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RESUMO

Loxoscelismo é o termo tipicamente utilizado para descrever o quadro clínico, lesões 
e  reações,  desenvolvido  após  os  acidentes  envolvendo  aranhas  do  gênero 
Loxosceles. É considerado um sério problema de saúde pública, principalmente no 
Sul  e  Sudeste  do  Brasil,  sendo  o  Paraná  o  estado  que  mais  notifica  acidentes 
provocados por aranhas do gênero. A análise histopatológica do desenvolvimento da 
lesão dermonecrótica,  induzida  em animais  expostos  ao  veneno,  inclui  inúmeras 
alterações  vasculares,  tais  como,  a  formação  de  blebs subendoteliais  e  a 
degeneração da parede dos vasos sangüíneos, bem como a deposição de fibrina e 
a  formação  de  trombos.  O  estudo  com  células  endoteliais  em  cultura  tem 
demonstrado que tais  alterações resultam de uma atividade direta e primária  do 
veneno sobre as mesmas. O presente trabalho demonstra evidências adicionais do 
mecanismo  de  ação  das  toxinas  do  veneno  de  L.  intermedia  sobre  células 
endoteliais.  Identificou-se  que a  interação do  veneno com a  superfície  celular  é 
mediada pela integrina α5β1, bem como por carboidratos. Além disso, o veneno é 
capaz  de  causar  uma  redução  desses  carboidratos  da  superfície da  célula.  A 
possibilidade da internalização do veneno foi  verificada, demonstrando-se que as 
células  endoteliais  são  capazes de endocitar  toxinas  do  veneno,  que  tem como 
destino  intracelular  os  lisossomos.  Além  disso,  esta  dinâmica  envolve  um 
mecanismo endocítico específico,  a pinocitose de fase fluída,  processo este não 
observado  em  linhagens  musculares  e  epiteliais  de  ovário,  sugerindo  que  a 
internalização  do  veneno  pode  ser  específica  para  células  endoteliais. 
Adicionalmente, verificou-se os efeitos do veneno sobre as células endoteliais após 
longos períodos de exposição. As análises morfológicas revelaram que a partir de 24 
horas  de  exposição,  as  células  apresentam  sinais  de  morte  celular.  Ultra  - 
estruturalmente,  essas  alterações  foram  determinadas  como  características  do 
processo de apoptose. A indução desse mecanismo de morte foi confirmada pelo 
aumento  na  expressão  da  proteína  pró-apoptótica  Bax  nas  células  expostas  ao 
veneno.  A  avaliação  da  apoptose  nas  células  tratadas  com  veneno  por  longos 
períodos,  demonstrou  que  o  processo  de  morte  celular,  propriamente  dito,  é 
desencadeado  apenas  nas  células  em  suspensão.  Quando  as  células  em 
suspensão foram expostas ou não ao veneno, ficou evidente que a morte celular é 
desencadeada pelo desalojamento das células, mecanismo conhecido por anoikis. A 
observação da ação do veneno em células normais e em deficientes na síntese de 
proteoglicano de heparam sulfato apontam para o papel protetor desse composto 
característico da superfície destas células, sugerindo que a sua presença impede 
uma ação direta das toxinas do veneno sobre as mesmas. 

Palavras  chaves:  Loxosceles  intermedia,  células  endoteliais,  endocitose,  anoikis, 
heparam sulfato.



ABSTRACT

Loxoscelism is  the  term  used  to  describe  the  lesions  and clinical  manifestations 
caused by bites of  Loxosceles  spiders. This is considered a serious public health 
problem, mainly in Brazil  southern and southeastern, being Parana the State that 
notifies the largest number of accidents caused by spiders of the genus. Histological 
findings of dermonecrotic lesions in animals treated by venom have shown numerous 
vascular alterations, like subendothelial blebs and the degeneration of blood vessel 
walls, as well as fibrin and thrombus formation. Studies using culture endothelial cells 
have been demonstrated that this morphological  alterations result  of  a direct  and 
primary activity of venom on these cells. In this work we reported additional evidence 
of the action mechanism of  L. intermedia  venom toxins upon endothelial cells. We 
observed that the venom interaction with the cellular surface is mediated by integrin 
α5β1 as well as by carbohydrates. Also, the venom is able to cause a reduction of 
these  cellular  surface  carbohydrates.  The possible  venom  internalization  was 
verified, and was observed that the endothelial cells are able to endocyte the venom 
toxins, that have the lysosomes as intracellular target. Besides, this dynamic involves 
a specific endocytic mechanism, the phase fluid pinocytosis, process not observed 
by  muscular  and  ovary  epithelial  cells,  suggesting  that  the  venom internalization 
should  be  specific  to  endothelial  cells.  Additionally,  was  observed  the  effects  of 
venom  on  endothelial  cells  after  long  periods  of  exposition.  The  morphological 
analyses revealed that after 24 hours of exposure, the cells present signs of cellular 
death.  Ultrastructural  findings  showed  that  these  alterations  are  characteristic  of 
apoptosis. The induction of this mechanism of death was confirmed by the increased 
expression  of  pro-apoptotic  protein  Bax  on  cells  exposed  to  the  venom.  The 
assessment of apoptosis on cells treated with venom for long periods, demonstrated 
that the process of cellular death itself is triggered only in suspension cells. When 
cells in suspension were exposed or not to the venom, was evident that the cellular 
death  is  triggered  by  the  detachment  of  the  cell,  mechanism known  as  anoikis.  
Exposure  of  normal  and  deficient  cells  on  the  synthesis  of  heparan  sulfate 
proteoglycan to the venom, point to the protective role of this compound, suggesting 
that the presence of heparan sulfate prevent the direct action of the venom toxins 
upon endothelial cells. 

Key words:  Loxosceles intermedia,  endothelial cells, endocytosis,  anoikis, heparan 
sulfate.
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1.1. AS ARANHAS 

Excluindo os insetos, as aranhas são os invertebrados terrestres mais bem 

sucedidos,  com mais de 40.000 espécies descritas por todo o globo,  sendo que 

provavelmente  existam  inúmeras  outras  espécies  ainda  não  caracterizadas 

(ESCOUBAS; DIOCHORT; CORZO, 2000). 

Todas as aranhas são predadoras e,  com exceção da família  Uloboridae, 

todas possuem glândula de veneno. O veneno é utilizado para matar ou paralisar a 

presa.  Diferente  de  outros  animais  venenosos,  as  aranhas não  são  capazes de 

ingerir a presa inteira, sendo assim, sua digestão é externa, com a prévia liquefação 

da presa por enzimas digestivas.  As enzimas responsáveis por essa função não são 

as do veneno, mas enzimas produzidas no intestino médio das aranhas, que são 

regurgitadas  sobre  a  presa  depois  da  mesma  de  ter  sido  paralisada  (RASH; 

HODGSON, 2002).  

Embora a diversidade biológica e ecológica das aranhas seja imensa, poucas 

espécies  estão  relacionadas  com  acidentes  envolvendo  humanos.  Dentre  essas 

espécies  que  apresentam  importância  médica,  as  que  estão  mundialmente 

distribuídas  são  as  do  gênero  Latrodectus  spp., popularmente  conhecidas  como 

viúvas  negras  e  as  do  gênero  Loxosceles  spp.,  popularmente  conhecidas  como 

aranhas marrons. Com distribuição geográfica menor estão as do gênero Phoneutria 

spp.,  endêmicas  no  Brasil,  popularmente  conhecidas  como  armadeiras  e  as  do 

gênero Atrax spp.  e Hadronyche spp., endêmicas da Austrália (ISBISTER; WHITE, 

2004).

1.2. O GÊNERO Loxosceles

Conforme  apresentado,  o  gênero  Loxosceles  representa  aranhas 

popularmente conhecidas como aranhas marrons. Esta denominação é devida a sua 

coloração  típica  que  varia  do  marrom  pálido  ao  marrom  escuro.  Ainda,  são 

conhecidas  também  por  aranhas  violinos,  devido  à  forma  da  região  dorsal  do 

cefalotórax  semelhante  à  de  um  violino  (FIGURA  1A).  Possuem  seis  olhos 

organizados em pares que se arranjam formando um “U”, sendo esta disposição 

característica, um dos melhores meios de identificar a aranha marrom (FIGURA 1B) 

(VETTER; VISSCHER, 1998). O padrão de distribuição dos olhos é invariável entre 
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as espécies do gênero, enquanto que o formato de violino pode variar de acordo 

com o tamanho e coloração das diferentes espécies (SWANSON; VETTER, 2006). 

Em geral, são aranhas pequenas, apresentando o tamanho corporal variando de 8 a 

15  mm e o  comprimento  das  patas  variando de 8  a  30  mm (FUTRELL,  1992). 

Possuem dimorfismo sexual, sendo que em Loxosceles intermedia a fêmea possui o 

corpo maior do que o macho, e este por sua vez, possui as patas mais delgadas e 

alongadas que as da fêmea (FIGURA 1C). As fêmeas produzem maior quantidade 

de veneno,  e  a  concentração protéica nesse é maior  quando comparado com o 

veneno dos machos, sendo, portanto, mais venenosas que os machos. Todavia, a 

composição dos venenos dos machos e das fêmeas é semelhante (OLIVEIRA et al.,  

1999).  

FIGURA 1 - ARANHAS DO GÊNERO  Loxosceles. A - Vista do cefalotórax evidenciando a região 
dorsal com formato semelhante ao de um violino (seta). B - Vista anterior demonstrando o padrão de 
distribuição dos 6 olhos arranjados em pares formando um “U”.  C - Dimorfismo sexual da espécie 
Loxosceles intermedia. ADAPTADO DE: (A) DIAZ; LEBRANC; 2007; (B) SWANSON; VETTER, 2006; 
(C) da SILVA et al., 2004.

As aranhas do gênero Loxosceles podem viver de 3 a 7 anos (GONÇALVES-

de-ANDRADE  et  al.,  1999),  não são agressivas,  e  possuem hábito  sedentário  e 

noturno e alimentam-se de pequenos insetos, tendo preferência por presas mortas. 

Reproduzem-se com facilidade,  mesmo em lugares pouco favoráveis  (FUTRELL, 

1992). Embora sejam mais facilmente encontradas durante as estações de calor, 

podem suportar  temperaturas que variam de 8 a 43oC e podem sobreviver  sem 

alimento ou água por diversos dias ou mesmo por meses (FUTRELL, 1992). Essa 
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facilidade  de  se  adaptarem a  diferentes  condições  climáticas  e  de  alimentação, 

associada  com  sua  grande  capacidade  reprodutiva,  permite  que  as  aranhas  do 

gênero Loxosceles se adaptem em uma grande diversidade de ambientes, inclusive 

no ambiente antrópico (GONÇALVES-de-ANDRADE; TAMBOURGI, 2003). Devido 

ao seu hábito noturno, durante o dia as aranhas do gênero Loxosceles preferem se 

esconder em cavidades e outros lugares de refúgio. No ambiente natural, elas são 

encontradas embaixo de pedras ou em tocas de outros animais. Dentro das casas, 

são abundantes em locais escuros e secos (SWANSON; VETTER, 2006). 

O veneno loxoscélico é usado para paralisar suas presas e também como um 

mecanismo  de  defesa,  motivo  pelo  qual  picam  o  homem  quando  são 

ocasionalmente  comprimidas  (MÁLAQUE et  al.,  2002).  A  quantidade  de  veneno 

inoculado é mínima (cerca de 4μL) e contém de 65 a 100 μg de proteínas (SAMS et 

al., 2001), a qual, conforme será descrito posteriormente, é suficiente para causar 

graves problemas ao acidentado. 

O  gênero  Loxosceles  é  cosmopolita,  possuindo  mais  de  100  espécies 

descritas que têm como centro de origem a África e as Américas (MARQUES-DA-

SILVA;  FISCHER,  2005).  Muitas  dessas  espécies  são  conhecidas  apenas  por 

poucos  espécimes  ou  têm  uma  distribuição  altamente  restrita,  e,  portanto, 

apresentam interesse apenas taxonômico. Dentre as espécies restantes com uma 

distribuição ampla, muitas vivem em áreas com pouca densidade demográfica ou 

têm seu número populacional bastante reduzido, devido à destruição de seu hábitat. 

Dessa maneira, poucas espécies possuem um real interesse médico (SWANSON; 

VETTER, 2006). 

No Brasil ocorrem oito espécies de  Loxosceles, sendo quatro endêmicas do 

país: L. similis (PA, SP, MG e MS), L. gaucho (RS e SP), L. amazonica (AM, MG e 

MA) e L. puortoi (TO) e quatro ocorrendo também em países vizinhos: L. laeta (RS, 

SP, RJ, MG e PR); L. intermedia (PR, DF, RJ, SP e RS); L. hirsuta (RS e PR) e L. 

adelaida  (RJ)  (MARQUES-DA-SILVA; FICHER, 2005).  Dentre essas,  apenas três 

espécies  (L.  intermedia,  L.  gaucho  e  L.  laeta) estão  envolvidas  nos  casos  de 

envenenamento  humano,  justamente  pela  facilidade em se adaptar  ao  ambiente 

antrópico, e por serem sinantrópicas, isto é, adaptadas ao ambiente intradomiciliar 

(MÁLAQUE  et  al.,  2002).  As  espécies  L.  intermedia  e  L.  laeta  estão  tão  bem 

adaptadas a esse microambiente, que não são encontradas em ambiente natural, 

apenas em ambientes urbanos, predominantemente nas casas, com preferência por 
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esconderijos como mobília, quadros e roupas (FISCHER; VASCONCELLOS-NETO, 

2005). 

A caracterização do veneno de espécies que ocorrem apenas em ambiente 

natural, tais como a  L. similis  e a  L. adelaida,  demonstrou que essas também são 

capazes  de  causar  envenenamento  com  o  mesmo  grau  de  severidade  que  o 

envenenamento  provocado  pelas  espécies  sinantrópicas  (PETREL  et  al.,  2005; 

SILVESTRE et al., 2005).   

1.3. LOXOSCELISMO

1.3.1. Caracterização

 O termo loxoscelismo é  tipicamente  utilizado  para  descrever  os  sinais  e 

sintomas resultantes de acidentes envolvendo aranhas do gênero  Loxosceles  (da 

SILVA  et  al.,  2004).  Acidentes  com  aranhas  do  gênero  têm  sido  descritos  na 

América do Sul (SEZERINO  et al., 1998; SOUZA  et al.,  2008), América do Norte 

(FUTRELL, 1992; SWANSON; VETTER, 2006), Europa, África, em algumas regiões 

da  Ásia  (NICHOLSON;  GRAUDINS,  2002);  Israel  (COHEN  et  al.,  1999)  e  na 

Austrália (FUTRELL, 1992; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). 

O primeiro caso documentado de envenenamento pelo gênero foi descrito em 

1879,  quando  um  homem  norte  americano  apresentava  um  quadro  clínico 

caracterizado  por  febre  e  hematúria,  após  a  picada  de  uma  aranha  (HOGAN; 

BARBARO; WINKEL, 2004). No Brasil, acidentes com o gênero Loxosceles têm sido 

reconhecidos  desde  1891,  todavia  apenas  em  1954  a  lesão  dermonecrótica  foi 

associada  com  a  picada  de  aranhas  desse  gênero  (PAULI  et  al.,  2006). 

Principalmente no Sul e Sudeste do Brasil, o loxoscelismo é considerado um sério 

problema de saúde pública, com mais de 3.000 casos registrados anualmente pelo 

Ministério de Saúde (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). De fato, o loxoscelismo 

esta classificado como a terceira maior incidência de acidentes envolvendo animais 

venenosos no país (PAULI  et al.,  2006). O Paraná é o estado brasileiro que mais 

notifica acidentes provocados por  aranhas do gênero,  com uma média anual  de 

2.577  casos,  sendo  a  espécie L.  intermedia  a  mais  comumente  encontrada  em 
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ambiente  urbano,  e  possivelmente  a  maior  responsável  por  estes  acidentes 

(MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005).

O loxoscelismo é caracterizado por duas variantes clínicas bem definidas: o 

loxoscelismo cutâneo ou dermonecrótico (que representa 84 – 97% dos casos) e o 

loxoscelismo visceral ou sistêmico (que representa 3 – 16% dos casos) (FUTRELL, 

1992; PAULI et al., 2006). O desenvolvimento de um quadro ou outro, ou de ambos 

e a gravidade do acidente depende de alguns fatores relacionados, tais como: a 

espécie da aranha, sexo do animal,  quantidade de veneno inoculado, bem como 

características  gerais  do  indivíduo  acidentado,  tais  como:  a  idade;  o  estado 

nutricional; o local da picada; susceptibilidade ao veneno e, o tempo em que este 

indivíduo  levou  para  procurar  um  tratamento  adequado  (GONÇALVES-de- 

ANDRADE  et  al.,  1999;  GUILHERME;  FERNANDES,  BARBARO,  2001;  de 

OLIVEIRA et al., 1999, 2005). 

O veneno loxoscélico induz um mecanismo inflamatório que é indireto, logo, a 

difusão  do  veneno  define  a  extensão  e  a  magnitude  da  lesão  dermonecrótica 

(GOMEZ et al., 2001). A região das nádegas, coxas e abdômen, que são regiões de 

maior  concentração de tecido adiposo,  geralmente resultam nas piores  lesões e 

cicatrizes  (FUTRELL,  1992).  Além  disso,  a lesão  é  agravada  pela  presença  de 

microrganismos, a bactéria Clostridium perfringens, oriunda das quelíceras, a qual é 

injetada juntamente com o veneno no ato da picada (MONTEIRO et al., 2002). 

De maneira geral, a lesão cutânea é caracterizada por dermonecrose local, 

que aparece algumas horas após a picada, e o espalhamento gravitacional da lesão, 

sendo  essas  as  manifestações  que  melhor  definem  e  caracterizam  o 

envenenamento (FIGURA 2) (da SILVA  et al.,  2004).  FUTRELL (1992) descreve 

clinicamente o desenvolvimento da lesão, relatando que a picada é relativamente 

indolor, motivo pelo qual normalmente não é percebida. Após 2 a 8 horas, surge a 

dor que pode variar de moderada a severa e é caracterizada por ser local, do tipo 

“queimação” ou “ardência”, podendo ser acompanhada de prurido, edema, mal-estar 

geral e febre. Esses sinais são geralmente seguidos (12- 24 horas) pela formação de 

uma  bolha  ou  pústula  circundada  por  um  halo  de  tecido  isquêmico  que  fica 

avermelhado e uma zona pálida denominada placa marmórea. A região circundante 

com  eritema  adquire  uma  coloração  violácea  característica  desse  tipo  de 

envenenamento. Em poucos dias, a lesão entra em processo de necrose e adquire 
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FIGURA 2- LESÃO DERMONECRÓTICA NA PELE DE COELHO APÓS 24 HORAS DE EXPOSIÇÃO 
ÀS TOXINAS DO VENENO. Seta indica o local da inoculação das toxinas, e é possível observar a 
característica escara preta e branca denominada placa marmórea no local da inoculação. A cabeça 
de seta  mostra  o espalhamento gravitacional  da lesão.  ADAPTADO DE:  SENFF-RIBEIRO  et al.,  
2008.

uma cor azul-violeta com um distinto e característico espraiamento gravitacional. A 

região azulada começa a se estender e as bordas da lesão tornam-se irregulares e 

no centro da lesão forma-se uma depressão. Além disso, pode haver a formação de 

abscesso ou escara de difícil cicatrização entre 3 a 7 dias. Após uma semana, a 

lesão começa a endurecer,  principalmente na região central.  A escara pode cair, 

levando a formação de uma úlcera que cicatriza entre 6 a 8 semanas e normalmente 

requer um enxerto (FIGURA 3). Descrições semelhantes têm sido feitas por diversos 

autores  (SEZERINO  et  al.,  1998,  MÁLAQUE  et  al.,  2002;  HOGAN;  BARBARO; 

WINKEL, 2004).

A nível sistêmico o veneno pode levar à hemólise, coagulação intravascular 

disseminada,  trombocitopenia,  agregação  plaquetária  além  de  apresentar  uma 

nefrotoxicidade  que  pode  levar  à  insuficiência  renal  aguda  (FUTRELL,  1992; 

ZANETTI  et  al.,  2002).  Casos  mais  graves,  tipicamente  em  crianças  pequenas, 

podem levar a morte (SWANSON; VETTER, 2006).  As primeiras manifestações 
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FIGURA 3 - DESENVOLVIMENTO DO QUADRO CLÍNICO APÓS ACIDENTE COM ARANHA DO 
GÊNERO  Loxosceles.  A  - Duas  picadas  na  parte  superior  do  braço  cerca  de  20horas  após  o 
acidente. B - Duas semanas após, a necrose está mais evidente. C - Após sete semanas, a necrose 
está bem demarcada e a lesão apresenta bordas irregulares e uma depressão no centro. D - Em dez 
semanas, o processo de cicatrização está quase completo. ADAPTADO DE: NUNNELEE, 2006. 

aparecem 24 horas após a picada e os sintomas incluem, além da reação local, 

astenia  (sensação  de  fraqueza),  náuseas,  vômitos,  febre,  alterações  sensoriais, 

cefaléias,  insônia,  podendo  ocorrer  convulsões  e  coma  em  casos  mais  graves, 

sugerindo  algum  efeito  sobre  o  sistema  nervoso.  Pode  haver  também  prurido 

generalizado e petéquias (lesões puntiformes de cor escura na pele, semelhante a 

picadas de insetos) (FUTRELL, 1992). Rash cutâneo (exantema) também tem sido 

observado  em  alguns  casos  (ROBB;  HAYES;  BOYD,  2007). Recentemente  foi 

descrito um caso clínico onde o paciente apresentou um processo hemolítico grave, 

evidenciado  por  hemoglobinúria,  elevada  concentração  de  bilirrubina  e  lactato 

desidrogenase e reticulocitose (de SOUZA et al., 2008). Todavia, como já descrito, o 

envolvimento sistêmico é menos comum que as lesões cutâneas e ocorre na minoria 

dos casos (da SILVA et al., 2004).
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1.3.2. Diagnóstico e tratamento

O  diagnóstico  do  loxoscelismo  é  raramente  baseado  na  identificação  da 

aranha, visto que os pacientes geralmente não percebem que foram picados, mas 

em sinais clínicos, sintomas característicos, achados histológicos e na exclusão de 

outras etiologias (da SILVA et al., 2004). O teste diagnóstico mais preciso em caso 

de envenenamento seria a detecção tanto do veneno propriamente dito, quanto de 

anticorpos circulantes contra o veneno (HOGAN; BARBARO; WINKEL,  2004).  Um 

teste do tipo ELISA foi desenvolvido para a detecção de proteínas do veneno de 

Loxosceles spp., e além de identificar de amostras provenientes de camundongos 

injetados com o veneno de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, é também capaz de 

detectar antígenos circulantes no soro de pacientes envenenados por L. intermedia 

(CHÁVEZ-OLÓRTEGUI  et al.,  1998).  Segundo os autores, usando essa técnica, o 

veneno  pode  ser  detectado  nas  amostras  analisadas  até  4  dias  após  o 

envenenamento.  Embora  esse  teste  laboratorial  tenha  uma  aplicação  clínica 

potencial,  ainda  não  está  comercialmente  disponível.  Alternativamente,  pode  ser 

realizada  uma  biópsia  da  pele  lesionada,  e  com  base  nas  descrições 

histopatológicas publicadas, constatar o quadro como uma picada de aranhas do 

gênero Loxosceles (da SILVA et al., 2004).

No  caso  do  loxoscelismo  sistêmico,  alguns  sinais  clínicos  e  laboratoriais 

podem  ser  úteis  em  determinar  a  sua  presença  e  severidade.  Evidência  de 

hemólise,  reticulocitose  e  o  aumento  nos  níveis  de  haptoglobina,  lactato 

desidrogenase  ou  bilirrubina  podem  sugerir  um  possível  comprometimento 

sistêmico,  indicando  a  necessidade  de  uma  investigação  mais  aprofundada 

(HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). 

Várias  intervenções  têm sido  propostas  e  utilizadas para  o  tratamento  do 

loxoscelismo. Todavia, não há um critério unânime para qual seja a melhor terapia, 

havendo grande controvérsia sobre a efetividade do uso de drogas, soro anti-veneno 

ou  sua  combinação  (PAULI  et  al.,  2006).   Uma  variedade  de  terapias  como 

corticóides,  ácido  acetilsalicílico,  antibióticos,  heparina,  gelo,  oxigenioterapia 

hiperbárica  e  outras  substâncias  têm  sido  utilizadas,  apresentando  pouco  ou 

nenhum  benefício,  e  em  alguns  casos,  efeitos  colaterais  indesejáveis  (MOLD; 

THOMPSOM, 2004). A baixa eficiência no tratamento esta diretamente associada 

com  o  fato  do  mecanismo  de  ação  do  veneno  loxoscélico  ainda  não  ser 
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completamente compreendido (PAIXÃO-CAVALCANTE et al., 2007). Em relação a 

todas  as  intervenções  avaliadas,  os  soros  anti-venenos  específicos  são 

mencionados  como  os  que  possuem  melhor  potencial  terapêutico,  quando 

administrados  nas  primeiras  horas  após  o  envenenamento,  todavia  ainda  faltam 

estudos clínicos para comprovar esses dados (PAULI et al., 2006). No Brasil, o uso 

do  soro  anti-loxoscélico  associado  com  corticóides  constitui  a  intervenção  mais 

utilizada na prática médica (GUILHERME; FERNANDES, BARBARO, 2001).

Diante deste quadro, o melhor tratamento para picadas de aranhas do gênero 

Loxosceles ainda é a prevenção, que inclui medidas simples, como a checagem de 

roupas, calçados e roupas de cama antes de usá-los, entre outros (FUTRELL, 1992; 

da SILVA et al., 2004).

1.4. CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS DO VENENO DE Loxosceles spp. 

O veneno de  Loxosceles intermedia é  um líquido incolor e cristalino formado 

por uma mistura heterogenia de proteínas, sendo rico em proteínas de baixo peso 

molecular variando entre 5-40kDa e, expressando, em menor extensão, proteínas de 

alto peso molecular de 60 a 850kDa (VEIGA et al., 2000a). Diversas toxinas têm sido 

identificadas e caracterizadas bioquimicamente no veneno loxoscélico, entre elas as 

mais estudadas são as fosfolipases D (TAMBOURGI et al., 1995; BARBARO et al., 

1996;  CUNHA  et  al.,  2003;  CHAIM  et  al.,  2006;  da  SILVEIRA et  al.,2006;  da 

SILVEIRA et al.,  2007a;  APPEL  et  al.,  2008),  metaloproteases e  serinoproteases 

(FEITOSA  et  al.,  1998;  VEIGA  et  al.,  2000a;  da  SILVEIRA  et  al.,  2007b)  e 

hialuronidases (FUTRELL, 1992; YOUNG; PINCUS, 2001; BARBARO et al., 2005; 

da  SILVEIRA  et  al.,  2007c).  O  veneno  não  contém  proteoglicanos, 

glicosaminoglicanos, resíduos de galactose ou ácido siálico como estruturas 

complexas.  No  entanto  é  rico  em  proteínas  contendo  resíduos  de  açucares  N-

ligados (VEIGA, et al., 1999).

O grupo de toxinas que causa grande parte dos efeitos nocivos do veneno é 

conhecido  como  toxinas  dermonecróticas  (30-35kDa),  que  são  as  moléculas 

melhores  caracterizadas  bioquimicamente  em  diferentes  venenos  loxoscélicos. 

Apesar da grande quantidade de toxinas descritas no veneno, a família das toxinas 
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dermonecróticas  é  capaz  de  induzir  a  dermonecrose,  hemólise,  agregação 

plaquetária (da SILVA  et al.,  2004; SWANSON; VETTER, 2006), distúrbios renais 

(CHAIM,  et al.,  2006), aumento na permeabilidade vascular e resposta inflamatória 

(PALUDO  et  al.,  2008). Essas  toxinas  foram  previamente  caracterizadas  como 

esfingomielinases D, baseado na hidrólise do fosfolipídio esfingomielina no sítio da 

colina, resultando na liberação de ceramida fosfatada (FUTRELL, 1992). Todavia, 

baseado em estudos bioquímicos, LEE e LYNCH (2005) demonstraram que essas 

enzimas  têm  uma  especificidade  de  substrato  mais  ampla,  hidrolisando 

glicerofosfolipídios e esfingolipídios que geram ácido lisofosfatídico ou ceramida 1-

fosfato.  Assim, tem sido sugerido que essas toxinas sejam melhor denominadas de 

fosfolipases D, devido a essa grande gama de substratos lipídicos (KUSMA et al.,  

2008).  Atualmente, sabe-se que as fosfolipases D formam uma família de toxinas 

presentes no  veneno de diversas  espécies  do gênero  Loxosceles  e existem em 

diversas isoformas (MACHADO et al., 2005; KALAPHOTAKIS et al., 2007; CHAIM et 

al.,2006;  da  SILVEIRA  et  al.,  2007a).  Surpreendentemente,  a  atividade 

esfingomielinásica  dessas  enzimas  é  atualmente  desconhecida  para  outros 

organismos  venenosos  do  reino  animal,  apenas  para  as  aranhas  do  gênero 

Loxosceles (BINFORD; MATTHEW; CORDES, 2005). 

Algumas das atividades nocivas do veneno também podem ser atribuídas a 

proteases.  No  veneno  de  L.  intermedia foram  descritas  duas  metaloproteases 

denominadas Loxolisina A (20-28 kDa) e Loxolisina B (32-35 kDa). A primeira possui 

atividade  fibronectinolítica  e  fibrinogenolítica  e  a  segunda  gelatinolítica  estando 

provavelmente  associadas  aos  efeitos  necróticos  e  hemorrágicos  do  veneno  e 

também distúrbios renais e coagulação intravascular disseminada (FEITOSA et al.,  

1998; ZANETTI et al.,  2002). Também foram descritas no veneno de L. intermedia 

duas serinoproteases de 85kDa e 95 kDa, com atividade gelatinolítica entre pH 7,0-

8,0, demonstrando-se sua atividade em condições normais da fisiologia humana, no 

pH entre 7,2 -7,3 (VEIGA et al., 2000a). Mais recentemente, através da utilização de 

uma biblioteca de cDNA do veneno de  L. intermedia,  foi clonada e expressa uma 

metaloprotease do veneno recombinante.  A caracterização estrutural desta enzima 

revelou que pertence à família das astacinas, característica nunca antes conferida a 

nenhuma metaloprotease presente em secreção venenosa animal (da SILVEIRA et 

al., 2007b).
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A presença de hialuronidases no veneno que degradam o ácido hialurônico e 

resíduos de condroitim sulfato pode estar relacionada ao espalhamento gravitacional 

da dermonecrose atuando como um fator de espalhamento sistêmico, facilitando a 

difusão de outras toxinas do veneno (da SILVEIRA  et al.,  2006).  Com o uso de 

reação colorimétrica  foi  observado que a hialuronidase é  uma endo-β-N-acetil-D-

hexosaminidase.  Experimentos  de  zimograma  com  veneno  de  L.  intermedia 

demonstraram  proteínas  com  massa  molecular  aparente  de  41  e  43KDa,  com 

atividade glicolítica sobre o ácido hialurônico (da SILVEIRA et al., 2007c).

Embora diversos estudos recentes enfoquem a caracterização de algumas das 

toxinas  presentes no  veneno das aranhas do gênero  Loxosceles,  principalmente 

devido ao advento de técnicas de biologia molecular que permitem a purificação e 

produção dessas toxinas, muitas das atividades induzidas pela picada ainda não 

estão  relacionadas  com  toxinas  específicas  e  muitas  toxinas  ainda  não  foram 

caracterizadas.  Assim, a avaliação bioquímica do veneno e a associação desses 

dados  ao  quadro  clínico  desenvolvido  ainda  é  um  amplo  campo  de  estudo. 

Recentemente, o estudo do transcriptoma da espécie  L. laeta  demonstrou que as 

glândulas de veneno da espécie produzem uma grande quantidade de moléculas 

com  características  estruturais  e  funcionais.  Vários  transcritos  apresentaram 

seqüências  semelhantes  a  seqüencias  depositadas  no  GenBanK  podendo  ser 

caracterizadas como neurotoxinas, hialuronidases, fosfolipases D, metaloproteases, 

lipases, serinoproteases, lectinas, inibidores enzimáticos, alérgenos, dentre outros. 

Curiosamente  25%  dos  transcritos  não  apresentaram  nenhuma  similaridade 

significante com qualquer seqüência no GenBanK, o que reforça a amplitude de 

informações que ainda não foram descobertas para elucidar o mecanismo molecular 

de ação desses venenos (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).

1.5.  CONSEQUÊNCIAS  TECIDUAIS  E  CELULARES  APÓS  EXPOSIÇÃO  AO 

VENENO DE L. intermedia. 

Dados clínicos e biopsias de pacientes humanos após a picada por aranhas 

do  gênero  Loxosceles  mostram  infiltrado  inflamatório,  trombose,  hemorragia, 

dermatite, inflamação aguda, endurecimento da área lesionada, eritema e necrose 
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tanto  da  epiderme  quanto  da  derme  (FUTRELL,  1992;  da  SILVA  et  al.,  2004). 

Dados histopatológicos descritos em modelos animais usando veneno extraído de 

diferentes  espécies  de  Loxosceles  spp.  suportam  os  dados  patológicos  acima 

mencionados (da SILVA  et al., 2004).  Uma descrição detalhada dos efeitos, após 

uma exposição aguda (entre 1 hora de exposição, onde se observa os primeiros 

sinais evidentes de injúria, até 48 horas) ao veneno de L. intermedia em coelhos foi 

apresentada  por  OSPEDAL  e  colaboradores  (2002).  Os  autores  demonstram  a 

existência de edema intersticial, exsudação do plasma (indicando uma deposição de 

fibrina no tecido conjuntivo),  uma acumulação massiva de leucócitos dentro e ao 

redor  dos  vasos sanguíneos e uma evidente diapedese de infiltrado inflamatório 

tanto  nas  estruturas  intersticiais  como  no  tecido  muscular,  necrose  de  folículos 

capilares, hemorragias, trombose necrótica com oclusão de vaso, degeneração da 

parede dos vasos sangüíneos, edema muscular, miólise e mionecrose (OSPEDAL et 

al.,  2002; ZANETTI et al.,  2002).  Análises histopatológicas da escara após 14 dias 

de  envenenamento  demonstram,  principalmente,  um  denso  infiltrado  de  células 

inflamatórias, necrose tecidual coagulativa e vasculite (ELSTON et al., 2000).

O veneno da  L. intermedia  apresenta efeito nocivo direto sobre o endotélio, 

agindo tanto nas células endoteliais da parede dos vasos sangüíneos (VEIGA et al.,  

2001a) como na membrana basal subendotelial, estrutura de extrema importância 

para a integridade dos vasos (ZANETTI et al., 2002). A interação do veneno com o 

tecido  implica  em  ativação  do  sistema  do  complemento,  intensa  migração  de 

leucócitos  polimorfonucleares,  liberação  de  enzimas  proteolíticas,  liberação  de 

citocinas, agregação plaquetária, e alterações na hemostase (PATEL,  et al.,  1994; 

da SILVA et al., 2004; van der BERG et al., 2007). 

Além  da  dermonecrose  característica  no  local  da  picada,  análises 

histopatológicas  de  alguns  órgãos  de  camundongos  após  envenenamento  com 

veneno de  L. intermedia  revelam alterações marcantes nos rins  (LUCIANO  et al., 

2004; CHAIM et al., 2006) e fígado (de OLIVEIRA CHRISTOFF et al., 2008).  Tanto 

para os rins, quanto para o fígado, foi demonstrada a ligação direta do veneno sobre 

as  estruturas  teciduais,  sugerindo que as  toxinas  do  veneno de  Loxosceles  são 

agentes  diretos  e  potenciais  da  nefrotoxicidade  e  hepatotoxicidade  observadas 

(LUCIANO  et  al.,  2004;  de OLIVEIRA CHRISTOFF  et  al.,  2008). Além disso,  os 

efeitos  patológicos  sobre  os  rins  também  estão  associados  à  distúrbios 
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hematológicos,  como  a  hemólise  intravascular  e  a  coagulação  intravascular 

disseminada (LUNG; MALLORY, 2000). 

O  veneno  de  L.  intermedia  apresenta  efeitos  sobre  as  biomoléculas  de 

membrana  basal  e  da  matriz  extracelular.  O  veneno  parece  não  apresentar 

nenhuma atividade sobre laminina, colágeno tipo IV ou I purificados (FIGURAS 4A – 

C),  contudo,  apresenta  atividade hidrolítica  sobre  a  entactina,  tanto  na  molécula 

isolada  quanto,  quando  complexada  com laminina  (FIGURA 4G).  Além disso,  é 

descrita a degradação do core protéico do proteoglicano de heparam sulfato e das 

cadeias  polissacarídicas  de  condroitim  sulfato  (VEIGA  et  al.,  2000b,  2001a).  O 

estudo da atividade do veneno sobre moléculas da matriz extracelular plasmática 

tem  demonstrado  que  possui  atividade  degradativa  nas  cadeias  A  e  B  da 

fibronectina, digestão parcial do fibrinogênio e nenhuma atividade proteolítica sobre 

vitronectina solúvel (FIGURAS 4 D- F) (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2001b). 

FIGURA  4  – AÇÃO  PROTEOLÍTICA  DO  VENENO  DE  L.  intermedia  SOBRE  MOLÉCULAS 
PURIFICADAS DA MATRIZ EXTRACELULAR. As diferentes moléculas de matriz foram incubadas na 
ausência (-) ou na presença (+) do veneno e analisadas em gel de SDS-PAGE. A - Laminina extraído 
do tumor de EHS.  B - Colágeno do tipo I extraído do tendão de rato.  C - Colágeno do tipo IV de 
placenta humana. D - Fibrinogênio humano. E - Fibronectina humana. F - Vitronectina humana. G - 
Dímero de laminina e entactina extraídos de tumor de EHS. FONTE: VEIGA et al., 2001b.
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Diante dos inúmeros achados histológicos após exposição in vivo às toxinas 

do  veneno,  estudos  utilizando  linhagens  celulares  têm  demonstrado  que  este 

contribui  direta  ou  indiretamente  para  a  citotoxicidade  em diferentes  células.  As 

toxinas do veneno de L. intermedia possuem atividade hemolítica em eritrócitos pela 

ativação  do  complemento,  tanto  pela  via  clássica  quanto  pela  via  alternativa, 

clivando  glicoforinas  da  superfície  celular  pela  ativação  de  metaloproteases 

endógenas e também causando a externalização de fosfatidilserina na membrana 

(TAMBOURGI  et al.,  2000, 2002).  O veneno possui um efeito inibitório direto na 

quimiotaxia de neutrófilos (MAJESTIK  et al.,  1977). Citotoxicidade direta tem sido 

observada após o tratamento de células epiteliais renais (linhagem MDCK) com o 

veneno,  com  uma  diminuição  da  viabilidade  celular  tempo  e  dose  dependentes 

(CHAIM et al.,  2006; RIBEIRO et al.,  2007). O veneno provoca a morte celular por 

apoptose em queratinócitos (linhagem HaCaT) por um processo indireto que envolve 

aumento na expressão de metaloproteases endógenas (PAIXÃO-CAVALCANTE et 

al.,  2006).  Ainda,  o veneno possui  atividade também sobre linhagens de células 

endoteliais (VEIGA et al., 2001a; PALUDO et al., 2006) . Como estas são o foco do 

presente  trabalho,  uma revisão  mais  detalhada  sobre  os  efeitos  das  toxinas  do 

veneno sobre as células endoteliais faz-se necessária.

1.6.  ATIVIDADES  DO  VENENO  DE  Loxosceles  intermedia SOBRE  CÉLULAS 

ENDOTELIAIS

Células endoteliais, anteriormente conceituadas como uma camada de célula 

do interior dos vasos sangüíneos que formavam uma simples barreira passiva são, 

atualmente,  consideradas  constituintes  teciduais  metabólicos  que  regulam  uma 

variedade de respostas biológicas e funções fisiológicas (BACHETTI; MORBIDELLI, 

2000).  Através da sua capacidade de expressar moléculas pro e anticoagulantes, 

vasoconstritores e vasodilatadores, citocinas, bem como moléculas chaves para  a 

adesão celular, o endotélio tem surgido como um dos elementos essenciais para a 

regulação da hemostasia (WAKEFIELD; MYERS; HENKE, 2008). 

Visto que uma das principais características da dermonecrose induzida por 

aranhas  do  gênero  Loxosceles é  a  acumulação  de  células  inflamatórias, 
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especialmente  leucócitos  polimorfonucleares  ao  redor  dos  vasos  sanguíneos, 

inicialmente  acreditava-se  que  as  conseqüências  hemorrágicas  provocadas  pelo 

veneno  fossem  principalmente  devido  a  essa  massiva  infiltração  de 

polimorfonucleares (FUTRELL, 1992). Todavia, experimentos in vitro demonstraram 

que o veneno é incapaz de provocar ativação leucocitária direta,  ao invés disso, 

induz  um  efeito  inibitório  direto  sobre  leucócitos  e  também  na  quimiotaxia  de 

neutrófilos  (MAJESKI  et  al.,  1977).  Esse  aparente  paradoxo  foi  resolvido  pela 

observação de que uma das primeiras alterações após exposição ao veneno é o 

dano seletivo ao endotélio vascular. Análises histológicas de secções da pele de 

coelho  tratadas  com  veneno  e  processadas  para  microscopia  eletrônica  de 

transmissão, demonstram a formação de vacúolos subendoteliais e a degeneração 

da parede dos vasos  após 4  horas  de  exposição ao veneno (FIGURAS 5  A-C) 

(VEIGA  et  al.,  2001a).  Assim,  a  massiva  reação  inflamatória  observada  é 

primariamente dependente da ativação das células endoteliais. De acordo com a 

literatura, a resposta inflamatória e a participação dos neutrófilos são dependentes 

do efeito do veneno como agonista sobre as células endoteliais, que ao induzir a 

expressão  de  moléculas  envolvidas  com  eventos  inflamatórios,  conduz  a  uma 

ativação  indireta  e  desregulada  de  neutrófilos  envolvidos  com  a  dermonecrose 

(PATEL et al., 1994). 

Essas  evidências  levam  à  suposição  de  que  as  desordens  envolvendo  a 

degeneração  da  parede  dos  vasos  sangüíneos  observadas  após  exposição  ao 

veneno  de  L.  intermedia  resultam  da  degradação  de  moléculas  da  matriz 

extracelular, tais como fibronectina e fibrinogênio, da degradação na estrutura da 

membrana basal,  com a  clivagem de entactina,  e  também da atividade direta  e 

primária do veneno sobre células endoteliais (VEIGA et al., 2001a; ZANETTI et al.,  

2002; PALUDO et al., 2006). 

O  estudo  dos  mecanismos  de  ação  do  veneno  sobre  células  endoteliais 

isoladas tem sido realizado in vitro com o uso de uma linhagem da aorta de coelho 

em cultura (linhagem RAEC). Com o emprego dessa linhagem, observou-se que a 

exposição  das  células  ao  veneno  de  L.  intermedia  induz  perda  da  adesão  das 

células  ao  substrato  tempo dependente,  degradação  de  componentes  da  matriz 

extracelular e a liberação de proteoglicanos da matriz extracelular e da superfície da 

célula  para  o  meio  de  cultura (VEIGA et al., 2001a). Verificou-se que há interação 
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FIGURA 5- AÇÃO DO VENENO DE  L. intermedia  SOBRE O ENDOTÉLIO VASCULAR. A  - Vaso 
sanguíneo normal da pele de coelho (setas indicam células endoteliais). B - Vaso sanguíneo da pele 
de coelho exposta ao veneno de L. intermedia por 3 horas mostrando blebs subendoteliais (seta). C - 
Em maior magnificação é possível observar vários blebs subendoteliais e vacúolos (setas). Imagens 
em microscopia de luz. D - Célula endotelial em cultura com morfologia típica de células controles. E - 
Célula  exposta ao veneno por 3  horas,  percebe-se uma redução citoplasmática e o aumento de 
projeções membranares. Imagens em microscopia eletrônica de varredura.  ADAPTADO DE: VEIGA 
et al., 2001; PALUDO et al., 2006.

das toxinas do veneno tanto na superfície de células endoteliais em cultura, quanto 

uma ação e interação sobre a matriz extracelular. Estas toxinas degradam tanto a 

fibronectina  exógena  (VEIGA  et  al., 2001a),  como  também  a  fibronectina 

sintetizadas  por  estas  células  (PALUDO,  et  al.,  2006).  Os  resultados  também 

demonstram que células endoteliais após tratamento com o veneno sofrem retração 

progressiva do citoplasma e uma diminuição na adesão célula-célula, apresentando 

profundas alterações morfológicas (FIGURAS 5 D e E). Além disso, essas células 

reorganizam seu citoesqueleto e desorganizam e perdem os pontos de adesão à 

matriz extracelular (contatos focais) (PALUDO et al., 2006). Tais alterações não são 

associadas à indução de morte celular, uma vez que células tratadas com o veneno 

por  18  horas,  quando  lavadas  e  postas  para  readerir,  crescem  normalmente 

aderidas ao substrato da cultura (FIGURA 6) (VEIGA et al., 2001a). 
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FIGURA 6- REPLAQUEAMENTO DE CÉLULAS ENDOTELIAIS SOLTAS PELA AÇÃO DO VENENO. 
A- células controles não expostas as toxinas do veneno. B- Células expostas ao veneno por 6 horas. 
C- Células expostas ao veneno por 18 horas. As células em suspesão após o tratamento por 6 e 18 
horas foram  coletadas  e  lavadas  duas  vezes  com  F12  e  plaqueadas  novamente,  D  e  E, 
respectivamente. F- Células na ausência do veneno foram removidas da placa de cultivo com enzima 
proteolítica apenas como controle experimental. Todas as células replaqueadas foram mantidas por 
72horas com F12 suplementado com 10% de SFB e então fotografadas. ADAPTADO: VEIGA et al.,  
2001a. 

O presente trabalho tem como objetivo, ampliar os conhecimentos acerca dos 

efeitos das toxinas do veneno de L. intermedia sobre células endoteliais.  Diante dos 

dados na literatura, o trabalho desenvolvido subdivide-se em dois focos principais. 

Para  uma  melhor  compreensão  dos  mesmos,  optou-se  por  apresentá-los  como 

capítulos distintos dentro da dissertação. Resumidamente, o capítulo I refere-se a 

caracterização da interação das toxinas do veneno com a superfície  das células 

endoteliais  e  a  descrição de sua internalização.  Já,  o  capítulo  II  diz  respeito  ao 

estudo  do  mecanismo  de  morte  celular  induzido  em  células  endoteliais  após 

exposição às toxinas do veneno e ao papel de um proteoglicano de heparam sulfato 

de superfície celular como molécula protetora da ação direta das toxinas do veneno. 



33

2. CAPÍTULO I



34
2. CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO

2.1. INTRODUÇÃO

2.1.1. Endocitose

Células  eucarióticas  possuem  a  capacidade  de  internalizar  fluídos  ou 

partículas a partir do ambiente extracelular, utilizando uma variedade de processos 

diferentes.  O  conjunto  de  mecanismos,  pelos  quais  as  células  internalizam 

macromoléculas  e  partículas  dentro  de  vesículas  de  transporte,  derivadas  da 

membrana plasmática, é denominado de endocitose (CARDELLI, 2001). Uma gama 

heterogênea de processos celulares estão envolvidos com a endocitose, incluindo: a 

captação  de  nutrientes,  a  reciclagem  de  vesículas  sinápticas,  a  regulação  da 

expressão de receptores de superfície, o remodelamento da membrana plasmática e 

a  geração  de  polaridade  na  célula.  Para  satisfazer  as  diferentes  necessidades 

desses processos, as vias endocíticas possuem considerável diversidade em termos 

de  regulação,  especificidade  de  diferentes  cargas  e  destino  final  no  interior  das 

células (NICHOLS; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2001). 

Independente do processo utilizado para a internalização na célula a partir da 

invaginação  da  membrana  para  a  formação  das  vesículas  endocíticas,  essas 

possuem um destino intracelular específico que incluem os lisossomos, o Complexo 

de  Golgi  ou  a  reciclagem  para  a  membrana  plasmática  (JONES,  2007).  A 

organização espacial do sistema de endomembranas e também do transporte pelas 

vias  endocíticas  é  controlada  pelo  citoesqueleto,  que  tipicamente  controla  o 

movimento  das  vesículas  para  a  região  perinuclear  que  contém  lisossomos, 

endossomos de reciclagem, o centro organizador de microtúbulos e o Complexo de 

Golgi (SOLDATI; SCHLIWA, 2006) .

Os  vários  mecanismos  de  endocitose  podem  ser  classificados  em  duas 

grandes categorias  que  são a  “fagocitose”,  que  envolve  a  captação  de grandes 

partículas, e a “pinocitose”, que constitui a absorção de fluídos e pequenos solutos. 

A  fagocitose,  em  mamíferos,  é  normalmente  restrita  a  algumas  células 

especializadas,  como  macrófagos,  monócitos  e  neutrófilos,  enquanto  que  a 

pinocitose ocorre em todas as células (CONNER; SCHMID, 2003).  
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A pinocitose pode ocorrer de maneira receptor-dependente ou por fase fluída. 

A pinocitose mediada por receptor exige uma interação específica entre o receptor e 

o ligante que será internalizado, e é saturável no que diz respeito à concentração 

externa do ligante.  Na endocitose de fase fluída não existe  a interação com um 

receptor específico na membrana para que os compostos possam ser endocitados 

(WOLKERS et al.,  2003). Assim, na endocitose de fase fluída, a sinalização para a 

internalização não é realizada pelas moléculas que revestem as vesículas, como no 

caso da endocitose dependente de clatrina, mas é mediada pela composição da 

membrana  plasmática  e  os  diversos  mecanismos  específicos  envolvem  a 

heterogeneidade de lipídios e proteínas das mesmas,  bem como a utilização de 

microdomínios estruturais de membrana, conhecidos como lipid-rafts,  que brotam 

para o interior das células (KIRCHHAUSEN, 2000). 

Potencialmente, os mecanismos que envolvem a endocitose de fase fluída 

podem desempenhar papéis vitais na reciclagem, remodelamento e regulação da 

composição lipídica da membrana plasmática, na captação de toxinas e vírus, e na 

regulação da transdução de sinais (NICHOLS; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2001) .   
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2.2. OBJETIVOS

Como as proteínas do veneno de  L. intermedia apresentam interação com a 

superfície das celulas endoteliais, esta parte do trabalho buscou verificar em quais 

moléculas ocorre esta interação e se estes compostos podem ser endocitados. 

Assim, os objetivos deste capítulo foram:

•   Identificar  moléculas  chaves  na  interação  das  toxinas  do  veneno  de  L. 

intermedia com a superfície celular.

•   Verificar se as células endoteliais são capazes de internalizar as moléculas do 

veneno. 

Caso ocorresse a internalização, seria objeto de estudo também:

• Verificar  por  qual  processo  de  endocitose  ocorre  a  internalização  destes 

compostos, seja mediada por receptor ou por fase fluída. 
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2.3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.3.1.  Obtenção da Loxosceles intermedia 

 
Foram utilizados indivíduos adultos de Loxosceles intermedia coletados na 

cidade de Curitiba e região metropolitana e mantidos no Laboratório de Matriz 

Extracelular e Biotecnologia de Venenos da UFPR. 

  

2.3.2. Extração de veneno loxoscélico por eletrochoque 

 
O veneno de L. intermedia foi obtido de aranhas adultas mantidas em 

condições apropriadas e submetidas à eletrochoque de 15 volts no cefalotórax 

conforme descrito por FEITOSA et al. (1998).  

 

2.3.3. Dosagem de proteínas 

 
A estimativa da concentração de proteínas presentes nas toxinas do veneno 

foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A leitura do produto das 

reações colorimétricas foi feita através de leitor de ELISA em placa de 96 poços 

(microensaio). 

 

2.3.4.  Cultura celular 
 

Células endoteliais de aorta de coelho (linhagem RAEC) (BUONASSISI, 

1973), células subendoteliais da musculatura lisa de aorta de coelho (linhagem RI) 

(BUONASSISI; VENTER, 1976) e células do ovário de hamster chinês (linhagem 

CHO) foram mantidas em meio F12 (mistura de nutrientes Ham`s F12) (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) com L-glutamina, suplementado com bicarbonato de sódio 

(14mM), 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas,SP, Brasil), antibiótico 

(100IU/mL de penicilina) e antimicótico (100µg/mL de estreptomicina) ambos 

provenientes da Sigma (Sigma–Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Essas 

linhagens celulares foram gentilmente cedidas pela Profa Dra Helena Bonciani 

Nader – UNIFESP. 
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As células foram mantidas em incubadora de CO2 (SANYO, modelo MCO-

1SAC, Japão) à 37oC, com uma atmosfera úmida, sob tensão de 5%. CO2. As trocas 

de meio foram realizadas a cada dois dias e os subcultivos, realizados quando as 

células atingiam a confluência.  

Para subcultivar as células, as mesmas foram primeiramente lavadas com 

solução de EBSS (solução salina balanceada de Earl) sendo posteriormente, 

acionado solução de pancreatina diluída em EBSS (0,25% w/v). O complexo 

enzimático de pancreatina (também conhecida como viocase) é composto por 

colagenases, elastases, esterases, nucleases e peptidases. Este complexo é 

extraído do pâncreas suíno e foi adquirido da Gibco (Life Technologies Rockville, 

MD, EUA). As células permaneceram sob ação enzimática por um período de 20 

minutos. A seguir, a suspensão de células foi diluída em meio F12 contendo 10% de 

SFB, para inibir ação enzimática. A seguir, as células foram coletadas por 

centrifugação e ressuspensas novamente em meio F12 contendo 10% de SFB. 

Dependendo do objetivo do ensaio, as células foram cultivadas em frascos, placas 

de Petri ou de “multiwell” provenientes da TPP (Trasadingen, Switzerland). 

Estoques celulares foram mantidos no nitrogênio líquido, armazenados em 

tubos adequados, em solução de congelamento (50% de soro fetal bovino e 10 % de 

DMSO (Sigma–Aldrich) em F12).  

 
 
 
2.3.5. Reações de imunomarcação ou detecção citoquímica 
 

 
Células endoteliais e musculares foram plaqueadas em lamínulas circulares 

de 13 mm de diâmetro (5 x 103 células por lamínulas) e mantidas em cultura (37ºC a 

5% de CO2) por 4 dias. As células foram expostas ou não (controle) às toxinas do 

veneno de aranha marrom (40µg/ml) diluído em meio F12, sendo mantido por 1 ou 3 

horas, a 37°C ou a 4°C, dependendo do ensaio.  

Após o período de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas 

em solução de paraformaldeído (Electron Microscopy Sciences, Washington, NY, 

USA) (2% em PBS) por 30 min. A seguir, foram lavadas com PBS, seguido de 

bloqueio dos radicais aldeídicos livres, pela incubação com solução de glicina 0,1M 

por 2 minutos (Merck, Darmstadt, Alemanha). Após a lavagem novamente com PBS, 
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as células foram incubadas com solução de albumina (1% em PBS) por 20 minutos, 

para bloquear os sítios de interação inespecífica para proteínas.  

Para a marcação da superfície celular foi utilizado anticorpo monoclonal anti-

integrina  α5β1 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e lectina 

conjugada com FITC (4µg/mL) (Sigma, USA), diluídos em PBS contendo 1% de 

BSA, por 1hora. Após o período de incubação, as células foram lavadas 5 vezes em 

PBS. No caso da marcação da integrina, as células foram submetidas a um novo 

bloqueio com PBS contendo 1% de BSA por 20 minutos. A seguir, as células foram 

então incubadas com anticorpo anti-IgG de cabra, conjugado com Texas Red (1:250 

em PBS) por 40 minutos (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EUA), sendo 

posteriormente lavadas por dez vezes com PBS.   

Para a identificação da ligação das toxinas do veneno, foi utilizado anticorpo 

policlonal que reconhece as moléculas do veneno, o qual é produzido em 

camundongo (IgG) pelo laboratório do Prof. Dr. Silvio Sanches Veiga. Para tanto foi 

incubado por 1 hora, na diluição de 1:1000 (em PBS contendo 1% de BSA). Quando 

o experimento envolvia a internalização das toxinas, as células foram previamente 

permeabilizadas, pela incubação por 20 minutos, com 0,01% de saponina (Sigma-

Aldrich) em PBS contendo 1% de BSA.  A seguir, o anticorpo anti-veneno foi 

incubado por 1 hora no mesmo tampão de permeabilização. Após a incubação, as 

células foram lavadas 10 vezes com PBS. As células foram então incubadas com 

anticorpo anti-IgG de camundongo, conjugado com Alexa 488 ou Texas Red (1:250) 

(Jackson ImmunoResearch) em PBS contendo 0,01 de saponina, por 40 minutos e, 

subseqüentemente, foram lavadas por dez vezes com PBS.   

Para a identificação dos lisossomos foi adicionado ao meio de cultura (na 

presença ou não de veneno) 500nM de Lyso-Tracker Red (Invitrogen, Molecular 

Probes, Camarillo,CA, EUA), o qual foi mantido por 1 hora (37ºC, 5% de CO2).  

A identificação de pinocitose por fase fluída foi realizada pela incubação do 

composto Lucifer Yellow (1mg/ml) (Sigma-Aldrich), o qual foi adicionado ao meio de 

cultura, sendo incubado de maneira semelhante ao Lyso - tracker conforme descrito 

anteriormente. 

Os controles para os experimentos de imunomarcação foram realizados pela 

omissão do anticorpo primário. Para as células não tratadas com o veneno, o 

controle foi obtido pela incubação com o anticorpo anti-veneno, seguido pelo 

anticorpo secundário, conforme descrito anteriormente. 
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Ao final das reações de imunomarcação ou detecção citoquímica, as células 

foram novamente lavadas com PBS e então coradas com solução de DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) a 

3µM em PBS por 15 minutos. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS 

por 5 vezes e lavadas com água milli-Q e então montadas em lâminas histológicas 

com Fluoromont G (2:1 em PBS) (Electron Microscopy Science). O material foi 

analisado em microscopia de fluorescência convencional ou confocal. Para a 

fluorescência convencional foi utilizado o microscópio Axiophot (Carl Zeiss, Jena, 

Alemanha) e para a fluorescência confocal foi utilizado o modelo Radiance 2100 da 

Bio Rad (Bio Rad Hercules, Richmond, CA, EUA). 

 

2.3.6. Citometria de fluxo 

 
As células endoteliais em suspensão (106 células/mL) (previamente removidas 

com viocase) foram expostas ou não (controle) para as toxinas do veneno (40µg/mL 

em F12 na ausência de SFB) por 3 horas à 37ºC sob agitação branda. Após o 

período de incubação, as células foram lavadas com PBS, por cinco vezes e 

coletadas por centrifugação. Então, os sítios inespecíficos de interação para 

proteínas foram bloqueados pela incubação com PBS contendo 1% de BSA, por 20 

minutos. Para a detecção dos carboidratos presentes na superfície celular, as 

células foram incubadas com Lectina conjugada com Alexa Fluor 488 (4µg/mL em 

PBS) por 40 minutos, sendo posteriormente lavadas por cinco vezes com PBS.  

Foram analisados 10.000 eventos para cada amostra no citômetro de fluxo, 

utilizando o aparelho FACScalibur da Becton-Dickinson (Becton Dickison, Mountain 

View,CA, EUA). Os resultados obtidos foram analisados no programa Cell Quest.  

 

 



41
2. CAPÍTULO I – RESULTADOS

2.4. RESULTADOS

2.4.1.  Interação  das  toxinas  do  veneno  de  L.  intermedia com  componentes  da 

superfície celular

Como  apresentado  anteriormente,  as  toxinas  do  veneno  são  capazes  de 

interagir  com  componentes  da  superfície  celular  das  células  endoteliais.  Assim, 

inicialmente  buscamos  avaliar  se  esta  interação  é  mediada  por  integrinas  e/ou 

carboidratos. 

Para tanto, foi  utilizado ensaios de dupla marcação, utilizando a marcação 

específica para reconhecer toxinas do veneno ligadas nas células, juntamente com a 

imunomarcação da integrina α5β1 ou com a detecção citoquímica de glicoconjugados 

específicos, pela utilização de Lectina WGA, conforme descrito em Métodos. 

A marcação obtida para a integrina α5β1 nas células controles está mostrada 

na FIGURA 7A. A ampliação desta imagem (FIGURA 7B) evidencia a morfologia 

típica de células endoteliais  em cultura:  células bem espraiadas com numerosos 

processos laterais projetando-se do corpo celular,  permitindo a adesão da célula 

sobre a superfície da lamínula. 

As  células  que foram expostas  ao  veneno por  3  horas  ainda apresentam 

marcação positiva para a integrina α5β1 (FIGURA 7C). Fica evidente que ocorre uma 

profunda alteração morfológica, mostrando agora células arredondadas. A presença 

de toxinas do veneno ligadas na superfície das células é evidenciada na FIGURA 

7D, como descrito previamente por trabalhos do nosso grupo de pesquisa (PALUDO 

et al.,  2006). A sobreposição das imagens C e D (FIGURAS 7E e F) mostra que 

ocorre uma co-localização da marcação obtida para as integrinas α5β1 com a obtida 

para o veneno, sugerindo que toxinas loxoscélicas são capazes de interagir com 

integrinas. 

Já com o estudo de glicoconjugados da superfície celular pode-se observar a 

marcação positiva para a Lectina WGA FITC, indicando que as células controles 

(não  expostas  para  as  toxinas  do  veneno)  são  ricas  em  N-Acetil-Glucosamina 

(FIGURAS 8A e B). Na imagem ampliada (FIGURA 8B) observa-se que a marcação 

é  bastante  pontual,  indicando  que  diferentemente  das  integrinas,  estes 

glicoconjugados possuem uma distribuição bastante irregular. 
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FIGURA 7 - CO-LOCALIZAÇÃO DAS TOXINAS DO VENENO COM A INTEGRINA α5β1 PRESENTE 
EM CÉLULAS ENDOTELIAIS EM CULTURA. Células endoteliais com 4 dias de plaqueamento foram 
mantidas na ausência e na presença do veneno de L. intermedia (40 ug/mL) por 3 horas a 37°C, 5% 
de CO2.  A - Padrão de marcação para a integrina  α5β1 em células endoteliais não tratadas com o 
veneno (vermelho).  B - Região ampliada.  C - Marcação da integrina  α5β1 em células tratadas com 
veneno. D - Marcação típica do veneno sobre a superfície da célula (verde). E e F - Sobreposição das 
imagens C e D, evidenciada pela coloração amarela resultante da sobreposição das duas marcações 
individuais da integrina e do veneno. Imagens capturadas em microscópio confocal. Barra = 10 μm.
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Após  o  tratamento  com  o  veneno  por  três  horas  (FIGURA  8C),  com  a 

marcação  obtida  para  a  Lectina  WGA  ficam  mais  evidentes  as  alterações 

morfológicas  causadas  nas  células.  Observa-se  retração  citoplasmática  e  uma 

alteração  da  relação  núcleo-citoplasma,  quando  comparada  com  as  células 

controles (FIGURA 8A).  Fica também evidente que as células tratadas possuem 

agora, um formato arredondado, como observado anteriormente nas FIGURAS 8 C 

e D. Com a marcação obtida, também é possível observar uma mudança no padrão 

de distribuição dos carboidratos na superfície da célula (FIGURA 8C). 

Quando  a  imagem  da  ligação  das  toxinas  do  veneno  (FIGURA  8D)  é 

sobreposta com a imagem obtida para a marcação com Lectina WGA (FIGURA 8C), 

observa-se que ocorre uma co-localização parcial destas marcações, indicando que 

o  veneno  interage  com  glicoconjugados  da  superfície  de  células  endoteliais 

(FIGURAS 8 E e F). 

Para confirmar a interação de toxinas do veneno com a superfície das células 

e verificar possível efeito sobre glicoconjugados do glicocálice, foi utilizada a técnica 

de citometria  de fluxo.  Assim, quando as células foram expostas  para a Lectina 

WGA e observadas em citometria  de fluxo,  pode-se verificar  uma diminuição na 

intensidade de fluorescência obtida para as células tratadas (FIGURAS 9B e C), 

quando comparadas com as células controles (FIGURA 9A). Esse deslocamento da 

fluorescência  indica  que  após  a  exposição  às  toxinas  do  veneno,  ocorre  uma 

redução de glicoconjugados da superfície celular. 
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FIGURA 8 - TOXINAS DO VENENO DE L. intermedia CO-LOCALIZÃO COM GLICOCONJUGADOS 
PRESENTES NA SUPERFÍCIE CELULAR. Células endoteliais cultivadas em lamínulas por 4 dias 
foram mantidas na ausência ou na presença do veneno de Loxosceles intermedia  (40μg/mL) por 3 
horas a  37°C,  5% de CO2.  A -  Células  não tratadas com veneno incubadas com Lectina WGA 
conjugada com FITC (verde). B - Região ampliada. C - Células tratadas com o veneno. D - Marcação 
típica para as toxinas do veneno (vermelho). E e F - Sobreposição das imagens C e D, colocalização 
evidenciada pela coloração amarela resultante da sobreposição das duas marcações individuais da 
lectina e do veneno.   O núcleo foi corado em azul com DAPI. Imagens obtidas em microscopia de 
fluorescência. Barra=10μm.
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FIGURA  9  -  VENENO  DE  L.intermedia  DEGRADA  GLICOCONJUGADOS  DA  SUPERFÍCIE 
CELULAR.  Análise por citometria de fluxo das células em suspensão após tratamento na ausência 
(controle) e na presença do veneno (40μg/mL) por 3 horas a 37°C sob agitação branda. Após o 
período de incubação, as células foram expostas para a lectina WGA FITC. O pico em cinza mostra a 
quantificação do controle  (“background”).   A -  Intensidade de  fluorescência  para a  marcação de 
lectina em células controles.  B - Intensidade de fluorescência para a ligação de lectina em células 
tratadas.  C - Sobreposição da quantificação obtida para as células controles e as células tratadas 
com veneno,  mostrando  uma diminuição  na  intensidade  da  fluorescência,  sugerindo  uma menor 
quantidade de carboidratos resultantes do tratamento com o veneno. 
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2.4.2.  Internalização  das  toxinas  do  veneno  de  L.  intermedia  pelas  células 

endoteliais

Para  verificar  a  possível  internalização  das  toxinas  loxoscélias,  células 

confluentes foram incubadas por 3 horas na presença do veneno. A revelação do 

anticorpo policlonal que reconhece toxinas do veneno de L. Intermedia se deu em 

condições  onde  as  células  foram  permeabilizadas  para  permitir  o  acesso  do 

anticorpo  ao  interior  das  mesmas.  Como  marcador  intracelular  utilizou-se  o 

composto acidotrópico fluorescente Lyso-Tracker Red, empregado para marcar os 

lisossomos  em  células  vivas.  A  análise  das  imagens  obtidas  por  microscopia 

confocal (FIGURAS 10B e C) permite visualizar que ocorre co-localização para a 

marcação  das  toxinas  do  veneno  com  o  marcador  lisossomal,  indicando  que  o 

veneno é internalizado pelas células endoteliais e segue para a degradação celular 

em lisossomos. Nem toda a marcação do veneno co-localiza com aquela obtida para 

os  lisossomos.  Este  dado  sugere  que,  dado  o  tempo  de  incubação,  existem 

quantidades  de  toxinas  do  veneno  que  ainda  estão  em  vesículas  iniciais  de 

endocitose,  como os  endossomos primários,  os  quais,  devido  ao  pH  ainda  não 

serem  ácidos  o  suficiente,  não  são  marcados  pelo  Lyso-Tracker.  Além  disso, 

comparando a marcação dos lisossomos nas células controles (FIGURA 10A) e nas 

células tratadas é possível verificar que a quantidade de lisossomos aumenta nas 

células tratadas, indicando que o tratamento com o veneno gera um estímulo de 

endocitose pelas células. Essa é a primeira evidência na literatura da ocorrência de 

internalização das toxinas do veneno de L. intermedia por linhagens celulares. 

A confirmação de que as células endoteliais são capazes de internalizar as 

toxinas do veneno, foi realizada pelo ensaio no qual as células foram incubadas com 

o veneno por apenas 1 hora, tanto a 37°C, quanto à baixa temperatura (4ºC). Após a 

incubação, o meio foi removido, as células lavadas, e um meio novo contendo Lyso-

Tracker  Red,  porém  na  ausência  de  veneno  foi  adicionado  (FIGURA  11).  Fica 

evidente  que  as  células  que  foram  inicialmente  expostas  ao  veneno  a  37°C 

apresentam co-localização do veneno com lisossomos (FIGURA 11A), enquanto que 

nas células expostas ao veneno a 4°C não é possível observar essa co-localização 

(FIGURA 11B), mostrando que de fato o veneno detectado na FIGURA 11A havia 

sido internalizado.
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. 

FIGURA 10 - CO-LOCALIZAÇÃO DAS TOXINAS DO VENENO COM LISOSSOMOS DAS CÉLULAS 
ENDOTELIAIS.  Células endoteliais foram expostas ao veneno (40µg/ml) por 2 horas a 37°C, 5% 
CO2. Em seguida, foi adicionado ao meio de cultrua Lyso-Tracker Red (500nM) e foram mantidos por 
mais  uma hora em cultura.  Após o período de incubação,  as células foram processadas para a 
detecção  da  internalização  do  veneno,  conforme  descrito  em Métodos  e  então  visualizadas  em 
microscópio confocal.  A- Células controle, não expostas ao veneno. B - Células expostas ao veneno 
por 3 horas, demonstrando o padrão de distribuição da marcação das toxinas do veneno sobre a 
célula (em verde), a marcação do Lyso-Tracker (em vermelho) e a internalização evidenciada pela co-
localização de ambas as marcações (em amarelo). C - Região ampliada. O núcleo foi corado em azul 
com DAPI. Barra = 10μm.
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FIGURA 11 - A INTERNALIZAÇÃO DAS TOXINAS DO VENENO ENVOLVE ENDOCITOSE. Células 
endoteliais foram expostas ao veneno (40µg/ml) por 1 hora a 37°C ou a 4°C. Após esse período de 
incubação o meio foi removido, as células lavadas e meio F12 na ausência de veneno foi adicionado 
na presença de Lyso-Tracker Red (500nM) por 1 hora a 37°C.  Após o período de incubação, as 
células  foram processadas  para  a  detecção  da  internalização  do  veneno  conforme  descrito  em 
Métodos e então foram visualizadas em microscópio confocal.  A - Células expostas ao veneno a 
37°C. É possível observar co-localização do veneno com os lisossomos (setas). B - Células expostas 
ao veneno a 4°C. Não há evidência de co-localização. O núcleo foi corado em azul com DAPI. Barra 
= 10μm.
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2.4.3. A internalização das toxinas do veneno envolve pinocitose de fase fluída

 

Diante da evidência da existência de endocitose das toxinas do veneno de  L. 

intermedia,  procurou-se  investigar  acerca  do  mecanismo  de  entrada  dessa(s) 

toxina(s) na célula. Para tanto,  utilizou-se o composto Lucifer Yellow (LY),  que é 

empregado  como  marcador  de  pinocitose  de  fase  fluida,  uma  vez  que  fica 

aprisionado nas vesículas endocíticas formadas por esse tipo de endocitose. Como 

observado na FIGURA 12, após a incubação das toxinas do veneno juntamente com 

o LY por 1 hora, é observado co-localização. Este dado indica claramente que a 

internalização de toxinas do veneno nas células endoteliais, ocorre por pinocitose de 

fase fluída. 

FIGURA  12  –  AS  TOXINAS  DO  VENENO  DE  L.  intermedia  SÃO  INTERNALIZADAS  VIA 
ENDOCITOSE DE FASE FLUÍDA.  Células endoteliais foram expostas ao veneno (40µg/ml) por 1 
hora  juntamente  com o  corante  fluorescente  Lucifer  Yellow  (1mg/mL)  a  37°C,  5% CO2.  Após  o 
período de incubação, as células foram processadas para a detecção da internalização do veneno, 
conforme descrito em Métodos e então foram visualizadas em microscópio confocal.  A -  Células 
expostas ao veneno e ao Lucifer Yellow. É possível observar co-localização do veneno com os as 
vesículas de pinocitose de fase fluída (setas). B - Região ampliada. O núcleo foi corado em azul com 
DAPI. Barra = 10μm 
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2.5.  DISCUSSÃO

Após o envenenamento acidental  ou experimental  por venenos de animais 

peçonhentos, pouco se sabe sobre as interações com receptores celulares e sobre a 

distribuição destas toxinas nos tecidos. Muito menos, sobre a possível penetração 

destes  compostos  através  da  membrana  celular.  Dados  sobre  a  habilidade  de 

toxinas de venenos penetrarem em tecidos e células específicas e, por outro lado, 

de interagirem com estruturas intracelulares, certamente proporcionam importantes 

indícios sobre os mecanismos envolvidos nos efeitos citotóxicos desses venenos. 

Esses dados não apenas complementam nossa compreensão sobre os mecanismos 

de ação das toxinas do veneno a nível tecidual e celular, mas também contribuem 

para  complementar  o  conhecimento  atual  sobre  o  funcionamento  fisiológico  dos 

diferentes tipos celulares (HAYASHI et al., 2008). 

O  endotélio  vascular,  em  virtude  da  sua  localização  estratégica  entre  o 

plasma e o tecido subjacente, é dotado de uma ampla variedade de funções que são 

vitais para a homeostase do organismo, destacando-se sua capacidade endocítica. 

Sob  condições  fisiológicas,  as  células  endoteliais  monitoram  o  transporte  de 

moléculas  do  plasma,  empregando  mecanismos  bidirecionais  de  transcitose  e 

endocitose dependentes e independentes de receptores.  Esses mecanismos são 

importantes para a regulação do tônus vascular e para a síntese e segregação de 

uma  grande  variedade  de  fatores.  Além  disso,  as  células  endoteliais  estão 

envolvidas na regulação do colesterol e lipídios, na transdução de sinais, imunidade, 

inflamação e hemostasia (MEHTA; MALIK, 2006; SIMA; STANCU; SIMIONESCU, 

2009). 

Como apresentado anteriormente, o veneno da aranha  L. intermedia  causa 

efeito nocivo sobre o endotélio dos vasos sangüíneos, o que tem sido verificado 

tanto in vivo quanto in vitro. As desordens observadas, que envolvem a degeneração 

da  parede  dos  vasos  sangüíneos  são  resultantes,  não  apenas  da  clivagem  de 

componentes da matriz extracelular e da membrana basal ou da massiva infiltração 

leucocitária, mas de um efeito direto e inicial sobre as células endoteliais (VEIGA et 

al.,  2001a; ZANETTI  et al.,  2002; PALUDO  et al,  2006). Paludo e colaboradores 

(2006)  mostraram  que  o  veneno  loxoscélico,  quando  exposto  para  as  células 
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endoteliais da aorta de coelho em cultura (linhagem RAEC), é capaz de ligar na 

superfície celular. Estes autores também verificaram que a adesão das células sobre 

a fibronectina foi significativamente inibida, quando houve um pré-tratamento celular 

com o veneno. 

Estes dados nos levaram a estudar se as toxinas do veneno são capazes de 

interagirem com o receptor específico da fibronectina, a integrina α5β1. Os resultados 

mostraram que de fato o veneno é capaz de interagir com a integrina α5β1 (FIGURA 

7).

Este dado é interessante,  tendo em vista  que a matriz extracelular  (MEC) 

influencia diversos mecanismos celulares, como a adesão, migração, proliferação, 

sobrevivência,  espraiamento  e  diferenciação  celular,  os  quais  são  sinalizados 

através  da  interação  dos  componentes  da  MEC  com  receptores  celulares, 

conhecidos como integrinas (SCHWARTZ, 2001). Este dado leva a suposição de 

que as alterações celulares que culminam na morte  das células,  podem ser  em 

decorrência da ligação de toxinas do veneno com a integrina α5β1.

Outra abordagem nos levou a investigar se o veneno também pode-se ligar à 

glicoconjugados da superfície celular. Os dados mostram que o veneno liga-se a 

glicoconjugados  que  são  co-localizados  com  lectina  WGA  (FIGURA  8).  Esta 

importante  família  de  componentes  da  superfície  celular,  como  constituintes  de 

glicoproteínas,  glicolipídios,  proteoglicanos e glicosaminoglicanos,  fazem parte  do 

glicocálix  da  célula,  o  revestimento  da  membrana  plasmática  carregado 

negativamente, que contribui com diversas funções do endotélio, especialmente na 

permeabilidade, limitando a passagem de macromoléculas (MEHTA; MALIK, 2006). 

Além disso, por citometria de fluxo foi  possível  demonstrar que há uma redução 

desses carboidratos de superfície após a exposição às toxinas do veneno (FIGURA 

9). Foi demonstrado in vivo  que o veneno de  L. intermedia  é capaz de causar um 

aumento  da  permeabilidade  vascular  a  partir  de  10  minutos  após  a  injeção  do 

veneno (PALUDO et al, 2008). As alterações no padrão de distribuição e a redução 

de glicoconjugados de superfície observadas podem estar contribuindo para esse 

aumento de permeabilidade observado in vivo. 

Visto  a  observação  da  interação  das  toxinas  loxoscélicas  com  estruturas 

específicas  da superfície,  buscou-se  verificar  se estas se apresentam restritas  a 

superfície, ou se o veneno pode ser internalizado por essas células.  Utilizando a 

técnica de detecção citoquímica e análise em microscopia confocal, com as células 
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permeabilizadas,  foi  possível  observar  que,  além da  interação  com  a  superfície 

celular, as toxinas do veneno são internalizadas pelas células endoteliais (FIGURA 

10). 

Como  marcador  intracelular  utilizou-se  o  composto  LysoTracker  Red,  um 

composto acidotrópico que consiste em um fluorófoto ligado a uma base fraca que é 

parcialmente  protonada  apenas  em  pH  neutro,  penetrando  facilmente  pela 

membrana plasmática, concentrando-se tipicamente em organelas esféricas com pH 

ácido, especificamente lisossomos.

Com base nesse resultado, podemos sugerir que as toxinas que compõem o 

veneno podem ser internalizadas pelas células endoteliais.  No entanto, sabendo 

que o veneno total é uma mistura complexa de toxinas bioquímica e biologicamente 

diferentes,  não  é  possível  afirmar  qual  toxina  ou  que  proporção  de  toxinas  é 

internalizada através dessa marcação. 

A  sugestão  da  existência  de  um  mecanismo  específico  de  endocitose 

mediando  essa  internalização  do  veneno  pôde  ser  feita  a  partir  da  análise  da 

ocorrência  de  internalização  das  toxinas  do  veneno  a  37°C  mas  não  há  4°C 

(FIGURA  11).  Sabidamente,  independente  do  mecanismo  de  internalização,  a 

endocitose é fortemente dependente da temperatura (PADRÓN; BIZEAU; HAZEL, 

2000). 

Quanto ao mecanismo de entrada das toxinas do veneno na célula, nossos 

resultados  demonstram  que  as  toxinas  do  veneno  de  L.  intermedia  são 

internalizadas por endocitose de fase fluída (FIGURA 12). Como marcador desse 

tipo de endocitose foi utilizado a molécula fluorescente Lucifer Yellow (LY). O LY é 

um ácido disulfônico fluorescente que é internalizado por endocitose de fase fluída e 

entregue em endossomos iniciais onde se acumula com o passar do tempo; as duas 

cargas  negativas  impedem  que  a  molécula  atravesse  a  membrana  por  difusão 

(STEWART, 1981). As propriedades que fazem do LY um marcador de fase fluída 

incluem  a  alta  quântica  de  rendimento,  a  resistência  ao  fotoapagamento 

(Photobleaching),  a  ausência  de  toxicidade  para  as  células  nas  concentrações 

empregadas  e  a  ausência  de  metabolismo  celular  (BALLATORI  et  al,  1999).  O 

significado funcional da endocitose de fase fluída é sugerido pelo achado de que, 

quando a endocitose dependente de clatrina é inibida em células HeLa, a atividade 
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de caminhos  alternativos  aumenta  de  forma compensatória  para  restaurar  taxas 

similares de captação de membrana (DAMKE et al, 1995) .   

As células podem realizar endocitose de fase fluída por diversas vias, entre 

elas por macropinicitose e também por mecanismos independentes tanto de clatrina 

ou cavéolas (CONNER; SCHMID,  2003).  A compreensão das especificidades do 

mecanismo  de  endocitose  das  toxinas  do  veneno  de  L.  intermedia  nas  células 

endoteliais ainda precisa ser desvendada. 

Ao  longo  dos  últimos  anos,  vários  peptídeos  presentes  no  veneno  de 

serpentes e escorpiões têm sido caracterizados pela sua capacidade de atravesar a 

membrana plasmática (FEOFANOV  et al,  2005; WANG  et al.,  2005;  RAM  et al.,  

2008). Tanto a marocalcina quanto a crotamina, toxinas do veneno de escorpião e 

serpentes, respectivamente, descritas como pertencentes à família dos peptídeos 

que penetram nas células - CPPs (do inglês: cell-penetrating peptides) possuem a 

habilidade de entrarem eficientemente em diferentes tipos celulares, sugerindo que o 

processo de internalização das mesmas é independente da natureza biológica das 

membranas ou do tipo de receptores expressos na superfície das diferentes células 

(ESTÉVE et al., 2005; HAYASHI et al., 2008). Considerando que a internalização do 

veneno parece envolver características específicas das células endoteliais, uma vez 

que não foi  possível  verificar a sua internalização em células musculares lisas e 

epiteliais do ovário do hamster chinês - CHO (dados não mostrados), é interessante 

investigar as singularidades do processo endocítico dessas células. 

Ainda, outro dado que precisa ser analisado é se a endocitose das toxinas do 

veneno de  L.  intermedia  contribui  de alguma forma para o desenvolvimento dos 

efeitos citotóxicos induzidos sobre as células endoteliais ou se apenas faz parte de 

um processo constitutivo da própria célula endotelial. Apesar da internalização do 

veneno ser observada já uma hora após a exposição, é importante observar que 

VEIGA e colaboradores (2001a) mostram que células que foram soltas da placa, 

pela  exposição  ao  veneno  por  18  horas,  estavam  viáveis  e,  quando  eram 

submetidas ao replaqueamento, livre de veneno, voltavam a aderirem. O fato de o 

veneno colocalizar com os lisossomos sugere que o mesmo esteja seguindo para 

uma via de degradação. Trabalhando com a mesma linhagem endotelial, TRINDADE 

e  colaboradores  (2008)  demonstraram  que  a  heparina  é  endocitada  por  essas 

células e segue para degradação em lisossomos.  Dados adicionais do grupo de 
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pesquisa  coordenado  pela  Profa.  Helena  Nader  têm  mostrado  que  outros 

glicosaminoglicanos,  como Condroitim  4  e  6-sulfato,  Dermatam sulfato,  além de 

Fucanas obtidas de alga marrons, são internalizadas por estas células (dados ainda 

não  publicados).  Assim,  este  conjunto  de  dados  reforça  a  idéia  de  que  a 

internalização do veneno nas células endoteliais não seja um mecanismo mediado 

por receptor e que faz parte de um processo constitutivo da célula endotelial. 

Os  estudos  acerca  dos  mecanismos  de  entrada  de  toxinas  nas  células 

apontam  para  a  existência  de  três  passos  fundamentais:  (i)  a  interação  com  a 

membrana plasmática, (ii) o processo de entrada per se e (iii) o destino subsequente 

no citoplasma (RAM et al., 2008). 

É conhecido que as toxinas do veneno são encontradas depositadas sobre a 

superfície  das  células  endoteliais  e  que  as  fosfolipases  D  presentes  no  veneno 

interagem com lipídios específicos (PALUDO et al.,  2006; CHAIM  et al.,  artigo em 

fase de submissão). Nossos resultados demonstram que as toxinas do veneno de L. 

intermedia interagem com carboidratos  da  superfície  da  célula  endotelial,  sendo 

capazes  de  diminuir  a  proporção  dessas  moléculas  na  célula,  bem  como  com 

repectores  integrínicos  relacionados  com  o  mecanismo  de  adesão  celular.  De 

maneira pioneira sugere-se, que além da interação, ocorre a endocitose das toxinas 

do veneno loxoscélico pelas células endoteliais via endocitose de fase fluída, e que 

as toxinas seguem, no processo endocítico, para a fusão com os lisossomos.
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3.1. INTRODUÇÃO

3.1.1.  Morte celular programada – apoptose 

 Em organismos multicelulares a homeostasia é mantida pelo balanço entre 

proliferação e morte celular. Muitos mecanismos de morte celular têm sido descritos 

entre eles, os mais bem estudados são, a apoptose, a morte celular associada a 

autofagia e a necrose (KROEMER  et al.,  2005). A apoptose é reconhecida como 

uma  morte  desencadeada  por  uma  seqüência  ordenada  de  inúmeras  clivagens 

guiadas  por  enzimas  hidrolíticas  específicas,  que  degradam  estrutras 

macromoleculares,  como  o  DNA  e  o  citoesqueleto,  induzindo  mudanças 

morfológicas características (MARTIN; GREEN, 1995).

A  apoptose  pode  ser  dividida  em  fases  bioquímica  e  morfologicamente 

distintas. Na primeira, um estímulo pró-apoptótico aciona a ativação da maquinaria 

molecular central da apoptose (fase de sinalização). Na segunda, que é a fase de 

comprometimento,  a  maquinaria  molecular  de  execução  torna-se  completamente 

ativada. Apenas posteriormente a isso, na terceira fase, a fase de degradação, as 

características  padrão  da  apoptose  tornam-se  evidentes.  Estas  incluem  as 

alterações morfológicas e a fragmentação do DNA. O tempo decorrido entre cada 

fase até o desencadeamento total da apoptose é variável de acordo com cada tipo 

celular  (SARASTE;  PULKKI,  2000;  VERMES; HAANEN;  REUTELINGSPERGER, 

2000).  A FIGURA 13 apresenta um esquema dos acontecimentos envolvidos  na 

apoptose de maneira seqüencial. 

A partir da sinalização, que pode acontecer através de diferentes acionadores 

que geram estímulos pró-apoptóticos para as células, um dos eventos centrais da 

fase  de  comprometimento  ocorre  em  conseqüência  da  permeabilização  da 

membrana mitocondrial. Esse mecanismo é regulado pela família de proteínas Bcl-2 

(formada pelas proteínas do tipo BH3, do tipo Bax, e do tipo Bcl-2) (VALENTIJN; 

ZOUQ; GILMORE, 2004). O processo é iniciado por proteínas pro-apoptóticas da 

família BH3 (Bad, Bim, Bmf) que atuam como sentinelas, transmitindo o sinal de 

“stress” vindo das diferentes fontes através de um estímulo para a translocação de 

membros do tipo Bax (Bax, Bak e Bok) para a membrana externa da mitocôndria. 

Isso conduz para a permeabilização da  membrana e  conseqüente  liberação  do  
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FIGURA 13. ESQUEMA DOS PRINCIPAIS EVENTOS MOLECULARES QUE OCORREM DURANTE 
A APOPTOSE. A sinalização para os eventos que desencadeiam a apoptose são originadas por: 
dano no DNA; sinalização via  receptor  de fator de crescimento (GFR);  ligantes extracelulares de 
morte (DR) como FasL ou TNFRn; ou a adesão via integrinas. Estas diferentes moléculas levam para 
sinalização celular que, influenciam na expressão ou atividade das proteínas da família BH3 (que 
incluem a Bax e a Bcl-2). Estas atuam como sensores que transduzem esse sinal de dano e integram 
as respostas induzindo a permeabilização da membrana externa mitocondrial e, consequentemente, a 
liberação de fatores, como o citocromo c. Essa liberação induz a ativação da cascata de caspases, 
resultando na fase de execução da apoptose, com a degradação de proteínas, fragmentação do DNA 
e reconhecimento por fagócitos, culminando na morte celular. ADAPTADO DE: VALENTIJN; ZOUQ; 
GILMORE, 2004. 

citocromo c e outros fatores pró-apoptóticos. Uma vez no citoplasma, o citocromo c 

interage com o complexo Apaf-1 que recruta e ativa as caspases (GILMORE, 2005).

As proteínas do tipo Bcl-2 atuam bloqueando o desencadeamento da cascata 

de caspases pela manutenção da integridade da membrana, prevenindo a formação 

de  poros.  Essas  proteínas  anti-apoptóticas  estão  superexpressas  em  células 

endoteliais quando essas estão aderidas a fibronectina, via integrina α5β1. Assim, a 

liberação  do  citocromo  c  pela  mitocôndria  é  desencadeada  pela  alteração  nas 

proporções de membros pró-apoptóticos e anti-apoptóticos da família de proteínas 

Bcl-2 (GROSSMANN, 2002).

Concomitantemente  a  esse  processo,  uma  das  modificações  moleculares 

mais importantes ocorridas durante a apoptose é a reoganização da arquitetura da 

membrana plasmática,  que envolve  a redistribuição do fosfolipídio  fosfatidilserina 
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para a porção externa da membrana (BEVERS  et al.,  1982; KRYSKO; D´HERDE; 

VANDENABEELE,  2006).  Tal  evento  é  de  extrema  importância  para  o 

reconhecimento e fagocitose da célula morta (KRYSKO et al., 2008).

As alterações morfológicas características que são desencadeadas na fase 

de  execução  são  resultado  da  ativação  de  cisteíno-proteases  que  clivam  suas 

proteínas-alvo em resíduos de aspartato  específicos,  denominadas caspases (do 

inglês: Cystein dependent ASPartate cleaving proteASE) (REED,  2000).  Dentre 

essas  alterações incluem-se  a  perda característica  da  integridade  da  membrana 

plasmática, com a formação de blebs, a condensação da cromatina, a fragmentação 

nuclear,  a  vacuolização  citoplasmática  e  a  formação  de  corpos  apoptóticos 

(SARASTE; PULKKI, 2000).

3.1.2. Mecanismo de morte celular por desalojamento – anoikis

Conforme  apresentado  anteriormente,  a  execução  da  apoptose,  pode  ser 

induzida por diferentes acionadores. A perda da adesão da célula ou uma adesão 

celular inadequada é um dos fatores que desencadeia apoptose. 

Cabe salientar que em organismos multicelulares, as células não existem de 

maneira  isolada,  elas  apresentam-se  associadas  com  células  vizinhas  e  com  o 

ambiente extracelular. A matriz extracelular (MEC) circunda a célula e fornece um 

suporte  físico  para  a  adesão  celular.  A  ancoragem  da  célula  na  MEC  não  é 

meramente  estrutural,  tendo  em  vista  que  essa  ligação  estimula  cascatas  de 

transdução  de  sinais  que  medeiam  a  sinalização  requerida  para  a  proliferação, 

migração, diferenciação e sobrevivência da célula (VALENTIJN; ZOUQ; GILMORE, 

2004). 

 As  primeiras  observações  de  que  a  adesão  celular  é  requerida  para  a 

sobrevivência celular surgiram no inicio da década de 90, com o estudo em células 

epiteliais e células endoteliais (MEREDITH; FAZELI; SCHWARTZ, 1993; FRISCH; 

FRANCIS, 1994). Esse tipo de apoptose foi  então denominado de “anoikis”,  cujo 

termo  origina-se  do  grego,  que  significa  estado  de  desalojamento.  A  morte  por 

anoikis descrita  nesses  tipos  celulares  previne  que  essas  células,  quando 

desaderidas do substrato, possam colonizar outros locais (FRISCH; RUOSLAHTIT, 

1997). 



59
3. CAPÍTULO II – INTRODUÇÃO 

Atualmente,  o  papel  da  ancoragem  para  a  sobrevivência  celular  é 

amplamente  distribuído,  sendo  descrito  e  estudado  em inúmeros  tipos  celulares 

aderentes como fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais de brônquios, de 

fígado, de intestino, da próstata e também em queratinócitos (GROSSMANN, 2002). 

A adesão celular é um mecanismo complexo que envolve diversas moléculas 

adesivas,  que  interagem  com  a  MEC  (ancoragem  célula-matriz  extracelular, 

principalmente por integrinas) e também com células homotípicas ou heterotípicas 

da  vizinhança  (ancoragem  célula-célula,  principalmente  por  glicoproteína  da 

superfamília  das  caderinas).  Assim,  o  processo  de  perda  de  adesão  da  célula 

envolve a desestabilização de diferentes tipos de interação célula-célula e célula-

matriz extracelular, sendo anoikis o resultado final desse processo (GROSSMANN, 

2002).  Além  disso,  o  formato  da  célula  também  desempenha  papel  importante, 

tendo sido demonstrado que apenas a adesão à MEC não é suficiente para prevenir 

anoikis (ZANETTI et al., 1994). O formato da célula é controlado pelo citoesqueleto e 

suas conexões extracelulares, que são estabelecidas pelos diferentes ligantes de 

membrana,  principalmente  por  integrinas  e  caderinas.  Mudanças  nessas  forças 

mecânicas  podem  alterar  a  sinalização  associada  com  a  adesão  celular, 

influenciando, assim, a sobrevivência da célula (GILMORE, 2005). 

Apesar  da  definição  única,  anoikis é  essencialmente  apoptose.  Todas  as 

alterações  que  caracterizam  a  apoptose,  incluindo  a  fragmentação  nuclear  e  o 

blebbling  da  membrana,  são observadas durante  a  anoikis (VALENTIJN;  ZOUQ; 

GILMORE, 2004).

3.1.3. Proteoglicanos de heparam sulfato da superfície celular

A  molécula  de  heparam  sulfato  faz  parte  de  um  grupo  estruturalmente 

complexo de polissacarídeos, pertencentes à família dos glicosaminoglicanos. Estes 

são  heteropolissacarídeos  lineares  formados  por  unidades  dissacarídicas 

constituídas  por  uma hexosamina (D-glucosamina ou  D-galactosamina)  unida  por 

ligação glicosídica a um açúcar não nitrogenado, que pode ser um ácido urônico (D-

glucurônico ou  L-idurônico) ou um açúcar neutro (D-galactose).  A maioria desses 

polissacarídeos  apresenta  grupamentos  sulfatados  que,  juntamente  com  os 
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carboxílicos dos ácidos urônicos, conferem uma alta densidade aniônica a esses 

compostos (MATHEWS, 1975).

Os glicosaminoglicanos, com exceção do ácido hialurônico, são sintetizados 

na  forma  de  proteoglicanos,  nos  quais  as  cadeias  sacarídicas  estão  ligadas 

covalentemente  a  um  esqueleto  (core)  protéico  (DIETRICH,  1984;  KJELLÉN; 

LINDAHL,  1991).  Os  proteoglicanos  estão  presentes  na  matriz  extracelular, 

membrana basal,  superfície celular,  como também intracelularmente em grânulos 

secretórios  (POOLE,  1986;  NADER  et  al., 1989;  ESKO,  1991;  IOZZO,  1998).  A 

atividade  biológica  de  cada  proteoglicano  depende  das  propriedades  do  seu 

esqueleto  protéico,  da  estrutura  química  do(s)  seu(s)  glicosaminoglicano(s) 

covalentemente  ligado(s)  e  sua  localização.  No  entanto,  o  tipo  de  cadeia  de 

glicosaminoglicano ligada exerce  uma grande  influência  na  sua  função biológica 

(DIETRICH, 1984; ESKO, 1991; BERFIELD et al., 1999).

Uma grande variedade de proteoglicanos, especialmente proteoglicanos de 

heparam  sulfato,  estão  associados  à  superfície  celular.  Existem  16  proteínas 

diferentes que carregam cadeias de heparam sulfato,  sendo que a maioria  é  de 

superfície  celular  (sindecans  ou  glipicans)  (TUMOVA;  WOODS;  COUCHMANN, 

2000). 

Tem  sido  mostrado,  que  os  proteoglicanos  de  heparam  sulfato  estão 

envolvidos  com importantes  funções celulares,  incluindo:  reconhecimento  celular, 

proliferação celular, adesão célula-matriz extracelular e célula-célula, bem como na 

hemostasia  (DIETRICH et  al.,  1977;  PORCIONATTO;  NADER;  DIETRICH, 1999; 

WOODS,  2001;  NAKATO;  KIMATA,  2002;  NADER  et  al.,  2004).  Os  sindecans 

podem,  também,  atuar  como  co-receptores  juntamente  com  as  integrinas, 

modulando  as  interações  entre  o  citoesqueleto  e  a  matriz  extracelular  (OH; 

WOODS;COUCHMAN, 1997; WOODS, 2001). Experimentos utilizando drogas que 

interferem  na  síntese  das  cadeias  de  heparam  sulfato  têm  demonstrado  o 

requerimento desta molécula para o desenvolvimento dos pontos de contatos focais, 

(WOODS; COUCHMAN, 1998). 

Muitas  das  propriedades  funcionais  do  heparam  sulfato  dependem  da 

interação entre o glicosaminoglicano e várias proteínas da MEC, como fibronectina 

(YAMADA,  1983;  WIERZBICKA-PATYNOWSKI;  SCHWARZBAUER,  2003), 

vitronectina  (HAYMAN  et  al.,  1983;  UNDERWOOD;  KIRKPATRICK.;  MITCHELL, 
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2002),  laminina (SAKASHITA; ENGVALL; ROUSLAHTI,  1980; SASAKI;  FASSLER; 

HOHENESTER, 2004), trombospondina (BERGE et al., 1999), colágenos (tipo I, III e 

V) (DELACOUX et al., 1998) e tenascina (JANG et al., 2004).

A presença de heparam sulfato na superfície de células endoteliais em cultura 

foi primeiramente observada por BUONASSISI (1973). Posteriormente, verificou-se 

que este heparam sulfato apresentava um efeito inibitório na coagulação sangüínea 

(BUONASSISI; COLBURN, 1983). A análise da estrutura da cadeia sacarídica deste 

proteoglicano mostrou que, na realidade,  trata-se de um copolímero de heparam 

sulfato e heparina, em que regiões características da molécula de heparina estão 

intercaladas entre regiões típicas de heparam sulfato (NADER et al., 1987).
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3.2. OBJETIVOS

Sabendo que o veneno de L. intermedia age na matriz extracelular e provoca 

inúmeras alterações morfológicas, observadas até 18 horas de exposição, esta parte 

do trabalho foi focada em um estudo do efeito prolongado de tratamento, verificando 

se ocorre morte celular por ação direta ou indireta das toxinas loxoscélias. 

 Assim, utilizando células expostas ou não (controle) às toxinas do veneno de L. 

Intermedia, por tempos de exposição prolongados (até 48 horas), os objetivos deste 

capítulo foram:

•  Avaliação morfológica e ultra-estrutural das células;

•  Determinação do mecanismo de morte celular que é desencadeado;

•  Verificação  de  possíveis  alterações  em  biomoléculas  importantes  para  a 

adesão célula-célula e célula-matriz extracelular; 

•  Avaliação de compostos que podem proteger as células, caso o veneno tenha 

uma ação indireta. 
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3.3. MATERIAS E MÉTODOS

3.3.1. Cultura celular

Células  endoteliais  de  aorta  de  coelho  (linhagem  RAEC)  (BUONASSISI, 

1973), células de ovário de hamster chinês (CHO), sendo uma linhagem selvagem 

(CHO-K1)  e  uma  variante  mutante  (CHO-745),  deficiente  na  enzima 

xilosiltransferase,  a  qual  está  envolvida  na  biossíntese  dos  glicosaminoglicanos 

(ESKO; STEWART; TAYLOR, 1985), foram mantidas em meio F12 (Invitrogen) com 

L-glutamina, suplementado de bicarbonato de sódio (14mM), 10% de SFB  (Cultilab), 

antibiótico (100IU/mL de penicilina) e antimicótico (100µg/mL estreptomicina), ambos 

provenientes da Sigma (Sigma–Aldrich).  Foi utilizado também uma linhagem celular 

deficiente do proteoglicano de heparam sulfato de superfície (Sindecam-4), obtida 

utilizando  técnicas  de  iRNA,  nas  células  endoteliais  RAEC.  Esta  linhagem 

denominada de10+ e foi  mantida em meio F12 suplementado de 10% de SFB e 

antibiótico (100µg/mL de higromicina). Essas linhagens celulares foram gentilmente 

cedidas pela Profa. Dra Helena Bonciani Nader – UNIFESP.  

A  manutenção  e  subcultivo  das  mesmas  foram  semelhantes  à  descrição 

realizada no item 2.3.4.

Em  determinados  ensaios,  as  diferentes  linhagens  celulares  foram 

plaqueadas  em  placas  de  24  poços  e  incubadas  com  veneno  (40µg/mL)  por 

diferentes períodos de tratamento. Após os períodos específicos, as células foram 

fotografas com câmera digital acoplada a um Microscópio de fase Invertida Leica 

MPS30 (Leica Microscopy System Ltd. Heerbrugg, Switzerland). Posteriormente, o 

meio  foi  removido,  placa  de  cultura  foi  lavada  e  as  células  que  permaneceram 

aderidas ao tratamento com veneno foram soltas com pancreatina, coletadas em 

tubos de centrífuga e contadas em Câmera de Newbauer.

3.3.2. Análise por citometria de fluxo

Células endoteliais foram plaqueadas em placas de 24 poços na proporção de 3 

x 104 cél/poço e mantidas por 5 dias em cultura. A seguir, as células foram tratadas 

com 40µg/mL de veneno em meio F12,  por  24  horas ou  48  horas,  sendo cada 

variável  realizada  em  triplicata.  Após  o  período  de  tratamento,  as  células  que 

estavam  soltas,  devido  à  ação  do  veneno,  foram  coletadas  e  as  células  ainda 
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aderidas foram soltas da placa, utilizando pancreatina e, então acondicionadas em 

tubos e analisadas em citometro de fluxo FACScalibur da Becton-Dickinson (Becton 

Dickison, Mountain View,CA, EUA).

3.3.3. Microscopia eletrônica de transmissão

Células endoteliais foram mantidas em garrafas de cultura de 150mL por 5 dias a 

37°C, 5% de CO2 e tratadas com 40μg/mL de veneno de L. intermedia por 6, 18, 24 

ou 48 horas. Para controle experimental, um lote paralelo de células foi utilizado, 

porém sem o tratamento com o veneno, mas mantidas sob as mesmas condições. 

Após o período de incubação com o veneno, as células foram lavadas em tampão 

cacodilato de sódio (Sigma-Aldrich) (0,1M – pH 7,4). As células foram então fixadas 

por  2  horas  em solução  fixadora  de  Karnovisky  (2,0% de  glutaraldeído,  4% de 

paraformaldeído  (ambos  adquirido  da  Electron  Microscopy  Sciences),  1mM  de 

cloreto de cálcio em tampão cacodilato sódio 0,1M, pH 7,2-7,4), na própria garrafa 

de cultural em temperatura ambiente. Após a fixação, as células foram lavadas em 

tampão cacodilato 0,1M por 3 vezes de 10 minutos cada. Processou-se então a pós-

fixação durante 1 hora, no escuro em temperatura ambiente, com 1% de tetróxido de 

ósmio (Electron Microscopy Sciences), 0,8% de ferricianeto de potássio e 1mM de 

CaCl2  em  tampão  cacodilato  de  sódio  0,1M  –  pH  7,2-7,4.  Após  a  pós-fixação, 

novamente as células foram lavadas 3 vezes em tampão cacodilato de sódio 0,1M. 

As células foram então raspadas das garrafas de cultura e transferidas para tubos 

de centrífuga. Posteriormente foram submetidas à desidratação em acetona (Merck) 

iniciando pela  incubação duas vezes  70%, uma vez  em 90% e duas vezes  em 

acetona 100%. Cada troca foi realizada num período aproximado de 12 horas, sendo 

o  pellet  de  células,  em  cada  etapa,  centrifugado  e  ressuspenso  na  próxima 

concentração.  Na  última  incubação,  transferiu-se  o  pellet para  cápsulas  BEEN 

(Electron Microscopy Sciences), na qual foi realizada a infiltração do material em 

mistura de Epon:Acetona, em série decrescente (acetona: epon 2:1, 1:1, 1:2), por 

períodos aproximados de 12 horas, seguida pela emblocagem realizada na resina 

Epon  812  (Electron  Microscopy  Sciences).  Após  a  polimerização  da  resina,  em 

estufa  a  60°C  por  5  dias,  os  blocos  foram  cortados  em  ultramicrótomo  (Leica, 

UltraCut  R,  Hidelberg,  Alemanha).  Os  cortes  ultrafinos  foram  contrastados,  no 

escuro,  com Acetato  de  Uranila  (Electron  Microscopy Sciences)  por  20  minutos, 
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seguido  de  solução  de  Reynolds  (nitrato  de  chumbo e  citrato  de  sódio)  por  10 

minutos e então observados no Microscópio Eletrônico de Transmissão Jeol 1200 

EXII  (Jeol,  Peabody,  MA,  EUA),  do  Centro  de  Microscopia  Eletrônica  (CME)  da 

UFPR. 

3.3.4. Detecção da apoptose pela exposição da fosfatidilserina

O Kit para detecção de apoptose, contendo anexina V conjugada com FITC e 

iodeto de propídio  (BD, Becton Dicksons,  Franklin Lakes, NY,  EUA), foi  utilizado 

para detectar a exposição da fosfatidilserina e da ligação ao DNA, respectivamente. 

Resumidamente,  células  endoteliais  foram  plaqueadas  em  Frascos  75  cm2 e 

mantidas  até  a  confluência.  A  seguir,  as  células  foram  expostas  às  toxinas  do 

veneno de L. intermedia (40µg/mL) por 6, 18, 24 ou 48 horas. Após a incubação, as 

células soltas pela ação do veneno foram coletadas separadamente e as que ainda 

permaneciam  aderidas  foram  removidas  com  pancreatina  e  então  coletadas. 

Alíquotas de 1x106 células provenientes dos diferentes tempos de incubação, foram 

incubadas  com 1mg/mL  de  anexina  V  conjugada  com  FITC,  por  15  minutos,  à 

temperatura  ambiente.  Após  a  incubação,  foi  adicionado  iodeto  de  propídio  (5 

µg/mL)  (PI)  e  suspensão  celular  foi  analisada  em  citometro  de  fluxo,  utilizando 

FACScalibur. Esse ensaio discrimina células viáveis (anexina V-/ PI-) de células com 

apoptose inicial (anexina V+/PI-), células em estágios tardios de apoptose (anexina 

V+/PI+) e células em necrose (anexina V-/PI+). Um total de 30.000 eventos foram 

analisados com cada variável em triplicata e os dados analisados no software Cell 

Quest. Foram realizados três ensaios independentes. 

Outro  ensaio,  utilizando  a  exposição  do  veneno  para  as  células  em 

suspensão, foi também realizado. Para tanto, as células foram soltas com 1mM de 

EDTA,  centrifugadas,  coletadas  em  tubos  de  centrífuga.  Alíquotas  de  1x106 

células/tubo foram mantidas em suspensão em estufa BOD (demanda bioquímica de 

oxigênio- Quimis- Diadema, SP, Brasil), sob agitação branda a 37°C, na ausência 

(controle) ou na presença de veneno por 24 ou 48 horas. Após a incubação, as 

células foram lavadas e processadas de forma semelhante à descrição acima. 
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3.3.5. Western blotting

A expressão da Bax foi analisada por Western Blotting nas células tratadas com 

veneno por 0 (controle), 3, 6, 18, 24 ou 48h. Após os períodos de incubação, as 

células  foram  raspadas  das  placas  de  cultura,  lavadas  com  PBS  e  o  pellet  foi 

incubado com tampão de lise (50Mm de Tris HCl, pH 7,3, 150mM de NaCl, 1% de 

Triton  X100,  1mM  de  EDTA,  1mM  de  PMSF,  5mM  de  Iodocetamina,  5mM  de 

Benzamidina) por 30 minutos. A seguir, as células foram centrifugadas a 10.000g 

por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado, sendo que o pellet foi descartado. 

Alíquotas  contendo  80µg  proteínas  celulares  foram  submetidas  à  corrida 

eletroforética em gel de SDS PAGE a 12%, sendo que as amostras previamente 

tratadas  com  tampão  de  amostra  em  condição  redutora  (contendo  β-

mercaptoetanol),  sendo  fervidas  por  5  minutos  a  100°C.  Após  a  corrida 

eletroforética, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose,  a 

qual foi bloqueada por uma hora com solução de TBST (20mM de Tris-HCl, pH 7,7, 

500mM de NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé). 

Após o bloqueio, a membrana foi  incubada com anticorpo IgG anti-Bax (BD) (na 

diluição de 1:250 em TBST, contendo 5% de leite desnatado)  overnight.  Após a 

incubação, a membrana foi lavada três vezes por 5 minutos com TBST, e incubada 

por 1hora com anticorpo IgG anti-mouse conjugado com peroxidase (na diluição de 

1:3000 em TBST, contendo 5% de leite desnatado). Após a incubação, a membrana 

foi novamente lavada por três vezes de 5 minutos cada, com TBST e a reação foi 

revelada  por  quimioluminescência,  após  incubação  da  membrana  com substrato 

para a peroxidase por 5 minutos e exposição do filme de Raio-X. 

3.3.6. Ensaios de imunofluorescência 

Células endoteliais foram plaqueadas em lamínulas circulares de 13 mm de 

diâmetro (5 x 103 células por lamínulas) e mantidas em cultura (37ºC a 5% de CO2) 

por 4 dias. As células foram expostas ou não (controle) às toxinas do veneno de 

aranha marrom (40μg/ml) diluído em meio F12, sendo mantidas por 3 horas a 37°C.

Após o período de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas 

em solução de paraformaldeído (Electron Microscopy Sciences, EUA) (2% em PBS) 
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por 30 min. A seguir,  foram lavadas com PBS, seguido de bloqueio dos radicais 

aldeídicos livres, pela incubação com solução de glicina 0,1M por 2 minutos (Merck, 

Alemanha). Após a lavagem novamente com PBS, as células foram incubadas com 

solução  de  albumina  (1% em PBS)  por  20  minutos,  para  bloquear  os  sítios  de 

interação inespecífica para proteínas. 

Para a imunomarcação foi utilizado anticorpo monoclonal anti-integrina  α5β1 

(1:100) (Santa Cruz, EUA) e anticorpo monoclonal anti-E-caderina (1:250) diluídos 

em PBS contendo 1% de BSA, por 1hora. Após o período de incubação, as células 

foram lavadas 5 vezes em PBS. As células foram, então, submetidas a um novo 

bloqueio com PBS contendo 1% de BSA por 20 minutos. A seguir, as células foram 

então incubadas com anticorpo anti-IgG de cabra, conjugado com Texas Red (1:250 

em PBS) por 40 minutos (Jackson ImmunoResearch,EUA), sendo posteriormente 

lavadas por dez vezes com PBS.  

Após as incubações dos anticorpos as células foram novamente lavadas 

com PBS e então coradas com solução de DAPI (Molecular Probes, EUA), 3 μM em 

PBS por 15 minutos. Ao final da incubação, as células foram lavadas com PBS por 5 

vezes e lavadas com água bidestilada e então montadas em lâminas histológicas 

com Fluoromont G (2:1 em PBS) (Electron Microscopy Sciences, EUA). O material 

foi  analisado  em  Microscópio  Confocal  Radiance  2100  da  Bio  Rad  (Bio  Rad 

Hercules, Richmond, CA, EUA).

3.3.7. Microscopia eletrônica de varredura

As diferentes linhagens celulares foram plaqueadas em lamínulas circulares de 

13mm de diâmetro e expostas ou não (controle) às toxinas do veneno (40µg/mL) em 

diferentes intervalos de tempos a 37°C, 5% CO2. Após o período de incubação, as 

células foram lavadas com meio F12 e posteriormente com tampão cacodilato 0,1M, 

pH  7,4  e  então  fixadas  à  temperatura  ambiente  por  2  horas  em  2,5%  de 

glutaraldeído  em  tampão  cacodilato  0,1M.   Após  as  lavagens  com  tampão 

cacodilato, as células foram pós-fixadas com 1 % de tetróxido de ósmio em tampão 

cacodilato 0,1M por uma hora. As lamínulas foram desidratadas em concentrações 

crescentes  de  etanol  a  partir  do  etanol  30%  até  etanol  absoluto  (Merck)  em 

incubações de 10  minutos cada. A seguir, foram subtidas ao ponto crítico do CO2 
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(Modelo CPD-030 Critical Point Dryer, Bal Tec, Alemanha) e metalizadas com ouro 

(Modelo: SCD030 – Balzers Union FL 9496, Balzers, Alemanha). As imagens foram 

obtidas em um Microscópio Eletrônico de Varredura (JEOL J.S.M-6360 L.V., EUA) 

no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) da UFPR. 

3.3.8. Análise estatística

Os resultados foram expressos como a média ± o erro padrão da média e 

analisados por ANOVA de uma via. A diferença estatística foi confirmada pelo pós-

teste de Tukey. Foi considerado estatisticamente significativo p<0,05.
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3.4. RESULTADOS     

3.4.1. Veneno  de  L.  intermedia  causa  morte  nas  células  endoteliais  após  longo 

período de exposição

Com  o  propósito  de  verificar  os  possíveis  efeitos  citotóxicos  do  veneno 

loxoscélico por longos períodos de exposição, as células endoteliais foram expostas 

por 24 e 48 horas com as toxinas de L. intermedia. Como demonstrado na FIGURA 

14, após a incubação do veneno por 24 horas, ocorre uma diminuição na densidade 

celular,  bem como alterações  marcantes  na  morfologia  das  células.   As  células 

diminuem  a  adesão  ao  substrato,  tornando-se  arredondadas  e  agrupadas  em 

agregados.  Verifica-se  a presença tanto  de  células ainda aderidas como células 

soltas. 

Já em 48 horas, essas alterações tornam-se ainda mais pronunciadas, onde 

se observa que praticamente a maioria das células se soltou da placa. Ainda, nota-

se,  que  as  poucas  células  aderidas  apresentam-se  com  a  forma  arredondada, 

mostrando claramente que estão em processo de desadesão. 

FIGURA  14  -  ALTERAÇÕES  MORFOLÓGICAS  EM  CÉLULAS  ENDOTELIAIS  APÓS  24  E  48 
HORAS DE EXPOSIÇÃO ÀS TOXINAS DO VENENO.  Células endoteliais foram plaqueadas em 
placas de 24 poços na densidade de 5x103 cel/poço e mantidas em cultura por 5 dias.  Sob as 
mesmas condições, as células foram expostas à 40µg/mL de toxinas do veneno de L. intermedia, por 
24 ou 48 horas. Nota-se que, com o passar do tempo o veneno provoca a desadesão das células. 
Barra=100µm. 

Como  o  veneno  agiu  soltando  as  células,  buscou-se  avaliar,  dentre  a 

população  celular  que  foi  exposta  às  toxinas  (células  soltas  e  aderidas),  a 

integridade das  células,  a  qual  foi  realizada por  citometria  de  fluxo.  As  análises 

dessas  células,  sem  auxílio  de  marcação,  utilizando  apenas  o  tamanho  (FSC- 
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scatter) e a granulosidade celular (SSC- scatter), revelam que tanto após 24 quanto 

48 horas, há duas populações distintas  (FIGURA 15). Através destes parâmetros, 

pode  distinguir  R3  como  sendo  uma  população  de  células  íntegras  e  R2  uma 

população composta de debris celulares. 

Comparando os gráficos obtidos do tratamento por 24 horas, com aqueles na 

ausência  do  veneno,  não  é  possível  visualizar  nenhuma  diferença  significativa 

aparente na localização das células dentro das duas populações (FIGURA 15). Este 

dado foi  confirmado através dos valores gerados pelo software CellQuest (dados 

não mostrados). 

Após  exposição  ao  veneno  por  48  horas,  a  quase  totalidade  das  células 

encontra-se na população R2, isto é, juntamente com os debris celulares (FIGURA 

15). Com este dado pode-se supor que aquela pequena fração de células aderidas, 

observadas na microscopia de luz, são estas detectadas em R3. Assim, os dados 

sugerem também que as células de 48 horas em R2 são as células que soltam e, 

possivelmente estão em processo de morte celular.

3.4.2. Análise  ultra-estrutural  das  células  expostas  às  toxinas  do  veneno  de  L. 

intermedia 

Para uma melhor caracterização das alterações morfológicas induzidas nas 

células  endoteliais  expostas  ao  veneno  de  L.  intermedia e  observadas  em 

microscopia  de  luz,  foi  empregada  a  análise  ultra-estrutural  por  microscopia 

eletrônica de transmissão (FIGURA 16). 

Observa-se  que  as  células  controles  apresentam  um  aspecto  alongando 

refletindo sua aderência ao substrato. Essas células apresentam núcleo muito ativo, 

acompanhando a  morfologia  celular,  com predomínio  de  eucromatina  e nucléolo 

grande e bem evidente. No citoplasma foi possível observar as organelas intactas 

com arquitetura ultra-estrutural  característica.  Além disso,  o  contorno celular  e  a 

membrana  plasmática  apresentam-se  preservados  e  não  mostram  sinais  de 

alterações ultraestruturais (FIGURA 16- ctr).   
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FIGURA 15 -  AS TOXINAS DO VENENO DE  L. intermedia  INDUZEM MORTE CELULAR. Após a 
exposição ou não (controle) ao veneno, as células endoteliais foram agrupadas (células aderidas com 
as soltas) e analisadas em citometria de fluxo. Para verificar a estabilidade celular, duas populações 
foram  distinguidas,  sendo  R3  como  uma  população  de  células  íntegras  e  R2  como  população 
composta de debris celulares. Após 48horas de exposição, observa-se um número maior de células 
na  população  R2,  indicando  morte  celular.  Resultados  representativos  de  três  experimentos 
realizados isoladamente.
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Já,  as  células  expostas  às  toxinas  do  veneno  demonstram  nítido 

comprometimento morfológico. Com exposição de apenas 6 horas, estas tornam-se 

arredondadas com uma retração do volume, bem como do corpo celular (FIGURA 

16-6h).  Essas  alterações  ficam ainda  mais  evidentes  após  períodos  maiores  de 

exposição. 

Após  18  horas  de  tratamento,  as  células  exibem  inúmeras  projeções 

membranares (blebs) contendo fragmentos de constituintes celulares (organelas) no 

seu interior. Também é possível observar a condensação da cromatina com a sua 

marginalização  para  a  membrana  nuclear  (FIGURA  16  -18h).  Essas  alterações 

indicam sofrimento celular. 

Alterações  ultra-estruturais  características  de  células  apoptóticas  são 

evidentes nas células tratadas com veneno por 24 e 48 horas (FIGURA 16 -24h e 

48h). Tais alterações envolvem: a) encolhimento das células e do núcleo (núcleo 

picnótico);  b)  membrana  nuclear  formando  bordas  irregulares  com  inúmeras 

reentrâncias;  c)  condensação da cromatina  em massas granulares  uniformes;  d) 

vacuolização citoplasmática abundante e e) perda característica da integridade da 

membrana  plasmática.   Essas  alterações  ultraestruturais  são  indicativas  de 

apoptose  e  são  claramente  diferentes  daquelas  exibidas  por  células  necróticas. 

Assim, esses resultados sugerem que o mecanismo de morte celular induzido pelo 

veneno de L. intermedia sobre células endoteliais é apoptose.
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FIGURA  16  - ANÁLISE  ULTRA-ESTRUTURAL  DE  CÉLULAS  ENDOTELIAIS  EXPOSTAS  AO 
VENENO DE L. intermedia. Células endoteliais foram mantidas em cultura até a confluência e então 
foram expostas  às  toxinas  do  veneno  por  0  (controle  –  Ctr)  6,  18,  24  e  48  horas.  Podem ser 
evidenciadas profundas alterações morfológicas, as quais são visíveis de maneira tempo dependente. 
Após  18  horas  de  exposição  fica  evidente  a  formação  de  blebs (setas).  Note  em  24  horas  a 
condensação da cromatina em massas uniformes (cabeças de setas) e em 48 horas a vacuolização 
do citoplasma (asteriscos). 
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3.4.3. O veneno de L. intermedia causa apoptose nas células endoteliais 

Os dados mostram que o veneno solta  as célula  e,  leva a uma perda da 

integridade  celular,  e  demais  características,  que  sugerem  um  processo  de 

apoptose.  Para  confirmar  este  dado,  buscou-se  avaliar  por  Western  blotting a 

expressão da proteína pro-apoptótica Bax.  A FIGURA 17 mostra que a expressão 

da Bax aumenta já após 6 horas de tratamento com as toxinas do veneno, o que 

confirma nossos dados de que o veneno de L. intermedia induz apoptose em células 

endoteliais.

FIGURA 17- CINÉTICA DA EXPRESSÃO DE BAX EM CÉLULAS ENDOTELIAIS TRATADAS COM O 
VENENO. Culturas de células endoteliais foram incubadas com o veneno (40µg/mL) pelos períodos 
indicados. O conteúdo de Bax das células lisadas foi analisado por Western Blotting pela reação com 
anticorpo específico como descrito em Métodos. A expressão da Bax aumenta a partir de 6 horas de 
exposição às toxinas do veneno, indicando que houve um estímulo para a apoptose a partir desse 
tempo de exposição ao veneno. 

Adicionalmente,  buscou-se avaliar  se este mecanismo de morte celular  foi 

resultante da ação direta do veneno ou em decorrência da desadesão celular. 

Para  tanto,  foi  utilizado  em  conjunto  Anexina  V  (composto  que  liga-se 

especificamente à fosfatidilserina) e iodeto de propídio (PI) (composto que intercala-

se com o DNA celular, propriedade esta que é observada apenas nas células que 

não  possuem integridade de membrana),  que permite  diferenciar  o  processo de 

necrose com a apoptose. Ainda, em caso deste último, é possível determinar em 

qual período de apoptose as células se encontram. 

A  interpretação  dos  resultados  se  baseia  na  distinção  de  células  em:  a) 

condição normal  (ausência  de  marcação);  b)  apoptose inicial  (marcação positiva 

apenas para anexina V); c) apoptose tardia (marcação positiva para anexina V e PI) 

e d) necróticas (marcação positiva para PI e negativa para anexina V).
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Os resultados  estão  ilustrados  na  FIGURA 18  A.  Observa-se  que  células 

expostas por 6 horas mostram ausência de marcação para ambos os marcadores, 

mostrando que ainda são viáveis, tais como as células controles. Este dado confirma 

os resultados avaliados ultraestruturalmente (FIGURA 16). 

Para os tempos  18 e 24 horas de tratamento, foi  avaliado separadamente 

tanto as células em suspensão, como aquelas que ainda permaneciam aderidas. 

Observa-se que aproximadamente 80% das células que foram expostas por 

18  horas,  mas  que  ainda  estavam  aderidas,  encontram-se  em  apoptose  inicial 

(marcação  apenas  para  a  Anexina  V).  Já  as  células  soltas,  cerca  de  30% 

apresentam sinais de apoptose tardia (marcadas tanto para anexina V, quanto para 

o PI). 

Nas  células  tratadas  por  24  horas,  observa-se  que  quase  a  totalidade 

daquelas que apresentavam-se aderidas (aproximadamente 95%) encontram-se em 

apoptose inicial. No caso das células soltas, observa-se sinais de apoptose tardia 

em cerca de 50% delas. 

Como  mostrado  anteriormente,  após  48  horas  de  exposição  praticamente 

todas as células estão em suspensão, logo, neste caso, apenas células soltas foram 

avaliadas. Observa-se que a fração de células em apoptose tardia é superior a 60% 

(FIGURA 18 A).

Este  conjunto  de  dados  foi  plotado  em  um  gráfico,  para  avaliar 

comparativamente a porcentagem de células presente nos diferentes estágios de 

apoptose.  Nota-se  com  mais  clareza  que  a  apoptose  tardia  e  a  apoptose  total 

(apoptose inicial  mais apoptose tardia) aumentam de maneira tempo dependente 

(FIGURA 18B).

Em todos os casos que foram avaliados células em suspensão,  retirou-se 

uma alíquota e estas foram lavadas e, posteriormente, replaqueadas. Curiosamente, 

as células expostas por 18 horas aderem e retomam o processo de proliferação 

celular, de forma similar às células normais. Para as células expostas por 24 horas, 

apenas uma pequena parcela volta a readerir e aquelas expostas por 48 horas não 

se observa mais a readesão (resultados não mostrados).

Com base nesses resultados, pode-se sugerir que a sinalização para a morte 

celular observada nas células endoteliais após exposição às toxinas do veneno de 

L.  intermedia  é  iniciada  durante  o  processo  de  desadesão  celular.  Todavia,  o 

desencadeamento da morte celular propriamente dito é iniciado apenas nas células 
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FIGURA  18  -  APOPTOSE  INDUZIDA  PELAS  TOXINAS  DO  VENENO  DE  L.  intermedia  EM 
CÉLULAS ENDOTELIAIS. Células endoteliais foram expostas ao veneno por 0 (controle) 6, 18, 24 e 
48 horas. Após a incubação, as células foram coletas e processadas para a detecção de apoptose 
utilizando anexina V e Iodeto de propídio e análise em citometria de fluxo. Nos tempos de 18 e 24 
horas foram coletadas separadamente as células aderidas e as em suspensão. A - Distribuição das 
células controle e tratadas nos respectivos quadrantes de marcação para a anexina V (FL1-H) e 
iodeto de propídio (FL2-H).  B - A porcentagem de células em apoptose inicial, apoptose tardia e a 
apoptose total  (inicial  + tardia)  foram plotadas em um gráfico onde evidencia que o aumento da 
apoptose  é  tempo  dependente.   Cada  barra  representa  a  média  +/-  o  desvio  padrão  de  um 
experimento  significativo  realizado  em  triplicata.  ***  p<0,001  comparado  com  os  controles  nos 
respectivos tempos. 
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soltas, após longo períodos de exposição (24 horas ou mais). Estes dados sugerem 

que o mecanismo de morte celular pode ser por anoikis (morte por desalojamento). 

Para confirmar se a apoptose foi induzida pelo veneno ou pela desadesão das 

células endoteliais (anoikis) utilizou-se uma condição que não permitisse a adesão 

das células. Para esse propósito, as células foram soltas da placa de cultura com 

EDTA e mantidas em tubos de centrífuga, em incubadora BOD a 37°C sob leve 

agitação.  A  quantificação  das  células  apoptóticas  foi  realizada  conforme 

apresentado no ensaio anterior (anexina V / iodeto de propídio). 

Os resultados estão ilustrados na FIGURA 19, e verifica-se que o número de 

células apoptóticas para a condição controle é maior em condição não aderente, do 

que nas aderidas. Este resultado certamente era esperado, tendo em vista que o 

processo de sinalização celular mediado pela adesão à matriz extracelular (MEC) é 

de extrema importância para o crescimento e sobrevivência de células aderentes. O 

dado surpreendente foi aquele obtido para as células expostas para o veneno, tendo 

em  vista  que  não  há  alteração  no  número  de  células  apoptóticas,  quando 

comparada ao grupo controle, tanto em 24 horas, quanto em 48 horas de exposição. 

Esse conjunto de resultados mostra claramente que as células não morrem 

em decorrência da ação direta do veneno, mas sim, pelo desalojamento causado 

pelo mesmo, portanto morrem por anoikis. 

3.4.4  Alterações  no  padrão  de  marcação  de  integrinas  e  caderinas  em  células 

expostas às toxinas de L. intermedia 

Visto  que  a  ação  das  toxinas  do  veneno  induz  a  desadesão  das  células 

endoteliais  desencadeando  a  morte  celular,  procurou-se  investigar  possíveis 

alterações na distribuição de proteínas envolvidas nesse processo. Como discutido 

anteriormente, a adesão celular é um mecanismo complexo que envolve diversas 

moléculas de adesão interagindo com a MEC (ancoragem célula-matriz) e também 

com células homotípicas ou heterotípicas da vizinhança (ancoragem célula-célula). 

Os principais receptores de superfície celular envolvidos com a adesão célula-matriz 

são as integrinas, e os de adesão célula-célula são as caderinas.  
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FIGURA  19  -  EFEITO  DO  VENENO  DE  L.  intermedia  SOBRE  CÉLULAS  ENDOTELIAIS  EM 
SUSPENSÃO. Células endoteliais  foram tratadas  com veneno (40µg/mL)  por  24 e  48 horas  em 
condições aderentes (ad) ou em suspensão (sus).  No tratamento em suspensão, as células foram 
soltas com EDTA e mantidas em estufa BOD sob leve agitação a 37°C. A indução de apoptose foi 
avaliada por citometria de fluxo pela marcação com anexina V/iodeto de propídio. Foram analisados 
30.000 eventos para cada amostra. As células quando em suspensão não apresentam diferença no 
número de células apoptóticas após o tratamento com o veneno, indicando que o mecanismo de 
morte celular induzido é por anoikis, estando relacionado com a desadesão da célula ao substrato. 
Cada barra representa a média +/- o desvio padrão de um experimento significativo realizado em 
triplicata. *** p<0,001 comparado com os controles nos respectivos tempos. 

Assim,  buscou-se  avaliar  se  3  horas  de  exposição  ao  veneno  já  seria 

suficiente  para  provocar  alterações  nestas  importantes  moléculas  adesivas.  Por 

microscopia confocal, observa-se que o tratamento com o veneno induz profundas 

alterações no padrão de marcação desses dois receptores da superfície da célula 

(FIGURA 20).  

A marcação da integrina α5β1, mostra que as células perdem o espraiamento 

e  a  adesão  celular,  tornando-se  arredondadas. De  maneira  semelhante,  nos 

resultados da imunomarcação para a E-caderina observa-se que as células perdem 

o  contato  célula-célula,  tornado-se  menores  e  arredondadas  (FIGURA  20).  Tais 

resultados suportam a evidência de que o veneno provoca a perda de adesão das 

células endoteliais do substrato, induzindo a morte celular por anoikis. 
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FIGURA  20-  REORGANIZAÇÃO  DO  PADRÃO  DE  MARCAÇÃO  DE  INTEGRINA  α5β1 E  DE  E 
CADERINAS EM CÉLULAS EXPOSTAS AS TOXINAS DE L. intermedia.  Células  endoteliais foram 
expostas  ao  veneno  (40µg/ml)  por  3  horas.  Após  o  período  de  incubação,  as  células  foram 
processadas para detecção da integrina  α5β1 e da E-caderina, conforme descrito em Métodos.  A - 
Padrão de marcação da integrina α5β1 em células controles e em células tratadas com o veneno. B - 
Imunomarcação para E-Caderina em células controles e tratadas com veneno.  Barra =18 µm.
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3.4.5. Papel do proteoglicano de heparam sulfato como protetor da ação do veneno 

nas células endoteliais

Como os dados mostraram que o veneno não age diretamente nas células 

endoteliais,  buscou-se  possíveis  compostos  que  poderiam  agir  protegendo-as. 

Como  os  proteoglicanos  são  importantes  moléculas  envolvidas  no  processo  de 

adesão celular, inicialmente utilizamos como ferramenta de estudo, as linhagens de 

células do ovário de hamster chinês – CHO, selvagem (CHO-K1), bem como uma 

linhagem deficiente  da enzima xilosiltransferase (CHO-745),  que é chave  para o 

início da biosíntese de glicosaminoglicanos (GAG). Esta linhagem sintetiza apenas 

5% de GAGs, quando comparada com a linhagem selvagem. 

A exposição  dessas  linhagens CHO às toxinas  do  veneno,  por  diferentes 

tempos de tratamento, demonstrou claramente que as células mutantes CHO-745 

são mais susceptíveis  à desadesão ao substrato  induzida pelo veneno (FIGURA 

21A). 

Ambas  as  células  apresentam  morfologia  alterada,  com  a  redução  do 

espraiamento celular, evidenciada pelo arredondamento das células e a perda da 

adesão  célula-célula,  conforme  evidencia  as  imagens  obtidas  por  microscopia 

eletrônica  de  varredura  (FIGURA 21B).  Essa observação fica  bem evidente  nas 

imagens após três horas de incubação com o veneno, quando pode-se observar que 

a linhagem CHO-K1 ainda apresenta-se espraiada e aderida ao substrato, enquanto 

que a CHO-745,  neste mesmo tempo, já perdeu praticamente toda sua interação 

com o substrato. 

Quando foi  quantificado o  número  de  células  remanescentes  na  placa  de 

cultura,  observou-se que há uma nítida redução de células ainda aderidas.  Esta 

redução é estatisticamente significativa apenas para a linhagem CHO-745, tanto em 

3, quanto em 6 horas de tratamento, em comparação com as células selvagens 

(FIGURA 21C). 

Estes dados mostram que glicosaminoglicanos podem interferir com a ação 

das toxinas do veneno. 

Conforme  discutido  anteriormente,  as  células  endoteliais  sintetizam  um 

proteoglicano de heparam sulfato  (PGHS) peculiar,  rico em ácido idurônico  2-O-

sulfatado, o qual é característico da molécula de heparina. Adicionalmente, dados 
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FIGURA 21 - CÉLULAS DEFICIENTES DE GLICOSAMINOGLICANO SÃO MAIS SUSCEPTÍVEIS À 
AÇÃO DO VENENO. Células CHO-K1 (selvagens) e CHO-745 (deficientes de glicosaminoglicanos) 
foram expostas ao veneno de  L. intermedia  (40µg/mL) por diferentes tempos (0 (controle) 2, 3 e 
6horas).  A - Imagens obtidas por microscopia de luz. B – Imagens obtidas por microscopia eletrônica 
de varredura. Note que a morfologia das células é claramente distinta após a ação do veneno.  C - 
Após o tratamento com o veneno, o meio foi removido e a placa de cultura foi lavada. Posteriormente, 
as células que permaneceram aderidas foram soltas com pancreatina e contadas. Cada variável foi 
realizada em quadruplicata.*p<0,05  e  ***p<0,001 para comparação entre cada grupo de CHO-745 
com cada grupo de CHO-K1 respectivamente, e ##p<0,01  em comparação com CHO-745 controle 
tempo 0. Resultados representativos de três experimentos realizados isoladamente. 
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recentes do nosso laboratório mostraram que heparina exógena pode atuar como 

protetor da ação do veneno nas células endoteliais (SENE  et al.,  manuscrito em 

elaboração). Assim, buscou-se investigar se este proteoglicano peculiar poderia ser 

o agente protetor.

Os  resultados  utilizando  microscopia  ótica  e  eletrônica  de  varredura  de 

células  endoteliais  normais  e  clone  10+  (nome  dado  a  uma  linhagem  mutante 

endotelial que expressa apenas 60% dos de PGHS), expostas ou não (controle) ao 

veneno, por 6 ou 24 horas, estão ilustrados na FIGURA 22.

As células 10+ já com 6 horas de exposição apresentam redução significativa 

da  adesão  à  placa  de  cultura,  enquanto  que  no  mesmo  período,  nas  células 

normais,  os  efeitos  provocados  pelo  veneno  ainda  são  pouco  visíveis  (FIGURA 

22A). 

Estes  achados  são  ainda  mais  evidentes,  quando  se  observa  as  células 

expostas ao veneno por 24 horas. A maioria das células 10+ já sofreram o processo 

de perda de adesão ao substrato, enquanto que nas normais, essa perda de adesão 

só  é  visualizada  em  tempos  após  48  horas  de  exposição,  como  mostrado 

anteriormente (FIGURA 14). 

Tais  evidências  são  mais  bem observadas  com a  técnica  de  microscopia 

eletrônica de varredura  (FIGURA 22B),  onde é possível verificar que após 6 horas 

de exposição, as células normais encontram-se espraiadas e aderidas ao substrato, 

apresentando  inúmeras  projeções  laterais  a  partir  do  corpo  celular  (filopódios), 

demonstrando evidente adesão celular. Por outro lado, as células 10+ demonstram 

uma maior retração citoplasmática,  com nítido arredondamento com uma intensa 

redução da área do corpo celular. Em 24 horas de exposição estes efeitos são mais 

pronunciados, sendo que todas as células 10+ estão arredondadas, diferentemente 

das  células  normais  que,  apesar  de  alteradas,  ainda  apresentam  espraiamento 

celular. 

Novamente, a análise do dado quantitativo, onde foi avaliado o número de 

células que permaneciam aderidas à placa, mostra que as a linhagem deficiente de 

PGHS (10+) é muito mais susceptíveis à ação do veneno que as normais (FIGURA 

22C). 

Estes dados sugerem que dentre os glicosaminoglicanos, o heparam sulfato 

da  superfície  da  célula  endotelial  (presente  no  proteoglicano  Sindecam-4),  atua 

como uma molécula protetora destas células, minimizando e retardando o efeito de 
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desadesão das mesmas ao substrato, quando expostas às toxinas do veneno de L. 

intermedia. 

FIGURA  22  -  MENOR  EXPRESSÃO  DE  SINDECAM-4  AUMENTA  A  SUSCEPTIBILIDADE  DA 
CÉLULA À DESADESÃO PROVOCADA PELO VENENO.  Células  endoteliais  normais  (RAEC)  e 
deficientes na biosíntese de Sindecam-4 (proteoglicano de heparam sulfato) (10+) foram expostas ao 
veneno (40µg/mL) por 6 ou 24 horas, e então foram processadas para microscopia ótica (A) ou para 
microscopia eletrônica de varredura (B). C - Após o tratamento com o veneno, o meio foi removido e 
a placa de cultura foi lavada. Posteriormente, as células que permaneceram aderidas foram soltas 
com pancreatina e contadas. Cada variável  foi realizada em quadruplicata. **p<0,01  e  ***p<0,001 
para comparação entre cada grupo de 10+ com cada grupo de RAEC respectivamente, e ##p<0,01 e 
###p< 0,001 em comparação com RAEC controle e 10+ controle. Resultados representativos de três 
experimentos realizados isoladamente. 
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3.5. DISCUSSÃO

Como apresentado anteriormente, estudos utilizando linhagens celulares têm 

demonstrado que o veneno de L. intermedia contribui direta ou indiretamente para a 

citotoxicidade  em  diferentes  modelos  celulares  estudados,  como  em  eritrócitos 

(TAMBOURGI  et  al.,  2000,  2002),  neutrófilos  (MAJESTIK  et  al.,  1977),  células 

epiteliais  renais  (CHAIM  et  al.,  2006,  RIBEIRO  et  al.,  2007)  e  queratinócitos 

(PAIXÃO-CAVALCANTE et al., 2006). 

As  células  endoteliais  também  foram  analisadas.  PATEL  e  colaboradores 

(1994) mostraram que ocorre a citotoxicidade do veneno nas células endoteliais de 

cordão umbilical humano (HUVEC), demonstrando que o veneno age como agonista 

sobre estas células, induzindo a expressão de moléculas envolvidas com eventos 

inflamatórios.  Adicionalmente,  VEIGA  e  colaboradores  (2001a)  e  PALUDO  e 

colaboradores (2006)  descreveram  efeitos  deletérios  do  veneno  sobre  células 

endoteliais da aorta de coelho. 

PALUDO e colaboradores (2006) demonstram que após 3 horas de exposição 

ao veneno de L. intermedia,  inicia-se o processo de perda de adesão da célula ao 

substrato,  através de alterações nas estruturas adesivas de contato célula-célula 

concomitantemente  com  a  redistribuição  dos  pontos  de  contato  focal.  Ainda, 

mostraram  que  induz  a  desorganização  do  citoesqueleto  de  actina  causando  o 

desaparecimento das fibras de estresse. 

Tais  alterações  morfológicas  não  foram  relacionadas  como  indicativos  de 

morte celular, uma vez que VEIGA et al. (2001a) mostraram que células desaderidas 

pela ação do veneno por até 18 horas de tratamento, quando lavadas e colocadas 

novamente  em  cultura,  foram  capazes  de  readerir  ao  substrato,  mostrando 

crescimento  e  proliferação  semelhantes  às  células  controles  (não  tratadas  com 

veneno). 

Adicionalmente,  é  detalhadamente  descrito  na  literatura  que alterações na 

forma e no espraiamento celular, controlados pelo citoesqueleto e sua conexão com 

a matriz extracelular, via receptores do tipo integrinas e, ainda, pelas junções célula-

célula, podem alterar a sinalização celular associada com a adesão, influenciando 

assim  na  sobrevivência  da  célula  (CHEN  et  al.,  1997).  Também,  tem  sido 

demonstrada a habilidade do citoesqueleto de controlar a sobrevivência de células 

endoteliais através da regulação da expressão de proteínas da família Bcl-2 bem 
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como  pela  fosforilação  da  proteína  quinase  AKT  (FLUSBERG;  NUMAGUCHI; 

INGBER, 2001).

Diante desses dados, e para determinar os efeitos da exposição do veneno 

em tempos maiores do que haviam sido descritos (até as 18 horas),  o presente 

capítulo  deste  trabalho,  reporta  evidências  adicionais  da  atividade  citotóxica  do 

veneno de  L. intermedia  em células endoteliais e descreve o possível mecanismo 

que conduz à morte dessa célula. 

Os resultados mostraram que as células alteram a forma celular, passando a 

apresentar um formato arredondado, seguido pela agregação entre elas e, por fim, a 

desadesão das células ao substrato. Estes eventos são tempo dependente. Ao final 

do tempo avaliado (48 horas de exposição), quase todas as células encontram-se 

em suspensão (FIGURA 14).  

O espalhamento do laser nas células endoteliais, realizada no citometro de 

fluxo, pode ser mensurado nos fotomultiplicadores de detecção do espalhamento 

frontal  (FSC)  ou  no  lateral  (SSC).  Tais  parâmetros  foram  examinados  para  as 

células tratadas por 24 ou 48 horas. Estes parâmetros de espalhamento de luz, FSC 

e  SSC,  são  utilizados  para  indicar  o  tamanho  e  a  complexidade  celular, 

respectivamente (GREMSKI  et  al., 2007).  Utilizando  conjuntamente  ambos  os 

parâmetros, pode-se separar as células em duas populações, uma para as células 

normais e outras para debris ou fragmentos celulares (FIGURA 15). 

O tratamento com o veneno indicou um aumento significativo, após 48 horas 

de  exposição,  na  população  referente  aos  fragmentos  celulares,  indicando  que 

nesse tempo de tratamento, as células endoteliais são susceptíveis a morte, devido 

à ação do veneno (FIGURA 15). 

Para  uma  melhor  caracterização  das  alterações  morfológicas  das  células 

endoteliais  expostas  as  toxinas  do  veneno  de  L.  intermedia,  foram  realizadas 

análises por  microscopia eletrônica de transmissão (MET).  A análise por  MET é 

considerada  a  “técnica  ouro”  no  estudo  sobre  morte  celular,  sendo  considerada 

como o  método  mais  preciso  para  distinguir  células  em apoptose,  daquelas  em 

necrose  (KRYSKO  et  al.,  2008).  Células  apoptóticas  apresentam  alterações 

morfológicas  típicas  e  bem  definidas.  Um  dos  primeiros  sinais  ultra-estruturais 

clássicos detectável  na apoptose é a formação de massas densas uniformes de 

cromatina distribuídas ao redor do envoltório nuclear (SARASTE; PULKKI,  2000). 

Esse sinal  foi  observado  a  partir  de  18  horas  de  tratamento  com o  veneno.  As 
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células expostas ao veneno por 24 e 48 horas apresentam alterações ainda mais 

pronunciadas, características de células em apoptose (FIGURA 16).

As várias alterações biológicas que ocorrem na célula durante o processo de 

apoptose realizam-se em uma seqüência ordenada de eventos. Um padrão típico de 

apoptose  inclui  alterações  bioquímicas,  fragmentação  do  DNA  e  mudanças 

morfológicas (VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000).

 Para  confirmar  se  nas  células  endoteliais  já  havia,  de  fato,  iniciado  o 

processo de apoptose, foi avaliado a expressão da proteína pró-apoptótica Bax, ao 

longo dos diferentes tempos de exposição ao veneno. Foi observado que, houve um 

aumento de Bax a partir de 6 horas de exposição (FIGURA 17). Embora esteja claro 

que a apoptose pode ocorrer na ausência de síntese protéica, a superexpressão de 

proteínas pró-apoptóticas como a Bax, Noxa ou a PUMA, são fundamentais para o 

dano no DNA mediado pela apoptose (SCHULER; GREEN, 2001).

Para verificar bioquimicamente a participação da apoptose como mecanismo 

de morte celular acionado pelas toxinas do veneno, utilizou-se, também, o método 

da externalização da fosfatidilserina (PS), pela marcação das células com anexina V. 

A  externalização  de  PS  é  um  dos   primeiros  eventos  ativados  pela  cascata 

apoptótica  (ZHANG  et  al.,  1997).  Este  fosfolipídio  de  membrana  está  restrito  a 

camada interna da membrana em células viáveis. Durante os eventos que levam a 

apoptose,  ocorre  a  sua  externalização  ativamente  para  a  camada  externa  da 

membrana plasmática,  onde sua presença é requerida para o reconhecimento  e 

fagocitose  da  célula  morta  (KRYSKO  et  al., 2008).  A  externalização  da  PS  é 

tradicionalmente detectada pela anexina V, uma proteína com grande afinidade por 

esse fosfolipídio (ZHANG et al., 1997). Esta técnica combinada com o uso iodeto de 

propídio,  o  qual  intercala  com  a  molécula  de  DNA em células  que  possuem  a 

membrana danificada, permite a distinção de células em apoptose inicial, apoptose 

tardia e necrose (VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000). 

É possível verificar sinais de apoptose inicial nas células aderidas que foram 

tratadas por 18 horas. No entanto, as células soltas apresentam sinais de apoptose 

tanto inicial, quanto tardia (FIGURA 18). Estes dados corroboram as análises em 

MET,  onde  foi  possível  observar  alterações  associadas  a  apoptose  em  células 

tratadas  por  18  horas  (FIGURA  16).  Todavia,  a  porcentagem  de  células  em 

apoptose tardia é relativamente pequena, assim, quando essas células são lavadas 

e recolocadas em cultivo, elas voltam a readerir normalmente na placa de cultura, o 
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que  mostra  que  este  processo  é  reversível.  Estes  dados  estão  de  acordo  com 

aqueles obtidos anteriormente pelo grupo (VEIGA et al., 2001a). 

Resultados similares foram obtidos para as células tratadas por 24 horas. No 

entanto, houve uma menor porcentagem de células que voltaram a aderir à placa. 

Esta baixa adesão das células soltas, certamente está em decorrência do aumento 

de células em apoptose tardia,  em relação às células expostas por 18 horas ao 

veneno. 

Após 48 horas de exposição ao veneno, quase que a totalidade de células 

está  soltas  da  placa.  A  quantidade  de  células  em  apoptose  tardia  é 

consideravelmente maior (FIGURA 18B), sendo que estas células não são capazes 

de reestabelecer a adesão novamente ao substrato da cultura. 

Estes dados mostram que, embora a sinalização para a apoptose já estivesse 

presente nas células aderidas, somente as células soltas, que estão em apoptose 

tardia, deixam de readerir. Isto sugere que este mecanismo de apoptose poderia ter 

sido resultante da desadesão celular e não da ação citotóxica do veneno. 

Esta  hipótese  foi  confirmada  quando  foi  avaliada  a  ação  do  veneno  nas 

células em suspensão, a qual não mostrou diferença na porcentagem de células em 

apoptose,  daquelas  não  expostas  ao  veneno  (FIGURA  19).  Esse  resultado 

demonstra  que  a  morte  celular  foi  desencadeada  pela  desadesão  das  células, 

mecanismo conhecido como anoikis.

Cabe  lembrar  que  a  ancoragem  da  célula  aos  componentes  da  MEC  é 

principalmente mediada pelas integrinas (GROSSMANN, 2002).  Esses receptores 

transmembrânicos de superfície são heterodímeros compostos por uma cadeia beta, 

unida a uma cadeia alfa. As células endoteliais expressam pelo menos 13 integrinas 

diferentes (RÜEGG; DORMOND; MARIOTTI, 2004). Estas células são protegidas de 

anoikis quando  apresentam  a  molécula  de  integrina  α5β1  ligada  à  fibronectina 

(GROSSMANN, 2002). PALUDO e colaboradores (2006) mostram que a fibronectina 

produzida pelas células endoteliais é um dos alvos de ação do veneno.  Conforme 

demonstrado  na  FIGURA  20, as  toxinas  do  veneno  são  capazes  de  causar  a 

desorganização do ligante da fibronectina, a integrina α5β1.

Outra abordagem que leva à desadesão celular é observada pela perda da 

interação entre as células, as quais são mantidas principalmente por caderinas, uma 

superfamília  de  glicoproteínas  transmembranares,  que  ligam-se  homofilicamente 

(GROSSMANN, 2002). Essas glicoproteínas permitem tanto uma ancoragem entre 
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células  homotípicas  (mediadas  por  E-caderina)  como  entre  células  heterotípicas 

(realizadas  por  N-caderina)  (ABERLE;  SCHWARTZ;  KEMLER,  1996).  Tem  sido 

demonstrado que diferentes tipos celulares são capazes de superar a anoikis apesar 

da  perda  de  adesão  à  MEC  quando  os  contatos  célula-célula  são  mantidos 

(FOUQUET  et al.,  2004 e HOFMANN  et al.,  2007). Por outro lado, o bloqueio da 

ligação entre E-caderinas induz a anoikis (GROSSMANN, 2002), confirmando que a 

perda da interação célula-célula é um indutor deste mecanismo de morte celular. 

Conforme demonstrado na FIGURA 20, as toxinas do veneno de L. intermedia são 

capazes  de  causar  a  desorganização  das  interações  celulares,  observadas  pela 

marcação da E-caderina.

Assim, as alterações precoces induzidas pelas toxinas do veneno nas células 

endoteliais, observadas para a marcação da α5β1  e da E-caderina após 3 horas de 

tratamento com o veneno, podem estar relacionadas com o início da transdução de 

sinal para desencadear anoikis. Adicionalmente, tem sido descrito, que um aumento 

na expressão da Bax ocorre em células endoteliais em resposta a ação de várias 

metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) como a jararagina, a halisase e a 

gramalisina, e os autores relacionam esse aumento com alterações provocadas por 

essas toxinas em estruturas relacionadas à adesão, como pontos de contato focal, 

citoesqueleto e proteínas de adesão a MEC, eventos esses, iniciais na ação das 

toxinas sobre as células (TANJONI  et al.,  2005; YOU  et al.,  2003; WU; HUANG, 

2003). 

No entanto,  as células soltas pela ação do veneno por 18 ou 24 horas de 

tratamento podem voltar  a  readerirem à placa  de  cultura.  Este fenômeno não é 

observado para as células tratadas com veneno por 48 horas, mostrando que este, 

pelo menos até 24 horas, poderia ser reversível. 

De fato, os dados da literatura confirmam esta hipótese, uma vez que o a 

perda da interação das células com a MEC estimula a translocação da Bax para a 

mitocôndria, cerca de 15 minutos após o sinal de desadesão. Entretanto, as células 

não morrem imediatamente, o que pode ocorrer várias horas depois de estar em 

suspensão.  Se  as  células  são  replaqueadas  rápido  o  suficiente,  a  Bax  sai  da 

mitocôndria  e,  assim,  mantém  as  células  viáveis  (REDDING;  JULIANO,  2005). 

Enquanto  anoikis é completamente executado em 4 horas em células epiteliais do 

intestino, em outros tipos celulares são necessárias muitas horas ou mesmo dias até 

que o mecanismo de transdução de sinais complete a morte celular programada 
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(GROSSMANN, 2002). Em células endoteliais humanas são necessárias 48 horas 

para a execução de  anoikis em 75% das células (AUODIJIT; VUORI, 2001). Tais 

dados reforçam a explicação do por que as células soltas pela ação do veneno por 

18 ou 24 horas, podem voltar a readerir e não morrem. 

Embora neste trabalho foi utilizado o veneno total, não sendo possível afirmar 

qual(is)  toxina(s)  do  veneno  esta(ão)  envolvida(s)  no  processo  de  morte  celular 

observado, é descrito na literatura que uma metaloprotease isolada do veneno de L. 

Intermedia, denominada LALP (Loxosceles astacin-like protease).é capaz de induzir 

a perda de adesão de células subendoteliais em cultura (da SILVEIRA et al., 2007b). 

Na  literatura  há  relatos  de  várias  metaloproteases  do  veneno de  serpentes  que 

induzem morte das células endoteliais, por diferentes mecanismos de ação (ARAKI 

et al., 2002; YOU et al., 2003; WU; HUANG, 2003). Um exemplo é a jararagina, que 

induz anoikis através da disruptura dos contatos de adesão focal (TANJONI  et al.,  

2005).

Os resultados indicam claramente que o processo de morte celular observado 

nas células endoteliais expostas ao veneno loxoscélico é desencadeado por uma 

ação indireta, isto é, cliva componentes da MEC, levando à perda da adesão das 

células  e,  conseqüentemente,  a  anoikis.  No  entanto,  conforme  discutido 

anteriormente,  diversos  modelos  celulares  sofrem  ação  direta  de  toxinas  de  L. 

intermedia.  Como no modelo estudado não foi observada esta ação direta, nossa 

atenção voltou-se para a busca de um possível(is) agente(s) protetor(es).

Como os proteoglicanos são importantes moléculas envolvidas no processo 

de  adesão  celular,  inicialmente  utilizamos  como  ferramenta  de  estudo,  uma 

linhagem celular  deficiente  da  biossíntese de glicosaminoglicanos.  As  células  do 

ovário de hamster chinês – CHO, linhagem 745 foram obtida por ESKO; STEWART 

e TAYLOR  (1985)  sendo deficientes da enzima xilosiltransferase, a qual é chave 

para o início da biossíntese de alguns glicosaminoglicanos  (GAGs), incluindo o HS. 

Esta  linhagem  sintetiza  apenas  5%  do  total  de  GAGs,  em  comparação  com  a 

linhagem selvagem (CHO-K1). Quando foi avaliada a ação do veneno nestas células 

e comparado com a linhagem selvagem, verificou-se  claramente que a  diminuição 

de GAGs deixa a célula mais susceptível à desadesão celular induzida pelo veneno 

(FIGURA 21). 

O grupo de pesquisa coordenado pela Profa Dra Helena Nader desenvolveu 

um modelo de estudo deficiente de PGHS, utilizando técnicas de iRNA direcionada 
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contra o Sindecam-4 (PGHS de superfície celular de célula endotelial).  Com esta 

ferramenta conseguiram desenvolver uma linhagem celular que expressa cerca de 

60% deste PGHS, a qual foi batizada de 10+. 

Quando foi avaliada a ação do veneno nas células endoteliais selvagens, com 

sua variante, deficiente de PGHS, observou-se que a perda de parte deste composto 

é suficiente para alterar o perfil de ação do veneno (FIGURA 22). Este dado aponta 

para o heparam sulfato endotelial como sendo o agente protetor. 

O modelo celular que foi utilizado, células endoteliais da aorta de coelho, é 

uma ferramenta de estudo bastante utilizada para analisar a ação de agentes que 

atuam sobre  o  endotélio  vascular.  Estas  células,  por  serem endoteliais,  exibem 

compatibilidade  com  o  sangue,  isto  é,  não  desencadeiam  mecanismo  de 

coagulação. Este efeito inibitório na cascata da coagulação sangüínea é atribuído ao 

heparam  sulfato  (BUONASSISI;  COLBURN,  1983),  um  glicosaminoglicano  que 

normalmente  possui  baixa  atividade  anticoagulante.  Este  efeito  somente  foi 

entendido quando foi obtida a seqüência dissacarídica deste glicosaminoglicano da 

célula  endotelial.  NADER e colaboradores  (1987)  observaram que este  heparam 

sulfato  é  rico  em  ácido  L-idurônico  2-O-Sulfatado  (cerca  de  20%  do  total), 

intercalados entre regiões contendo ácido  D-glucurônico. Ou seja, esse composto 

possui  regiões  características  da  molécula  de  heparina  (que  sabidamente  é  um 

potente agente anticoagulante), as quais estão intercaladas entre regiões típicas de 

heparam sulfato. 

Dados  recentes  do  nosso  laboratório  mostraram  que  polissacarídeos 

sulfatados, em especial fucanas obtidas de alga marrom e heparina podem atuar 

como protetores da ação do veneno nas células endoteliais (SENE et al., manuscrito 

em  elaboração).  Assim,  este  conjunto  de  dados  confirma  a  importância  de 

glicosaminoglicano  como agente  protetor  das  células  e,  aponta  para  o  heparam 

sulfato  como forte  candidato  a  realizar  esta  tarefa.  Como as  células  endoteliais 

possuem um heparam sulfato peculiar, que atua como um “heparin-like” e, por outro 

lado, a heparina inibe ação do veneno, é possível que seja esse o composto que 

pode agir protegendo as células endoteliais da ação direta do veneno. 

Ensaios  adicionais  serão  necessários  para  confirmar  se  as  células  que 

possuem menos  HS são  realmente  suceptíveis  à  ação direta  das  toxinas  de  L. 

intermedia. 
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Quanto à ação das toxinas do veneno de L. intermedia em células endoteliais 

(RAEC) estabelecidas em cultura, podemos concluir que:  

• Interagem  com  componentes  extracelulares  importantes  da  membrana 

plasmática,  como  o  receptor  para  a  fibronectina  (integrina  α5β1)  e  com 

carboidratos ricos em N-Acetil-Glucosamina. 

• Promovem  uma  diminuição  destes  carboidratos  de  superfície  celular,  que 

pode ser importante no mecanismo de permeabilidade vascular;

• É internalizado por mecanismo de endocitose de fase fluída e segue para 

possível degradação celular em lisossomos.

Após longos períodos de exposição do veneno, as células endoteliais apresentam:

• Profundas  alterações  morfológicas,  com  características  de  células 

apoptóticas. 

• Estado de apoptose tardia, que é observado apenas nas células soltas;

• Morte  celular  por  anoikis –  morte  celular  causada  por  desalojamento, 

mostrando que o veneno apresenta uma ação indireta.

• Os glicosaminoglicanos interferem na ação das toxinas do veneno sobre a 

desadesão celular e aponta para o heparam sulfato endotelial como o protetor 

da ação direta do veneno. 
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