunidas em 12,
denominadas F1 a F12. A figura 7 mostra o perfil cromatogréafico do veneno

bruto, destacando as fragdes obtidas.
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Figura 7: Perfil cromatografico do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em
coluna preparativa C4. O veneno (10 mg) foi diluido em 1 mL de acido
trifluoracético (TFA) 0,1% em &gua e aplicado na coluna previamente
equilibrada com o mesmo solvente. A fase mével consistiu em TFA 0,1% em
acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado foi por etapas (stepwise), sendo que de
20 a 100 minutos foi de 0 a 25% de ACN e de 100 a 175 minutos foi de 25 a
70% de ACN. Seguiu-se lavagem com TFA 0,1% em ACN por um periodo de
55 minutos. O fluxo foi de 1 mL por minuto. As amostras foram monitoradas em
absorbancia de 241 nm. Em destaque, as 12 fracdes (F1 a F12) obtidas pela
cromatografia liquida.
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4.2. Procedimentos experimentais no animal anestesiado
4.2.1. Efeito do veneno bruto sobre os parametros cardiovasculares em
ratos anestesiados

O veneno bruto da aranha Lasiodora sp. induziu hipotensdo e
bradicardia agudas quando administrado por via endovenosa em ratos
normotensos anestesiados.

A figura 8 corresponde a um tracado representativo de um animal
estudado, mostrando as alteracdes da pressédo arterial pulsatil (PAP, mmHg) e
da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em resposta a administracdo endovenosa de

veneno bruto.

Veneno
bruto
FC --—---— PR ECETEEE TR » --[as0000
(bpm) oo 7**"‘:2“:;‘“.:;;; """"""" &

s S T T T TP

mmHg

120s

Figura 8: Tracado representativo de um rato mostrando as alteracdes na
frequéncia cardiaca (FC, bpm) e na presséao arterial pulsatil (PAP, mmHg) em
resposta a injecdo endovenosa do veneno bruto (5 pg) da aranha Lasiodora sp.
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A figura 9 mostra as variagdes de pressao arterial média (APAM, mmHg)
e de frequéncia cardiaca (AFC, bpm) obtidas a partir da administracéo
endovenosa de diferentes doses de veneno bruto (2, 5, 10, 15 e 20 pg) no
animal anestesiado. Os valores representam as alteracdes médias maximas
observadas com a administragdo do veneno. O veneno promoveu hipotenséo e
bradicardia. A administracdo prévia de salina realizada como controle néo
alterou de forma significativa os parametros avaliados. A dose de 10 pug
promoveu o efeito maximo.

A tabela 2 contém os valores médios de PAM e de FC antes e apos a
administracdo de diferentes doses do veneno bruto, bem como a variagédo
desses valores. Vale ressaltar que ndo ha diferenca estatistica entre os valores
médios basais de cada grupo experimental.

Tanto a bradicardia quanto a hipotensdo causadas pela administracédo
do veneno bruto em ratos anestesiados séo transitorias e dentro de alguns
minutos os parametros avaliados retornam aos niveis basais. A figura 10 indica
os valores de PAM (mmHg) e a variacdo de FC (bpm), em relacdo ao tempo
(segundos), apos administracdo endovenosa do veneno bruto (no tempo 0) nas
doses de 2, 5, 10, 15 e 20 pug em ratos anestesiados. O grafico permite
visualizar os efeitos hipotensor e bradicardico agudos do veneno. Tanto a PAM
guanto a FC retornam aos valores basais. O efeito bradicardico € mais

prolongado que a hipotensao.
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Figura 9: Variacdes na pressao arterial média (APAM, mmHg) e na frequéncia
cardiaca (AFC, bpm) produzidas pela injegdo endovenosa de diferentes doses
do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em ratos anestesiados. Os valores

representam a alteragdo meédia maxima

*P<0,05; *P<0,01, ***P<0,001

Keuls).

+

EPM de quatro experimentos.

comparado ao controle (salina). *P<0,05;
#P<0,01 comparado a 10 pg (Teste ANOVA One-way seguido de Newman-
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Tabela 2: Valores de presséo arterial média (PAM, mmHg) e de frequéncia
cardiaca (FC, bpm) antes e ap0s a administracdo de veneno bruto em
diferentes doses, bem como a variagdo desses parametros

Veneno PAM, mmHg FC, bpm

Dose (ug) Antes Apos APAM Antes Apos AFC

2 1046+ 75,0% -29,56+ 4053+ 3865+ -188%
2,1 4,1 2,0 14,5 14,4 1,9

5 1111+ 70,4+ 406+ 4419+ 4216+ -20,3
6,1 4.8 2,4 11,6 23,3 11,7

10 1109+ 416+% -69,2+ 4328+ 368,0%* -64,7 +
6,4 1,6 7,9 24,3 46,7 28,6

15 99,8+ 448+ -55,0+ 3238+ 2798+ -439+%
7,0 3,0 6,6 17,2 20,5 18,6

20 103,22+ 46,0 -57,1+ 436,7+ 398,5% 38,2
3,1 2,8 1,2 21,8 15,3 16,9

Nota: Os valores representam a média £ EPM.
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Figura 10: Valores de pressao arterial média (PAM, mmHg) (A) e variagdo de
frequéncia cardiaca (AFC, bpm) (B) em relacdo ao tempo (segundos) apés
administracao endovenosa (no tempo 0) do veneno bruto da aranha Lasiodora
sp. (2, 5, 10, 15 e 20 pg) em ratos anestesiados. Cada ponto representa a
média + EPM de quatro experimentos.
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Para investigar o mecanismo envolvido no efeito do veneno bruto sobre
0s parametros cardiovasculares no animal anestesiado, a dose de 2 pg do
veneno foi injetada através da canula venosa antes e ap0s a administracdo de
2 mg/kg de indometacina por via intraperitoneal, 10 mg/kg de L-NAME por via
endovenosa ou 1 mg/kg de atropina por via endovenosa.

A administragéo de indometacina nao alterou os parametros avaliados,
indicando que ndo h& participacdo de produtos da acdo das COX sobre os
efeitos do veneno observados (Figura 11A).

No entanto, o L-NAME foi capaz de inibir de forma significativa a
hipotensdo provocada pela administracdo do veneno. A mesma droga nao
alterou a bradicardia causada pela injecdo do veneno (Figura 11B). Esses
dados sugerem uma participacdo do NO no efeito hipotensor provocado pelo
veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em ratos anestesiados.

Ja a administrac&o de atropina inibiu significativamente a hipotenséo e a
bradicardia induzidas pelo veneno bruto nos ratos anestesiados. Os resultados
indicam que ha participacao de receptores muscarinicos ou do sistema nervoso
parassimpatico nos efeitos inibitérios do veneno sobre o0s parametros
cardiovasculares (Figura 11C). Vale ressaltar que a dose de atropina utilizada
foi capaz de anular os efeitos do carbacol (1 pug/kg) sobre PAM e FC (dados
nao mostrados).

A tabela 3 contém os valores médios maximos das variacdes absoluta e
percentual de PAM e de FC apds a administracao de 2 ug do veneno bruto em
diferentes condi¢cbes experimentais, utilizadas para investigar 0s mecanismos

envolvidos nos efeitos hipotensor e bradicardico do veneno. Os valores médios
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basais de PAM e de FC, registrados apds a administracdo de cada droga e

antes da administragdo do veneno bruto, também séo mostrados na tabela.

A o o
E=Veneno 2 pg E=Veneno 2 pg
= 10 [IVveneno 2 pg + 10 [ IVeneno 2 pg +
2 Indometacina 2 mg/kg — Indometacina 2 mg/kg
£ — £ o
E 2 < 20
2 2
2 -30 < a0
-40 T T -40 T T
Veneno veneno + Indometacing Veneno veneno + Indometacine
0 0
== Veneno 2 ng == Veneno 2 ng
=10 * [IVeneno 2 g + 10 [IVveneno 2 g +
2 L-NAME 10 mg/kg N L-NAME 10 mg/kg
£ S
E 2 < 20
2 2
a <
< %0 -30
-40 T T -40 T T
Veneno Veneno + L-NAVE Veneno Veneno + L-NAME
0 0
E=Veneno 2 pg E=Veneno 2 pg
= 10 Hkk [JVeneno 2 pg + 10 [JVeneno 2 ug +
2 Atropina 1 mg/kg = Fokk Atropina 1 mg/kg
£ Q
E 2 S 20
Z 2
[ <
< 30 -30
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Figura 11: Efeito induzido pela injecdo endovenosa do veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. (2 ug) em ratos anestesiados, antes e ap6s a administracdo de
indometacina 2 mg/kg via intraperitoneal (A), L-NAME 10 mg/kg via
endovenosa (B) ou atropina 1 mg/kg via endovenosa (C). Os valores
representam a média + EPM de pelo menos quatro experimentos. *P<0,05;
***P<(0,001 (Teste t de Student).
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Tabela 3: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e de
frequéncia cardiaca (FC, bpm), bem como variagdo de PAM (APAM) e de FC
(AFC), em valores absolutos e relativos (%), apds a administracdo de 2 pg de
veneno bruto sob diferentes condi¢des experimentais

PAM, mmHg FC, bpm

Condicao experimental Valor APAM APAM Valor AFC AFC
basal (mmHQ) (%) basal (bpm) (%)

Veneno bruto sem 100,2 -17,1+ -16,8+ 3653 -11,3 -46+
indometacina controle +3,7 1,2 21 +184 54 0,6

Veneno bruto + 100,5 -148+ -148+ 3722 -134 -41+%
indometacina +3,4 1,9 23 +18,7 6,0 0,8

Veneno bruto sem L- 107,3 -249+ -232+ 4163 -99+ -25+%
NAME controle 4,1 2,7 2,3 +190 34 0,9

Veneno bruto + L-NAME 136,8 -32+ -2,3+ 428,7 -10,1 -24+
+7,1 1,7* 1,3* +172 4.2 1,0

Veneno bruto sem 102,2 -16,3+ -16,4+ 4019 -209 -51+
atropina controle +5,0 1,8 22 +175 0,3 0,3

Veneno bruto + atropina 121,7 -4.4 + -36+ 5405 -72+ -13%

+3,8 1,3%x* 1,0¥*  +23,8 1,8%* (,3%*

Notas: Os valores representam a média + EPM
*P<0,05; **P<0,001 comparado ao controle (Teste t de Student).

4.3. Procedimentos experimentais em vaso isolado
4.3.1. Reatividade vascular do veneno bruto e de fracbes do veneno da
aranha Lasiodora sp.

A figura 12A aponta o efeito relaxante induzido pelo veneno bruto (0,06 a
32 pg/mL) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina. O veneno bruto induziu um relaxamento
concentragédo-dependente.

As figuras 12B e 12C mostram os efeitos relaxantes concentracao-

dependentes induzidos pelas fracdes F4 (0,12 a 64 pg/mL) e F5 (0,12 a 16
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pg/mL), respectivamente, em anéis de aorta de rato com endotélio funcional
pré-contraidos com fenilefrina. A figura 12D indica que, ao contrario das
fracOes F4 e F5, a fragdo F10 do veneno da aranha néo induziu efeito relaxante
significativo em anéis de aorta de rato, sob as mesmas condicdes.

A tabela 4 contém os valores médios de ECso € Ennax Obtidos nas curvas
concentragdo-resposta cumulativas para veneno bruto e fragdes. A fracdo F5 é
pelo menos trés vezes mais potente que o veneno bruto e sete vezes mais

potente que a fracao F4.
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Figura 12: Efeito relaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
(A) e pelas fragbes do veneno F4 (B), F5 (C) e F10 (D) em anéis de aorta de
rato contendo endotélio funcional. Cada ponto representa a média + EPM de
pelo menos quatro experimentos.
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Tabela 4: Valores de ECsg e Emax para veneno bruto e fragoes F4, F5 e F10

ECso (ng/mL) Emax (% relaxamento)
Veneno bruto 71+0,6 98,6 + 0,47
F4 16,1+ 2,8 97,3+ 1,5
F5 20+04 98,7+0,9

F10

Nota: Os valores representam a média + EPM
"Valores estimados graficamente
--- Valor indeterminado.

4.3.2. Participacdo do endotélio no efeito vasodilatador do veneno bruto
em anéis de aorta de rato

Para avaliar o papel do endotélio no efeito vasodilatador do veneno
bruto, esse foi administrado em concentracdo Unica em vasos com ou sem
endotélio funcional.

A figura 13 aponta o efeito relaxante do veneno bruto na concentragéo
de 8 pg/mL (ECsp) em anéis de aorta de rato, contendo ou ndo endotélio
funcional, pré-contraidos com fenilefrina. O efeito vasodilatador do veneno foi
abolido nos anéis desprovidos de endotélio funcional, indicando que o endotélio
possui papel fundamental no efeito vasodilatador do veneno bruto em anéis de

aorta de rato.
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Figura 13: Efeito relaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
(8 pg/mL) em anéis de aorta de rato contendo (E+) ou ndo (E-) endotélio
funcional. Os valores representam a média + EPM de quatro experimentos.
***P<(0,001 (Teste t de Student).

A fim de verificar a participacdo de mediadores endoteliais como PGl e
NO na resposta vasodilatadora promovida pelo veneno bruto, esse foi
administrado na concentracdo de 8 pg/mL em vasos contendo endotélio
funcional, pré-incubados ou ndo com indometacina ou L-NAME.

A figura 14 mostra o efeito relaxante do veneno bruto em anéis de aorta
de rato contendo endotélio funcional pré-contraidos com fenilefrina, na
presenca e na auséncia de indometacina 10 uM (A) ou L-NAME 300 mM (B). A
inibicAo das COX pela indometacina ndo causou modificacdo da resposta
vasodilatadora promovida pelo veneno, excluindo a participacdo da PGI, nessa
resposta. No entanto, a inibicdo das NOS pelo L-NAME aboliu a resposta
relaxante do veneno, indicando que o NO é o mediador endotelial envolvido no
efeito vasodilatador do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em anéis de

aorta de rato.
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Figura 14: Efeito relaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
(8 pg/mL) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, na presenca
e na auséncia de indometacina 10 puM (A) ou L-NAME 300mM (B). Os valores
representam a meédia £+ EPM de quatro experimentos. *P<0,05 (Teste t de
Student).

Para investigar uma possivel acdo do veneno bruto em receptores
presentes na membrana das células endoteliais, o veneno foi administrado na
concentragcdo de 8 pg/mL em vasos contendo endotélio funcional, pré-
incubados ou ndo com diversos antagonistas de receptores.

A figura 15 indica o efeito relaxante do veneno bruto na concentracdo de
8 pg/mL (ECso) em anéis de aorta de rato contendo endotélio funcional pré-
contraidos com fenilefrina, na presenca e na auséncia de atropina 1 uM (A),
pirilamina 1 uM (B), HOE 140 1 pM (C) e suramina 100 uM (D). Nenhuma
droga inibiu de forma significativa o efeito vasodilatador do veneno bruto,
demonstrando que o0 veneno nao age nNOS receptores muscarinicos,

histaminérgicos H1, B2 da bradicinina ou purinérgicos P2, respectivamente.
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Figura 15: Efeito relaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
(8 pg/mL) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, na presenca
e na auséncia de atropina 1 uM (A), pirilamina 1 uM (B), HOE 140 1 uM (C) e
suramina 100 pM (D). Os valores representam a média + EPM de quatro
experimentos.
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A tabela 5 contém os valores médios de percentagem de relaxamento
dos anéis de aorta de rato apds a administracdo do veneno bruto (8 pg/mL), em
diferentes condicfes experimentais, utilizadas para avaliar o papel do endotélio

vascular no efeito vasodilatador do veneno.

Tabela 5: Valores de % de relaxamento para o veneno bruto (8 pg/mL) em
anéis de aorta de rato, sob diferentes condi¢des experimentais

Condigdo experimental Efeito (% relaxamento)

Veneno bruto controle E+ 39,19+0,72

Veneno bruto E- 0,56 + 0,45***

Veneno bruto controle sem indometacina (E+) 46,11 + 8,33
Veneno bruto + indometacina (E+) 39,07 + 8,30
Veneno bruto controle sem L-NAME (E+) 31,63 + 6,99
Veneno bruto + L-NAME (E+) 0,41 + 0,26*
Veneno bruto controle sem atropina (E+) 41,93 + 6,25
Veneno bruto + atropina (E+) 42,27 + 9,35
Veneno bruto controle sem pirilamina (E+) 44,60 + 9,66
Veneno bruto + pirilamina (E+) 46,97 + 4,83
Veneno bruto controle sem HOE 140 (E+) 46,65 + 5,56
Veneno bruto + HOE 140 (E+) 48,60 + 4,93
Veneno bruto controle sem suramina (E+) 49,20 + 0,94
Veneno bruto + suramina (E+) 49,05 + 1,25

Notas: Os valores representam a média + EPM

E+: vasos com endotélio funcional
E-: vasos sem endotélio funcional

*P<0,05; **P<0,001 comparado ao controle (Teste t de Student).
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4.3.3. Participagcdo de canais para calcio no efeito vasodilatador do
veneno bruto em anéis de aorta de rato

A fim de verificar se 0 veneno bruto causa vasodilatagao por bloqueio de
canais para calcio do tipo L nas células musculares lisas, anéis de aorta de rato
com endotélio funcional foram pré-contraidos com solucéo de Krebs-Henseleit
com concentracdo de KCl de 50 mM antes da administracdo de veneno (8
ng/mL, ECsp) ou de nifedipina (10° M).

A figura 16 aponta que o veneno bruto ndo apresentou efeito relaxante
(1,45 £ 0,54% de relaxamento) nos vasos pré-contraidos com solucdo de
Krebs-Henseleit com concentracdo de KCl de 50 mM. Ao contrario do veneno,
a nifedipina, que € um bloqueador de canais para calcio do tipo L, promoveu
potente vasodilatacédo (94,47 + 1,84% de relaxamento) nas mesmas condicfes
experimentais. Os resultados indicam que a dilatacdo dos anéis de aorta de
rato promovida pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp. ndo ocorre por

bloqueio de canais para célcio do tipo L na musculatura lisa vascular.

100~
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Figura 16: Efeito relaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
(8 pg/mL) ou pela nifedipina (10°® M) em anéis de aorta de rato, contendo
endotélio funcional, pré-contraidos com solucdo de Krebs-Henseleit com
concentracdo de KCI de 50 mM. Os valores representam a média + EPM de
guatro experimentos. **P<0,001 comparado ao efeito da nifedipina (Teste t de
Student).
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4.3.4. Efeito do veneno bruto no relaxamento induzido por doadores de
NO em anéis de aorta de rato

A fim de verificar uma possivel acdo do veneno em proteger a
degradacdo do NO, curvas concentragcdo-resposta cumulativas de diferentes
doadores de NO foram feitas em anéis de aorta, sem endotélio funcional, pré-
contraidos com fenilefrina e pré-incubados com veneno bruto na concentracao
submaxima de 16 pg/mL.

A figura 17 mostra o efeito relaxante induzido por nitroprussiato de sédio
(0,0001 a 3 uM) (A), SIN-1 (0,0001 a 10 uM) (B) e SNAP (0,001 a 10 pM) (C)
em anéis de aorta sem endotélio funcional, pré-incubados ou ndo com veneno
bruto (16 pg/mL). Em todas as condi¢des, o veneno bruto promoveu um desvio
para a esquerda das curvas concentracdo-resposta dos doadores de NO,
potencializando os efeitos vasodilatadores das trés drogas. Os resultados
indicam que o veneno protege a degradacdo do NO, aumentando sua
disponibilidade biolégica em anéis de aorta de rato.

A tabela 6 contém os valores médios de ECso € Enax, Obtidos nas curvas
concentragcdo-resposta cumulativas para nitroprussiato de sodio, SIN-1 e

SNAP, na presenca e na auséncia do veneno bruto (16 pg/mL).
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Figura 17: Efeito relaxante induzido por nitroprussiato de sddio (A), SIN-1 (B) e
SNAP (C) em anéis de aorta de rato sem endotélio funcional, na presenca e na
auséncia do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. (16 pg/mL). Cada ponto
representa a média £+ EPM de pelo menos quatro experimentos. ***P<0,001;
**P<0,01 (ANOVA Two-way seguido de Bonferroni).
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Tabela 6: Valores de ECsy € Emax para nitroprussiato de sodio, SIN-1 e SNAP,
na presenca e na auséncia de veneno bruto (16 pg/mL)

Condicdo experimental ECso (ULM) Emax (% relaxamento)
Nitroprussiato de sodio 0,0064 + 0,0022 100
controle
Nitroprussiato de sodio + 0,0018 £ 0,0008*** 100

veneno bruto

SIN-1 controle 0,418 + 0,143 100
SIN-1 + veneno bruto 0,0983 + 0,0314*** 100
SNAP controle 0,399 + 0,092 100
SNAP + veneno bruto 0,173 + 0,055*** 100

Notas: Os valores representam a média + EPM
***P<(0,001 comparado ao controle (ANOVA Two-way).

4.3.5. Ativacdo da eNOS pelo veneno bruto em anéis de aorta de rato

Para verificar o papel do veneno bruto na ativacdo da eNOS, a
fosforilacdo da enzima em dois sitios regulatorios, Serl177 (sitio de ativacao) e
Thr495 (sitio de inativacdo), foi mensurada. Anéis de aorta de rato foram
estimulados em tempos distintos com veneno (16 pg/mL) e o Western Blot do
pool de tecidos foi realizado como descrito anteriormente. Os anéis de aorta
também foram estimulados com acetilcolina (0,1 uM) como controle positivo.

A figura 18A indica que o veneno bruto aumenta de forma significativa a
fosforilacdo de Serll177 ap6s 15 e 30 minutos de estimulacdo dos anéis de
aorta. A acetilcolina também promove a fosforilagdo desse sitio e age mais
rapidamente que o veneno, aumentando a fosforilagdo do sitio de ativacao

desde os 5 minutos de estimulacao.
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Ao contrario do sitio de ativacdo, o sitio de inativacdo em Thr495 é
desfosforilado apds 30 minutos de estimulacdo dos anéis de aorta com
acetilcolina ou com veneno bruto. Em condi¢des basais (tempo 0), esse sitio é
normalmente fosforilado (Figura 18B).

Os resultados indicam que o veneno bruto da aranha Lasiodora sp.

estimula a ativacdo da eNOS em anéis de aorta de rato.
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Figura 18: Fosforilacdo da eNOS promovida pelo veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. (16 pg/mL) e por acetilcolina (0,1 uM) em anéis de aorta de rato.
Efeitos do veneno bruto (Ven) e da acetilcolina (Ach) na fosforilagdo dos sitios
Serl1177 (sitio de ativacdo) (A) e Thr495 (sitio de inativacao) (B), em diferentes
tempos de estimulacdo (5, 15 e 30 minutos). GAPDH foi utilizado como
controle. Os valores representam a média £+ EPM de trés experimentos.
**P<0,01, *P<0,05 comparado ao tempo 0 (TO) (Teste t de Student).
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4.3.6. Verificacdo da participacdo da via PI3K/Akt na ativacdo da eNOS
pelo veneno bruto em anéis de aorta de rato

A fim de avaliar se a ativacdo da eNOS pelo veneno bruto ocorre por
fosforilacdo mediada pela via PI3K/Akt, o veneno bruto foi administrado em
anéis de aorta com endotélio funcional pré-incubados ou ndo com LY 294002,
um inibidor seletivo da PI3K.

A figura 19 aponta o efeito relaxante do veneno bruto na concentragéo
de 8 pg/mL (ECsp) em anéis de aorta de rato contendo endotélio funcional pré-
contraidos com fenilefrina, na presenca (51,47 + 5,54% de relaxamento) e na
auséncia (44,40 + 4,68% de relaxamento) de LY 294002. A inibicdo da PI3K
nao alterou o efeito vasodilatador do veneno, indicando que a via PI3K/Akt n&o
esta envolvida na fosforilacdo da eNOS pelo veneno bruto em anéis de aorta

de rato.

60+

1 &= Vveneno 8ug/mL

o 07 [—JVeneno 8ug/mL + LY 20uM
G 40+

S

% 30

& 201

> 104

0- T
Veneno Veneno + LY

Figura 19: Efeito relaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
(8 pg/mL) em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional, na presenca
e na auséncia de LY 294002 20 uM. Os valores representam a média + EPM
de quatro experimentos.
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5. DISCUSSAO

Devido a baixa toxicidade a humanos, o veneno da aranha Lasiodora sp.
foi pouco estudado sistematicamente até o momento. Nosso grupo de pesquisa
realizou a maioria dos estudos existentes com o veneno dessa aranha.

O interesse pela acao desse veneno no sistema cardiovascular surgiu de
duas observagdes importantes feitas pelo nosso grupo. Em 2003, Kalapothakis
et al. descreveram a atividade bradicardica do veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. em coracao isolado de rato. Ja Silvestre (2005), analisando ESTs
geradas a partir da biblioteca de cDNA construida por extracdo total dos
MRNAs da glandula de veneno da aranha Lasiodora sp., encontrou algumas
ESTs que apresentaram similaridade com o peptideo GsMTx4. Sabe-se que
esse peptideo, isolado do veneno da tarantula Grammostola spatulata, inibe a
fibrilacdo atrial por bloqueio de canais iGnicos ativados por estiramento
(Suchyna et al., 2000).

O estudo de substancias que atuam no sistema cardiovascular objetiva
avaliar o potencial terapéutico desses compostos para 0 avanco no tratamento
das doencas cardiovasculares, que acometem uma parcela consideravel da
populacdo mundial e apresentam elevado custo médico-social.

Assim como 0s venenos de animais peconhentos, os produtos naturais
derivados de plantas sdo muito estudados em diversos sistemas fisiologicos.
Sabe-se que diversos deles possuem efeito vasodilatador. Uma revisdo
sistematica realizada por McNeill e Jurgens (2006) aponta que a maioria dos
trabalhos utiliza aorta isolada de rato para a investigacdo do mecanismo
vasodilatador desses produtos naturais. Algumas dessas substancias

provocam relaxamento por mecanismos dependentes do endotélio vascular.
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Muitos trabalhos apontam o NO como mediador endotelial responsével por
esse efeito e poucos estudos indicam a participagédo de PGl,. Compostos que
mimetizam a acdo da enzima superéxido dismutase (SOD) ou que aumentam a
producdo de NO por ativacdo da NOS também causam vasodilatacdo. Outros
produtos naturais ativam canais para K' na musculatura lisa vascular. Um
namero significativo desses produtos causa vasodilatacdo por blogueio de
canais para Ca?" presentes na membrana plasmatica de células musculares
lisas ou por inibicdo da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares. Vale
ressaltar que algumas substancias possuem mais de um mecanismo de acao.
Estudos in vivo também séo realizados com produtos naturais. Por exemplo,
Pires et al. (2000) mostraram que o0 extrato etanolico de Albizia inopinata
promoveu reducdo da resisténcia periférica em ratos ndo anestesiados e a
hipotensdo causada foi atenuada por L-NAME. J& em aorta de rato, esse
mesmo extrato induziu relaxamento, que foi atenuado por L-NAME.

O presente trabalho demonstrou que o veneno bruto da aranha
Lasiodora sp., quando administrado por via endovenosa em ratos
anestesiados, provoca hipotensdo e bradicardia agudas. Houve variacdo
transitoria de pressao arterial média (PAM) e de freqiéncia cardiaca (FC) a
partir da administracdo de diferentes doses do veneno (2, 5, 10, 15 e 20 ug,
Figura 9).

O efeito do veneno bruto é transitorio (Figura 10), provavelmente devido
a metabolizacdo de seus componentes ativos quando administrado no animal
in vivo e também ao baroreflexo. Esse reflexo é uma resposta fisiolégica
compensatoria que previne em curto prazo grandes flutuacbes na presséo

arterial sanguinea (La Rovere et al., 2008). No entanto, observamos que ocorre
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a repeticao de tal efeito. Quando testamos as diferentes doses do veneno nos
ratos, esse era novamente injetado no mesmo animal cerca de 15 minutos
depois da primeira administracdo. Constatamos que os efeitos provocados pela
injecdo endovenosa da segunda administragao foram idénticos aos observados
na primeira, para todas as doses (dados ndo mostrados).

A fim de investigar o mecanismo envolvido nos efeitos hipotensor e
bradicérdico do veneno no animal anestesiado, a dose de 2 pg do veneno foi
injetada através da canula venosa antes e ap0s a administracdo de algumas
drogas. A dose unica foi utilizada para economia de material bioldgico
disponivel. Essa dose, mesmo sendo a mais baixa utilizada, altera de forma
significativa os parametros avaliados.

A indometacina ndo alterou os efeitos hipotensor e bradicardico do
veneno, excluindo a participacdo de produtos da acdo das COX nesse efeito
(Figura 11A).

Ja a administracdo de atropina inibiu as alteracdes de PAM e de FC
induzidas pelo veneno bruto nos animais anestesiados (Figura 11C). Os
resultados obtidos com atropina ja eram esperados, visto que Kalapothakis et
al. (2003) observaram que o veneno bruto da aranha Lasiodora sp. induz
bradicardia concentracdo-dependente por liberacdo de acetilcolina das
terminacdes nervosas parassimpaticas no coracao. Portanto, a acdo do veneno
bruto foi abolida pela atropina em coracédo isolado de rato. As concentracdes
utilizadas em sistema de coracéo isolado foram 10, 20, 50 e 100 ug e todas
provocaram bradicardia significativa.

Dessa forma, podemos inferir que, quando o veneno bruto da aranha

Lasiodora sp. é injetado por via endovenosa no animal anestesiado, ele age
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diretamente no coragao causando bradicardia por liberagéo de acetilcolina das
terminacbes nervosas parassimpaticas. Assim, o0 débito cardiaco
possivelmente diminui devido a alteracdo da frequéncia cardiaca, levando a
diminuicdo da pressao arterial média. O efeito do veneno in vivo ocorre mesmo
com a utilizacédo de doses menores que as concentragdes utilizadas no coragéo
isolado.

Por fim, constatou-se que o L-NAME inibiu significativamente a
hipotenséo induzida pela administragdo do veneno, sem alterar a bradicardia
(Figura 11B). Esses resultados sugerem uma participacdo do NO no efeito
hipotensor provocado pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em ratos
anestesiados. Como a variacdo na pressado arterial média é diretamente
relacionada a resisténcia vascular, pensamos que, provavelmente, a
hipotensdo ocorre também por acao direta do veneno no sistema vascular, em
um mecanismo adicional ao efeito cardiaco do veneno. Entdo, a partir dos
dados obtidos no animal anestesiado, decidimos verificar a acdo do veneno
bruto em sistema de vaso isolado.

Na segunda etapa deste trabalho, foi demonstrado que o veneno bruto
da aranha Lasiodora sp. induz um potente efeito relaxante concentracéo-
dependente em anéis de aorta de rato (Figura 12A). E importante ressaltar que
0 veneno bruto n&o alterou a funcionalidade vascular e endotelial, pois os anéis
de aorta foram capazes de responder a administracdo de fenilefrina e de
acetilcolina ap6s a exposicdo ao veneno e a um periodo de 1 hora de
recuperacédo (dados ndo mostrados).

Foram realizadas curvas concentracdo-resposta de relaxamento também

para trés fracdes (F4, F5 e F10) do veneno obtidas em HPLC. As fracfes
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utiizadas foram as que apresentaram maior quantidade protéica apds a
quantificacdo pelo método de Bradford, que foi suficiente para a realizagcdo dos
experimentos. Novos fracionamentos ndo foram realizados para a obtencao de
guantidade adequada das demais fracdes devido a escassez de veneno bruto.

As fracbes F4 e F5 apresentaram efeito relaxante nos anéis de aorta,
porém a fracdo F10 nao induziu relaxamento (Figura 12B,C,D). A comparac¢ao
entre os valores de ECso aponta que a fracdo F5 é pelo menos trés vezes mais
potente que 0 veneno bruto e sete vezes mais potente que F4. As curvas
concentragao-resposta do veneno bruto e da fracdo F4 atingiram valores
proximos a 80% de relaxamento com a maior concentragdo utilizada.
Concentracdes maiores ndo foram adicionadas aos vasos a fim de economizar
o estoque disponivel de veneno e de fracdo, porém o valor de Enax foi estimado
graficamente.

Os resultados indicam que, com a cromatografia, o componente do
veneno responsavel pelo efeito vasodilatador provavelmente foi eluido no
intervalo de tempo entre 75 e 100 minutos, por isso esta presente nas fracdes
F4 e F5 e ausente em F10. O perfil cromatografico do veneno mostra que nao
houve separacdo completa das fracbes obtidas (Figura 7). H&, entéo,
possibilidade de que o componente ativo do veneno esteja dividido no grupo de
fracbes F4 a F9, que nao foi bem individualizado durante a cromatografia. Essa
€ uma suposic¢ao, pois ndo testamos todas essas fracdes no sistema de vaso
isolado. Supfe-se ainda que o componente ativo esteja presente em maior
guantidade na fracdo F5, visto que ela é mais potente que F4.

A caracteristica do composto vasoativo do veneno é incerta, pois os

venenos de aranhas sdao uma mistura de substancias. Existe também a
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possibilidade de que haja mais de um composto ativo. Dados obtidos em
andlise de espectrometria de massa de venenos de aranhas da subordem
Mygalomorphae indicam que os polipeptideos sdo os principais constituintes
(Escoubas & Rash, 2004). Ap6s cromatografia de fase reversa do veneno da
aranha Lasiodora parahybana em coluna C18, analise de espectrometria de
massa revelou que os primeiros componentes eluidos foram acilpoliaminas e
aminas biogénicas, seguidos de peptideos e proteinas (massa molecular de
3100 a 8500 Da) durante a maior parte do tempo da cromatografia. As Ultimas
fracbes eluidas continham quatro componentes de alta massa molecular
(Guette et al., 2006). A andlise do perfil protéico do veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. pelo sistema de eletroforese bidimensional revelou a presenga de
proteinas com massa molecular variavel, de 6 até mais de 45 kDa (Silvestre,
2005).

O fracionamento do veneno da aranha Lasiodora sp. realizado por nosso
grupo representou uma etapa inicial. Ha perspectiva de realizacdo de nova
cromatografia com o intuito de individualizar a0 maximo 0s componentes
presentes no veneno. Espera-se que, com essa nova etapa de fracionamento,
0 composto vasoativo seja separado dos componentes do veneno presentes
nas fracbes F3 a F11 que apresentaram diferentes graus de toxicidade a
camundongos como descrito por De Deus (2003). Como as fracBes obtidas
foram separadas por critério de hidrofobicidade, talvez a cromatografia de troca
ibnica seja mais indicada para o proximo passo de isolamento dos compostos.

Apés a realizacdo das curvas concentracao-resposta de relaxamento em
anéis de aorta de rato para veneno bruto e fragcdes, 0s proximos experimentos

foram feitos apenas com o veneno bruto da aranha Lasiodora sp., devido a
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obtencdo de pequenas quantidades de fragBes. Além disso, na maior parte dos
protocolos seguintes, o veneno bruto foi utilizado na concentragdo Unica de 8
pg/mL, que correspondia ao ECso do veneno. A escassez de material é um
fator comum nos estudos com venenos de aranhas, o que pode dificultd-los
(Geren & Odell, 1984).

Essa concentracdo Unica do veneno bruto foi entdo administrada em
anéis de aorta de rato apdés remocdo mecanica do endotélio. A auséncia de
endotélio funcional aboliu o efeito vasodilatador induzido pelo veneno,
indicando que tal efeito depende do endotélio vascular (Figura 13).

O endotélio vascular pode liberar algumas substancias vasodilatadoras,
como PGl;, NO e EDHF (Mombouli & Vanhoutte, 1999; Triggle et al., 2003).
Foi, portanto, necessario investigar qual ou quais sdo o0s mediadores
endoteliais envolvidos na acao vasorelaxante do veneno bruto. A contribuicdo
da resposta do EDHF néo foi avaliada, pois é significativamente maior nas
artérias de resisténcia (Félétou & Vanhoutte, 2006). Quando os anéis de aorta
foram pré-incubados com indometacina, inibidor ndo seletivo das COX, a
adicdo do veneno bruto promoveu vasodilatacdo semelhante aquela promovida
em vasos nado incubados com o inibidor. A participacdo da PGl, foi, entéo,
excluida. No entanto, a incubacdo dos vasos com L-NAME, inibidor néo
seletivo das NOS, aboliu o efeito vasodilatador do veneno (Figura 14). Esses
resultados sugerem que o NO é o mediador endotelial envolvido no efeito
vasorelaxante induzido pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp.

Estudos com o veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer
indicaram uma caracteristica de inducdo da liberagdo de NO. Uma fragdo semi-

purificada do veneno, que foi denominada fracdo liberadora de 6xido nitrico
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(NORF, nitric oxide releasing fraction), produziu relaxamento concentragéo-
dependente em anéis de artéria mesentérica de rato. O efeito foi dependente
do endotélio e abolido na presenca de L-NAME. Os autores sugeriram que a
NORF induziu a liberagdo de NO do endotélio de anéis de artéria mesentérica
(Weinberg et al., 2002). Também foi demonstrado que a toxina Tx2-6 da
aranha Phoneutria nigriventer potencializa a funcao erétil em ratos por meio da
liberacdo de NO. Essa funcdo foi avaliada através de alteracdes no indice
pressao intracavernosa/pressao arterial média (ICP/MAP) durante estimulacao
elétrica do ganglio pélvico maior nos animais anestesiados. A toxina Tx2-6,
injetada por via subcutanea ou por via endovenosa, aumentou de forma
significativa o indice ICP/MAP apds estimulacdo ganglionar em ratos
normotensos. A potencializacdo da funcéo erétil pela toxina foi inibida por L-
NAME. Apoés incubacdo de segmentos do corpo cavernoso com Tx2-6, a
liberacdo de NO foi detectada utilizando microscopia confocal, em fatias do
corpo cavernoso, com marcador de fluorescéncia DAF-FM (Nunes et al., 2008).

No presente trabalho, observamos com o0s ensaios de reatividade
vascular que a vasodilatagdo promovida pelo veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. depende do endotélio vascular e da sintese de NO.
Correlacionando esses dados com os resultados obtidos no animal
anestesiado, podemos supor que a hipotensdo provocada pela administracéo
do veneno em ratos ocorre também por uma acédo vascular direta que € inibida
por L-NAME, apesar de termos utilizado vasos de condutancia em nossos
ensaios. Em trabalhos futuros, podemos avaliar a acdo do veneno bruto em
vasos de resisténcia, que contribuem de forma mais significativa para o

controle da presséao arterial.
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Sabe-se que o NO pode ser produzido nas células endoteliais em
resposta a ligacao de certos agonistas a receptores presentes na membrana
celular, como acetilcolina, histamina, bradicinina e ATP (Luscher & Noll, 1995;
Carvalho et al., 2001). Avaliamos entdo a possibilidade de o veneno bruto agir
por ativacéo desses receptores.

Demonstramos nos experimentos em animal anestesiado que a atropina
inibe a hipotensédo e a bradicardia induzidas pela administracdo do veneno
bruto da aranha Lasiodora sp. Essa inibicdo poderia ocorrer ndo apenas por
um bloqueio da acado da acetilcolina, cuja liberacdo no coracédo € induzida pelo
veneno, mas também por uma acéo vascular direta do veneno ligando-se a
receptores muscarinicos nas células endoteliais. O veneno do peixe pedra
Synanceja trachynis, que possivelmente € o peixe mais venenoso do mundo,
induziu relaxamento em anéis de aorta de rato. Esse efeito foi inibido na
presenca de atropina, indicando que o0 veneno age via receptores muscarinicos
(Church & Hodgson, 2000).

Assim, decidimos investigar a participacdo de receptores muscarinicos
no efeito relaxante do veneno de Lasiodora sp. Em nossos experimentos, a
atropina ndo foi capaz de inibir a acdo vasodilatadora do veneno bruto da
aranha em anéis de aorta de rato, indicando que esses receptores nao
participam na resposta do veneno (Figura 15A).

Aminas biogénicas estdo comumente presentes nos venenos de animais
peconhentos, com a funcao principal de produzirem dor decorrente da picada
(Weisel-Eichler & Libersat, 2004). O veneno bruto da aranha Lycosa godeffroyi
possui efeito vasodilatador em anéis de aorta de rato. A resposta relaxante do

veneno foi inibida pela retirada do endotélio, por um inibidor da NOS e por um
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antagonista de receptores histaminérgicos H1l. Um ensaio fluorimétrico
detectou a presenca de histamina no veneno e os autores concluiram que ela é
o principal composto vasoativo do veneno dessa aranha (Rash et al., 1998).
Rattmann et al. (2008) observaram que o veneno bruto da aranha marrom
Loxosceles intermedia promove relaxamento endotélio-dependente em anéis
de aorta de rato. Esse efeito é inibido por L-NAME e por inibidores da guanilil-
ciclase. O relaxamento dos vasos também € abolido por pirilamina e pelo
composto 48/80, que induz a degranulacdo de mastocitos. Os resultados
indicam que o veneno da aranha marrom promove degranulacdo de mastocitos
com consequente liberagdo de histamina nos anéis de aorta de rato.

A partir dessas informacdes, investigamos as seguintes possibilidades:
de um componente do veneno agir em receptores histaminérgicos, da presenca
de histamina como componente do veneno ou de inducdo da liberacdo de
histamina no tecido vascular. Os resultados mostraram que o bloqueio de
receptores histaminérgicos H1 pela pirilamina ndo inibiu a vasodilatacdo
induzida pelo veneno bruto da aranha Lasiodora sp. (Figura 15B).

Lopes-Martins et al. (1994) descreveram que o0 veneno bruto da aranha
Phoneutria nigriventer induz relaxamento concentracdo-dependente do
musculo liso de corpo cavernoso de coelho. O relaxamento é abolido por L-
NAME, HOE-140, aprotinina (inibidor de protease) e KIZD-06 (inibidor
especifico de calicreina tecidual). Os autores concluiram que o veneno da
aranha armadeira ativa o sistema calicreina-cininogénio-cinina tecidual no
corpo cavernoso de coelho, levando a liberacdo de NO. Alguns peptideos

provenientes de venenos de animais peconhentos possuem caracteristicas de
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potencializar a agao da bradicinina, inibindo ou ndo a ECA adicionalmente
(Joseph et al., 2004; Verano-Braga et al., 2008).

Para avaliarmos a possivel acdo de um composto do veneno de
Lasiodora sp. em receptores B2, bem como a possibilidade de o veneno ativar
o sistema calicreina-cinina tecidual, os anéis de aorta de rato foram pré-
incubados com HOE-140 antes da administracdo do veneno bruto. A pré-
incubagdo dos vasos com HOE-140 n&o inibiu a resposta vasodilatadora do
veneno bruto da aranha Lasiodora sp., mostrando que os receptores B2 da
bradicinina ndo estédo envolvidos no efeito relaxante (Figura 15C).

O ATP é um componente comum nos venenos de aranhas. Chan et al.
(1975) descobriram ATP, ADP e AMP em venenos de aranhas dos géneros
Dugesiella e Aphonopelma, pertencentes a familia Theraphosidae. Ja Savel-
Niemann (1989) descreveu a presenca de ATP, ADP e AMP no veneno da
aranha Eurypelma californicum, também da citada familia.

Dessa forma, o veneno da aranha Lasiodora sp. poderia conter ATP ou
algum componente que ativasse seus receptores no endotélio vascular. Porém,
guando os anéis de aorta de rato foram pré-incubados com suramina, 0 veneno
bruto da aranha promoveu a mesma resposta relaxante observada na auséncia
da droga, indicando que o0s receptores purinérgicos P2 nao participam da
vasodilatacao (Figura 15D).

A acdo do veneno da aranha Lasiodora sp. em outros receptores
presentes nas células endoteliais, como os receptores de trombina, de CGRP
(peptideo relacionado ao gene da calcitonina) e de substancia P, ainda precisa
ser investigada. Além disso, é necesséria a realizacdo de ensaios em vasos de

resisténcia como a artéria mesentérica, cujo tbnus vascular é controlado
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também por inervacdes simpaticas e ndo adrenérgicas, ndo colinérgicas
(NANC), o que nao ocorre na aorta. A estimulagdo dos terminais nervosos
NANC pode levar a liberagdo de neurotransmissores vasoativos, como NO,
CGRP, substancia P e peptideo intestinal vasoativo (Kawamura et al., 1989;
Goto et al.,, 2000). A acdo do veneno sobre a estimulacdo desses terminais
nervosos também precisa ser investigada.

Algumas substancias podem causar relaxamento do musculo liso
vascular por bloqueio de canais para Ca*" do tipo L presentes nas células
musculares (Karaki et al., 1997). No entanto, a verificacdo, no presente
trabalho, de que o efeito relaxante do veneno bruto da aranha Lasiodora sp. em
anéis de aorta de rato € totalmente dependente do endotélio diminui a
possibilidade de o veneno agir de forma significativa em canais i6nicos
presentes no musculo liso vascular. Observamos ainda que, quando os anéis
de aorta com endotélio funcional sdo contraidos com solucdo de Krebs-
Henseleit com concentracdo de KCI de 50 mM, o veneno bruto ndo dilata os
vasos significativamente. Ao contrario do veneno, a nifedipina promoveu
vasorelaxamento (Figura 16). Considerando que a concentragio elevada de K*
no meio extracelular induz o influxo de Ca®" através da ativacéo de canais para
Ca®" regulados por voltagem, o efeito inibitério da nifedipina na resposta
contratil em concentracéo elevada de KCI é atribuido a diminuicdo da entrada
de Ca®" na célula muscular lisa pelo blogueio dos canais para Ca** do tipo L.
Como o veneno bruto ndo apresentou efeito inibitério semelhante ao da
nifedipina, € improvavel que sua acédo relaxante ocorra por bloqueio desses

mesmos canais.
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Sabe-se que os venenos de animais peconhentos constituem uma rica
fonte de toxinas ativas em canais ibnicos, como os canais para Ca**, Na* e K*
(Kushmerick et al., 1999; Gomez et al., 2002; Carneiro et al., 2003; Rodrigues
et al., 2003; Fiedler et al., 2008). Ja foi demonstrado que o veneno bruto da
aranha Lasiodora sp. age em canais ibnicos. Kushmerick et al. (2001)
mostraram que o veneno bruto bloqueia canais para Ca** do tipo L e modula a
cinética e a dependéncia de voltagem de canais para Na“ em células GH3.
Existem quatro subtipos descritos de canais para Ca®" do tipo L: Ca,l.1,
Ca/l.2, Ca,1.3 e Ca,l.4, que possuem papel funcional importante em
diferentes tipos celulares (Bourinet et al., 2004). Uma justificativa plausivel para
0 veneno bruto agir em canais para Ca?* do tipo L em células GH3, e n&do nas
células musculares lisas, € que nas primeiras ha predominéancia do subtipo
Ca,1.3 (Kubista et al., 2007) e nas ultimas o subtipo Ca,1.2 € 0 que exerce
papel principal como via de entrada de Ca** (Cheng et al., 2007). Entdo, a
divergéncia dos resultados pode ser explicada pela diferenca nos subtipos de
canais para Ca”** do tipo L de cada célula ou nas concentraces de veneno
utilizadas. Kushmerick et al. (2001) utilizaram uma concentracao Unica (400
png/mL) de veneno bruto nos ensaios com células GH3 que é 50 vezes maior
gue a ECso e 10 vezes maior que a concentragcdo maxima utilizada em nossos
experimentos em anéis de aorta de rato.

Apesar de nao termos identificado um receptor especifico de acédo do
veneno bruto da aranha Lasiodora sp., nossos resultados mostraram que o
veneno promove vasodilatacdo dependente do endotélio e da producéo de NO

em anéis de aorta de rato. Diante desses dados, investigamos dois possiveis
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mecanismos de acdo do veneno: aumento da disponibilidade de NO ou
inducado da producgéo de NO por ativagao da eNOS.

Dessa forma, foi avaliada a possibilidade de o efeito relaxante do veneno
bruto resultar da prevencédo da degradacdo do NO. Demonstrou-se que, em
anéis de aorta de rato sem endotélio funcional, o veneno potencializou o efeito
vasodilatador de trés drogas doadoras de NO: nitroprussiato de sodio, SIN-1 e
SNAP (Figura 17). E importante destacar que nesse protocolo o veneno foi
utilizado em concentracdo submaxima (16 pg/mL) a fim de evitar degradacéo,
ja que os vasos foram pré-incubados por 5 minutos com o0 veneno e as
respostas relaxantes das drogas utilizadas séo lentas.

Sabe-se que o NO reage muito rapidamente com o superéxido (Oy),
mesmo com baixas concentracbes desse anion, para produzir peroxinitrito
(ONOOQO)), resultando em diminuicdo da resposta vasodilatadora (Pacher et al.,
2007). A acao do veneno em modificar o relaxamento dos doadores de NO foi
semelhante a observada quando os vasos sdo pré-incubados com a enzima
superéxido dismutase (SOD), que remove o O, extracelular (Lemos et al.,
1999).

Goto et al. (1999) observaram que um extrato da planta Paeonia
lactiffora aumenta a atividade da SOD. A cicletanina, um composto
vasodilatador, promove seu efeito vascular pela estimulacdo da liberacdo de
NO e por agir como scavenger de O, (Kalinowski et al., 2001). Podemos supor
gue o veneno bruto da aranha Lasiodora sp. previne a degradacdo do NO pelo
O, por remocdo desse anion, apesar de experimentos adicionais serem

necessarios para confirmar essa acdo do veneno. Podemos realizar
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futuramente ensaios bioquimicos que medem o nivel de O, em sistema cell-
free, como o ensaio da xantina-xantina oxidase (Hennebelle et al., 2008).

Tal efeito de aumento da disponibilidade biologica de NO tem
caracteristicas antioxidantes. H& relatos da presenca de compostos
antioxidantes em venenos de animais. Foi demonstrado que o veneno do
escorpido Heterometrus fulvipes possui atividade de SOD (Ramanaiah &
Venkaiah, 1992). Outro estudo concluiu que o veneno do peixe ledo Pterios
volitans diminuiu o estresse oxidativo hepéatico em ratos com carcinoma
ascitico de Ehrlich (Sri Balasubashini et al., 2006). Peiren et al. (2008)
separaram o material extraido de glandulas de veneno de abelhas Apis
mellifera carnica por eletroforese bidimensional e alguns spots obtidos foram
identificados por espectrometria de massa. A analise revelou a presenca de
guatro enzimas antioxidantes: CuZn superoxido dismutase (SOD1), glutationa-
S-transferase sigma 1 isoforma A (GSTS1), peroxiredoxina 2540 (PXR2540) e
tioredoxina peroxidase 1 isoforma A (TPX1).

Apés verificarmos que o veneno bruto da aranha Lasiodora sp.
potencializa o efeito vasodilatador de doadores de NO, investigamos também a
possibilidade de inducdo da producdo de NO pelo veneno via ativacdo da
eNOS. Para isso, a fosforilacdo da enzima em dois sitios regulatorios, Serl177
(sitio de ativacao) e Thr495 (sitio de inativacdo), foi mensurada apos estimulo
dos anéis de aorta em tempos distintos com veneno e acetilcolina. Novamente,
o veneno foi utilizado em concentracdo submaxima (16 pg/mL) para evitar
degradacéao durante o tempo de incubacédo prolongado.

Os resultados mostraram que o veneno bruto aumenta de forma

significativa a fosforilagdo de Serl177 apds 15 e 30 minutos de estimulacéo
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dos anéis de aorta. O estimulo com acetilcolina fosforilou o residuo de Ser1177
apos 5, 15 e 30 minutos (Figura 18A). Zecchin et al. (2007) observaram
aumento da fosforilacdo de residuos de serina na eNOS ap6s 10, 15 e 30
minutos de estimulagéo com acetilcolina.

O sitio de inativagcdo em Thr495, que é constitutivamente fosforilado,
sofre desfosforilacdo de forma significativa apds 30 minutos de estimulacao
com acetilcolina e com veneno bruto (Figura 18B). Isso indica que apés esse
tempo de estimulacdo hd aumento da ativacdo da eNOS, provavelmente por
ativacao de fosfatases que desfosforilam essa enzima.

O tempo necessario para fosforilagdo ou desfosforilacdo dos residuos de
eNOS varia de acordo com o agonista utilizado. Fleming et al. (2001)
estimularam células endoteliais com bradicinina e observaram um aumento da
fosforilacdo de Serl177, com pico em 5 minutos apds o estimulo e retorno aos
niveis basais dentro de 15 minutos. A desfosforilagdo de Thr495 foi rapida,
sendo observada apds 30 segundos de estimulacdo. A amlodipina, um
blogqueador de canais para Ca?* do tipo L, aumenta de forma significativa a
fosforilacdo de Serl177 e desfosforila o residuo de Thr495 apos 10, 20 e 30
minutos de estimulacéo de células endoteliais (Lenasi et al., 2003).

A acdo relaxante do veneno bruto em anéis de aorta de rato € imediata.
No entanto, o tempo necessario para a inducdo de fosforilacdo e de
desfosforilacdo dos residuos da eNOS pelo veneno, de acordo com o0s
resultados de Western Blot, ndo se correlaciona com o tempo necessario para
o inicio do efeito vasodilatador. E possivel que, imediatamente apos a
administracao do veneno, haja ativacdo da eNOS suficiente para promover o

efeito biolégico, mas a fosforilagcdo e a desfosforilagcdo ndo ocorrem de forma
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tdo intensa a ponto de serem detectadas pelo método do Western Blot nos
primeiros minutos de estimulacdo. Ha também a possibilidade da ativacdo da
eNOS por fosforilagcdo/desfosforilacdo ndo ser o mecanismo principal com que
0 veneno bruto promove sua acao biolégica vasodilatadora.

Os dados de Western Blot indicam que o veneno bruto da aranha
Lasiodora sp. estimula a ativacdo da eNOS em anéis de aorta de rato. Diante
desse resultado, decidimos verificar se a via PI3K/Akt esta envolvida na
fosforilacdo da enzima mediada pelo veneno. Para isso, pré-incubamos anéis
de aorta com LY 294002, inibidor seletivo da PI3K. O veneno bruto adicionado
mostrou o mesmo perfil de relaxamento quando comparado ao grupo controle,
sugerindo que ndo ha ativacdo da eNOS pela via PI3K/Akt (Figura 19). Dessa
forma, é possivel que a fosforilacgdo da eNOS pelo veneno ocorra por
mecanismos dependentes de Ca?".

Sabe-se que a atividade da eNOS é regulada pelo complexo intracelular
Ca’*-CaM e, adicionalmente, pela fosforilacdo de residuos especificos na
enzima (Fulton et al., 2001; Fleming & Busse, 2003). O veneno da aranha
Lasiodora sp. pode causar vasodilatacdo por outros mecanismos além da
fosforilacdo da enzima. Como ha indicios de que a fosforilacdo da eNOS pelo
veneno depende de Ca?', podemos pensar que, caso O veneno promova

1, no endotélio, outras vias regulatérias dependentes de Ca**

aumento da [Ca
também sejam ativadas. Futuramente, seria interessante a deteccdo da
liberacdo de NO e das oscilagdes de Ca*", utilizando-se microscopia confocal

com marcadores de fluorescéncia especificos, apos a adicdo do veneno a

células endoteliais.
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Portanto, nossos resultados indicam que o veneno bruto aumenta a
disponibilidade biolégica do NO e também induz sua produc¢éo por ativacao da
enzima eNOS em anéis de aorta de rato. E provavel que diferentes compostos
presentes no veneno bruto produzam essas duas ac¢des distintas e que existam
mecanismos adicionais de acao do veneno a serem elucidados. A possibilidade
de isolamento de substancias a partir do veneno bruto que apresentem tais
efeitos vasculares mostra-se muito interessante devido ao importante papel
gque o NO exerce no sistema vascular. Compostos com capacidade de
restaurar os niveis de NO possuem potencial terapéutico para o tratamento de
doencas como hipertensao arterial e aterosclerose, que sdo caracterizadas por
disfuncdo do endotélio vascular com consequiente reducdo da liberacdo, da
disponibilidade biolégica e da acdo de fatores relaxantes derivados do
endotélio (Boulanger, 1999; Shimokawa, 1999; Triggle et al., 2003; Barbato &

Tzeng, 2004).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram um acentuado efeito do
veneno bruto da aranha Lasiodora sp. de alteracdo dos parametros
cardiovasculares em ratos anestesiados. O veneno promove hipotensdo e
bradicardia agudas. Esses efeitos podem ocorrer em conseqiéncia de uma
acdo direta do veneno no coracao. Além disso, o NO esta envolvido no efeito
hipotensor do veneno bruto.

O veneno bruto da aranha Lasiodora sp. também promove uma
vasodilatacdo dependente de NO endotelial na aorta de rato. E possivel que o
efeito hipotensor do veneno seja consequéncia também de sua acao direta
sobre 0s vasos sanguineos.

Nos anéis de aorta de rato, ha indicios de que o veneno protege o NO
de degradacao, aumentando sua disponibilidade biologica. O veneno também
ativa a enzima eNOS. E provavel que compostos diferentes presentes no
veneno bruto produzam essas duas acdes distintas.

As fracdes do veneno F4, F5 e F10 obtidas a partir de cromatografia em
sistema HPLC também foram testadas em vaso isolado. F4 e F5 causam
relaxamento concentracdo-dependente dos anéis de aorta, sendo que F10 néo
possui efeito dilatador. A fracdo F5 é pelo menos trés vezes mais potente que o
veneno bruto e sete vezes mais potente que F4.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que os efeitos observados
com o veneno bruto possam ser atribuidos a diferentes componentes do
veneno da aranha Lasiodora sp. A purificacdo desses componentes e
posteriores estudos com substancias puras sdo fundamentais para a

elucidagcédo dos mecanismos de agdo e para a descoberta de alvos especificos.
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

