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Resumo

Nas Américas sao descritas ao menos 12 espécies de lagartas do género
Lonomia. Destas, existem relatos de envenenamentos graves por contato
com lagartas L. obliqua e L. achelous, caracterizados por sindrome
hemorragica, com coagulopatia de consumo, insuficiéncia renal aguda e, em
alguns casos, hemorragia intracraniana e morte. No Brasil, o Instituto
Butantan desenvolveu um antiveneno utilizando como antigeno o extrato de
cerdas de lagartas L. obliqua. No entanto, esse antiveneno tem sido utilizado
em outros paises da América do Sul, como Peru, Guiana Francesa,
Venezuela e Colébmbia, no tratamento do envenenamento causado por
Lonomia de outras espécies. Na Colémbia, estudos realizados com as
espécies L. orientoandensis e L. casanarensis demonstraram que ambas
possuem toxinas com atividades potencialmente capazes de causar
acidentes caracteristicos do lonomismo. Além destas lagartas, a L.
descimoni ainda ndo teve suas toxinas caracterizadas quanto as suas
atividades biolégicas, ou a sua neutralizacdo pelo soro antilonémico
produzido no Brasil, sendo este o0 objetivo desse trabalho. Foram avaliadas
as atividades coagulante, fosfolipasica, hialuronidasica e desfibrinogenante,
sempre comparando-se com as mesmas atividades presentes no extrato
obtido de lagartas L. obliqua. Foi também determinado o reconhecimento
imunologico e o poder neutralizante do soro antilonémico. Os resultados
demonstraram que o extrato de L. descimoni possui acdo coagulante,
fosfolipasica e hialuronidasica, porém significantemente menos intensas que
as observadas no extrato de L. obligua. Além disso, o extrato de L.
descimoni ndo possui atividade fibrinolitica. Quanto a acao
desfibrinogenante, o extrato de L. descimoni foi capaz de induzir
envenenamento experimental, com queda nos niveis de fibrinogénio e com
hemoglobinuria apenas quando foi injetado pela via intravenosa nos ratos. O
extrato de L. obligua causa esses mesmos efeitos quanto injetados nos
animais pela via intradérmica. O soro antilondmico reconheceu as toxinas

presentes no extrato de L. descimoni e neutralizou a atividade coagulante



desse extrato. Nossos resultados indicam que as lagartas Lonomia
descimoni possuem toxinas com atividades mais fracas que as da L. obliqua,
porém com potencial de causar envenenamento. Ademais, 0 Soro
antilonomico foi capaz de reconhecer e neutralizar as proteinas presentes no

extrato de L. descimoni.

Palavras-chaves: Lonomia descimoni. Soro antilondbmico. Envenenamento.

Saturniidae.



Abstract

At least 12 species of caterpillars of Lonomia genus are described in the
Americas. Of these, there are reports of severe envenomation by contact
with L. obligua and L. achelous caterpillars, characterized by hemorrhagic
syndrome, consumption coagulopathy, acute renal failure and, in some
cases, intracranial hemorrhage and death. In Brazil, the Butantan Institute
developed an antivenom using as antigen the L. obliqua caterpillar bristles
extract. However, this antivenom has been used in other countries of South
America, such as Peru, French Guiana, Venezuela and Colombia, in the
treatment of envenomation caused by other species of Lonomia. In
Colombia, studies with the species L. orientoandensis and L. casanarensis
have been showing that these species have toxins with activities potentially
capable of causing accidents characteristic of lonomism. Besides these, L.
descimoni caterpillars have not yet had their toxins characterized as to their
biological activities, or to their neutralization by the caterpillar antivenom
produced in Brazil, which is the objective of this work. The coagulant,
phospholipase, hyaluronidase, fibrinolytic and defibrinogenant activities were
evaluated, always comparing with the same activities present in the extract
obtained from L. obliqua caterpillars. Immune recognition and the neutralizing
ability of caterpillar antivenom were also determined. The results showed that
the extract of L. descimoni has a coagulant, phospholipase and
hyaluronidase activity, but significantly less intense than those observed in L.
obligua extract. Further, L. descimoni bristle extract have no fibrinolytic
activity. As for the defibrinogenant activity, L. descimoni extract was able to
induce experimental envenomation, with a decrease in fibrinogen and
hemoglobinuria only when it was injected intravenously in rats. The extract of
L. obliqua causes these same effects when injected into the animals by the
intradermal route. The caterpillar antivenom recognized the toxins present in
the extract of L. descimoni and neutralized the coagulant activity of this
extract. Our results indicate that the Lonomia descimoni caterpillars possess

toxins with weaker activities than those of L. obliqua, but with the potential to



cause envenomation. Moreover, the caterpillar antivenom was able to

recognize and neutralize the proteins present in L. descimoni bristle extract.

Keywords: Lonomia descimoni. Caterpillar antivenom. Envenomation.
Saturniidae.
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1. Introducéo

1.1. Entomologia

A ordem Lepidoptera constitui uma das maiores dentro da classe
Insecta. Essa ordem é conhecida por possuir asas escamosas na fase
adulta, tendo como exemplos mariposas e borboletas. Esses insetos podem
ser diferenciados na fase adulta quanto ao periodo que sdo ativos. As
borboletas geralmente séo diurnas e as mariposas sdo noturnas. Quanto ao
ciclo biologico, os Lepdépteros se desenvolvem por holometabolia, ou seja,
o ciclo biolégico destes insetos se da em 4 fases: o ovo, larva (também
conhecida como lagarta ou lagarta), pupa e adulto (Moraes, 2003). A fase
larval ainda possui 6 fases, também conhecido como instares de
desenvolvimento larval.

A importancia dessa ordem em saude publica se deve aos disturbios
causados em humanos em contato acidental com essas lagartas. O contato
acidental com as larvas desta ordem recebe o nome de erucismo, enquanto
gue o contato acidental com mariposas é chamado de lepidopterismo, sendo
este Ultimo o mais raro. Sdo conhecidos diversos Lepddpteros causadores
de acidente no Brasil pertencentes a Familia Megalopygidae, Saturniidae,
Limacodidae e Arctiidae. A maioria destes animais sdo capazes de causar
apenas a dermatite urticante, os sintomas sdo dor imediata, edema e
eritema. (Moraes, 2003).

Dentro da familia Saturniidae sdo conhecidas 12 espécies do género
Lonomia (L.) (Lemaire, 2002), mas até o momento existem descricbes de
acidentes com distlrbios hemostéaticos causados pelo contato com duas
delas, a L. obliqgua e a L. achelous (Kelen; Picarelli; Duarte 1995). Lagartas
do género Lonomia sdo encontradas por todo o continente Americano,
desde o México até o sul do Brasil e os acidentes ocorrem principalmente no
verdo entre dezembro e marcgo, diminuindo drasticamente nos meses de

inverno, entre junho e outubro, como esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Numero total de notificagdo de acidentes por lagartas que ocorreram no Brasil de
acordo com més desde 2007 até o ano de 2017.Fonte: Ministério da Salude/SVS — Sistema
de Informacé&o de Agravos de Notificagdo — Sinan.

Os acidentes por lagartas ocorrem em todas as regides do Brasil
com predominéncia na Regido Sul e Sudeste do pais como mostra a Figura
2. Dentro da regido Sudeste do Brasil, os estados com maior numero de
notificacdes de acidentes com lagartas sdo o estado de Minas Gerais com
1.095 notificacdes em 2017 e o estado de S&o Paulo com 689 notificacbes
no mesmo ano. Apesar de serem as regides com menor numero de
acidentes, a regido Norte e Nordeste tiveram um aumento importante no
namero de notificacdes. No Nordeste foi registrado um total de 181
notificacbes de acidentes em 2007 e em 2017 foram registrados 496
acidentes. Ja& na regido Norte, os numeros subiram de 78 para 233
notificagcdes de 2007 para 2017 (Dados do Sinan).
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Figura 2. Numero total de notificagdo de acidentes por lagartas no Brasil de acordo com a
regido desde o ano de 2007 até o ano de 2017. Fonte: Ministério da Saude/SVS — Sistema
de Informacgé&o de Agravos de Notificagdo — Sinan.

Devido ao habito gregério e sua cor marrom esverdeada que a
camufla nos troncos das arvores, os acidentes com Lonomia ocorrem
qgquando as pessoas acidentalmente tocam as lagartas exercendo certa
pressdo de maneira a introduzir as cerdas na pele (Fan and Duarte, 2003;
Sano-Martins et al., 2018). Os acidentes por Lonomia geralmente ocorrem
guando as lagartas estdo no final do desenvolvimento larval, entre 0 5° e 0
6° instar. Nessa fase as lagartas se encontram em grupos de 100 ou mais
exemplares nos troncos das arvores préximas do solo para empuparem
(Moraes, 2003).

As cerdas das lagartas do género Lonomia sdo do tipo scoli com
espinho, ou seja, sdo cerdas ou tegumentos com formato de um pinheiro
com um tronco central e varias ramificacdes (Moraes, 2003). Estas cerdas
séo envolvidas externamente por uma cuticula de quitina e internamente por

um tecido epitelial semelhante ao epitélio da lagarta. Em uma regido
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subapical constrita foi descrita uma glandula produtora de veneno. A regido
apical € acelular e responsavel por armazenar a toxina, tornando-se rigida.
Por isso, a ponta da cerda se quebra facilmente ao sofrer presséao, liberando
assim, a toxina armazenada no seu interior. No entanto, ndo séo todas as
cerdas que possuem glandula produtora de toxina. Foi observado que em
algumas cerdas possuem liquidos esverdeados ou alaranjados. O liquido de
cor verde tem maior semelhanca com a hemolinfa, enquanto que o extrato
laranja tem pouca semelhanca com a hemolinfa, provavelmente por ser

secretado por esta glandula (Spadacci-Morena et al., 2016).

1.1. Aspectos clinicos do envenenamento por Lonomia

O primeiro contato acidental com o género Lonomia foi registrado
em 1967 na Venezuela (Arocha-Piflango and Layrisse, 1967). Os sintomas
variam de acordo com a gravidade do envenenamento (Fan and Duarte,
2003). Os sintomas mais comuns sdo queimacdo local, dor, dermatite,
cefaleia, hematémese, diatese hemorragica, equimoses, hematuria, melena,
metrorragia, gengivorragia e epistaxe. Hemorragia intracerebral e
insuficiéncia renal aguda séo as complicagbes mais severas deste tipo de
envenenamento (Arocha-Piflango and Layrisse, 1967; Duarte et al., 1996;
Arocha-Piango, Marval and Guerrero, 2000; Zannin et al., 2003; Kowacs et
al., 2006; Schmitberger et al., 2013; Sano-Martins et al., 2017). Os testes
laboratoriais dos pacientes acidentados com L. obliqua geralmente mostram
anemia leve, leucocitose, tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de trombina (TT)
prolongados, hipofibrinogenemia, diminuicdo do Fator V (FV), FXIII,
plasminogénio e a2-antiplasmina. Além de aumento de FVIII, FvW, PDF e D-
dimero. Os niveis de FVII, protrombina e proteina C variam em alguns
pacientes (Sano-Martins et al., 2017).

Ndo existem meétodos diagnosticos especificos, por isso o
diagnostico é feito na anamnese identificando o agente e observando os

distrbios hemostaticos. O monitoramento do paciente apés a entrada deve
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ser feito por meio de exames como tempo de coagulacao (TC), TP, TTPa e
nivel de fibrinogénio plasmatico. A incoagulabilidade sanguinea ndo €
detectada imediatamente ap0s o0 contato, mas depois de algumas horas
(Fan and Duarte, 2003).

Além do mais, é raro o paciente levar o animal e mais dificil ainda é
identificar a espécie causadora do envenenamento. Pois a identificacdo das
lagartas do género Lonomia € feita apenas pela genitalia da lagarta macho
por um entomologista, dificultando assim a correlagcdo do acidente com a
espécie do género Lonomia (Lemaire, 2002).

O numero de acidentes com lagartas tem aumentado
gradativamente nos ultimos anos, chegando a 5.113 numeros de
notificacbes em 2017 (Figura 3). Entretanto, ndo € possivel avaliar a
guantidade de acidentes notificados com o género Lonomia. A maioria dos
casos de envenenamento notificados evoluem para a cura, com baixo

namero de oObito pelo agravo do envenenamento (Tabela 1).
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Figura 3. Namero total de notificacdo de acidentes por lagartas no Brasil desde o ano de
2007 até o ano de 2017. Fonte: Ministério da Saude/SVS — Sistema de Informacédo de
Agravos de Notificacdo — Sinan.
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Tabela 1 - Evolucdo do caso de pacientes acidentados com lagartas no Brasil entre 2007 e 2017.
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Total

Evolucéo dos casos 2007
TOTAL 3.290 4.081 4.240 3.414 3.819 3.871 3.720 3.513 3.381 3.816 5.113 42.282
Ign/Branco 143 187 287 214 175 217 176 182 155 214 362 2.312
Cura 3.147 3.890 3.952 3.198 3.640 3.652 3.542 3.331 3.226 3.600 4.746 39.948
5 22

Obito pelo agravo notificado - 4 1 2 4 2 2 - - 2

Fonte: Ministério da Saude/SVS — Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo — Sinan.
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1.2. Hemostasia e coagulacéo

A hemostasia normal é uma série de processos fisioldgicos que
ocorrem para manter o sangue no estado liquido, sem coagulos e dentro dos
vasos sanguineos. Em casos de lesdo vascular, ocorre uma série de
processos para induzir um tampédo hemostético rapido e restrito ao local da
lesdo. Esses processos sdo regulados pelos vasos sanguineos, plaquetas e
fatores de coagulacéo (Robbins & Cotran, 2005).

Na fase inicial do dano tecidual, ocorre 0 rompimento da estrutura
vascular que leva a um breve periodo de vasoconstricdo arteriolar induzidos
por fatores como a endotelina e mecanismos neurogénicos reflexos. A leséo
expde a matriz extracelular, que é altamente trombogénica, que possibilita a
adesdo e ativacdo das plaquetas, levando a liberagdo de granulos
secretérios que recrutam mais plaquetas para o local da lesdo, formando
assim o tampdao primario (Mann, Brummel and Butenas, 2003; Robbins &
Cotran, 2005).

Com a exposicdo da matriz extracelular, se da inicio a fase de
amplificagdo com a exposicdo de fator tissular (FT), ou fator tecidual,
iniciando assim a via extrinseca da cascata de coagulacdo (Mann, Brummel
and Butenas, 2003). A cascata de coagulacdo € basicamente uma cascata
de conversdes enzimaticas das proé-enzimas inativas, ou zimogénios, em
fatores ativados. Cada uma dessas reacdes resulta em um complexo
formado por uma enzima (um fator de coagulagédo ativado), um substrato
(pré-enzima do fator de coagulacédo) e um cofator ativado, que acelera a
reacao, assim como mostra a Figura 4. Essas enzimas séo reunidas em um
complexo fosfolipidico e contidos juntos por ions céalcio (Robbins & Cotran,
2005).

O FT ao ser exposto € ativado, expressando em sua membrana o
receptor de ligacdo com o FVII, quando ativados e unidos no complexo,
ativam o FIX e FX em pequena quantidade, que séo a via comum entre a via
intrinseca e extrinseca da coagulagdo. O FIX quando ativado, ativa também

seu cofator, o FVIII, que vdo aumentar a ativagdo do complexo proé-
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trombinase. Por sua vez o FX ativado, cliva seu cofator transformando-o em
FV ativado (FVa), que unidos formam o complexo pré-trombinase. Este
complexo cliva o Fll, também conhecido como protrombina, transformando
em trombina que cliva o fibrinogénio soltvel no plasma transformando-o em
fibrina insolivel que se deposita sobre o tampdo hemostatico, criando o
tampado hemostatico secundério, que €é estabilizado pelo FXIIl. A trombina ao
ser ativada também da inicio a retroalimentacédo da cascata de coagulacéo
ativando mais FVIII, FIX, FX, FXI e FXIIl, intensificando assim a geracao de
fibrina (Mann, Brummel and Butenas, 2003).

Ja na fase de ativacdo da via fibrinolitica, que possui 3
anticoagulantes naturais: as Antitrombinas (inibem a atividade da trombina e
dos fatores 1Xa, Xa, Xla e Xlla), proteinas C e S (inativam fatores Va e Vllla),
e o inibidor da via do fator tecidual (IVFT) que se liga ao complexo formado
pelo FT e FVlla e os inativa, limitando rapidamente a cascata de coagulacéo
(Mann, Brummel and Butenas, 2003; Robbins & Cotran, 2005).

Concomitantemente, o tamanho do coagulo € limitado pela cascata
fibrinolitica com ativacao inicial da plasmina, que € derivada da clivagem de
seu precursor, o plasminogénio. Este pode ser clivado por dois tipos de
ativadores: o primeiro é o ativador de plasminogénio tipo uroquinase
(presente em varios tecidos e no plasma) e o outro € o ativador tipo tecidual
(é sintetizado principalmente pelas células endoteliais). A plasmina cliva a
fibrina interferindo com a sua polimerizacéo, limitando o coagulo ao local da
leséo (Robbins & Cotran, 2005)
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Figura 4. llustragdo esquematica das vias intrinseca e extrinseca da cascata da coagulagao
(adaptado de Mann, Brummel, and Butenas 2003)

1.3. Fisiopatologia do envenenamento por Lonomia obliqua

oy _’V'F_oto:RMo(ags‘
- 'Inst, Butantan -

Figura 5. Lagarta Lonomia obliqua (Foto de Roberto H. P. Moraes)
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A L. obligua é endémica do Brasil, podendo ser encontrada no
estado da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Contudo, também pode ser
encontrada no Uruguai em Cerro Largo, Maldonado e Paysandu (Lemaire,
2002).

Essa lagarta possui uma toxina do tipo serino proteases ativadora de
protrombina célcio dependente, conhecida como Lopap e uma hemolina
também conhecida como Losac, ativadora de FX independente de célcio
(Donato et al., 1998; Reis et al., 1999).

Ha uma toxina com atividade semelhante a fosfolipase A;,
responsavel pela atividade hemolitica do extrato (Seibert et al., 2006). Uma
outra toxina foi descrita com atividade fibrinogenolitica chamada Lonofibrase,
capaz de degradar as cadeias a e B do fibrinogénio, e clivar a fibrina
produzindo fragmentos diferentes dos produzidos pela clivagem causada
pela plasmina (Pinto et al. 2004).

Aléem disso, foram descritas atividade hialuronidasica, efeito
nociceptivo e efeito edematogénico através da ativagcdo do sistema
calicreina-cinina (De Castro Bastos et al., 2004; Gouveia et al., 2005; Bohrer
et al., 2007). Recentemente foi demonstrado que, a ativacdo da calicreina
pelo extrato de L. obliqua pode levar ao desenvolvimento de insuficiéncia
renal aguda, que € a principal complicacdo e causa de morte do
envenenamento pelo género Lonomia (Berger et al., 2019).

Foi demonstrado que o extrato de L. obliqua, em doses que nao
causam hemorragia sistémica, aumenta o rolamento e adesédo de leucdcitos,
aumenta a expressao de E-selectina e VCAM-1, causando modificagdes no
citoesqueleto de células endoteliais, bem como a ativacdo de NF-xB,
demonstrando uma ativagdo do perfil pré-inflamatério da célula endotelial
(Fritzen et al., 2005; Nascimento-Silva et al., 2012; Heinen et al., 2014).

No envenenamento experimental em ratos com extrato de L. obliqua,
foram observadas lesdes hemorragicas, necrose muscular e hemossiderose

no baco (Berger et al., 2013). Nos rins foi descrito aumento de proteinas
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envolvidas em estresse oxidativo, infiltrado inflamatério, hemossiderose e
dano tecidual (Berger et al., 2015).

Desta maneira, o0 extrato de cerdas de L. obliqua causa formacéo de
trombina intravascular levando a coagulopatia por consumo com ativacédo da

fibrindlise (Arocha-Pifiango & Guerrero 2002).

1.4. Fisiopatologia do envenenamento por Lonomia achelous

A L. achelous pode ser encontrada na Venezuela, Trinidade e
Tobago, Guiana Francesa, Suriname, Equador, Peru e Bolivia (Lemaire,
2002).

Os sintomas do envenenamento por L. achelous sao similares ao
observado em L. obliqua devido a atividade coagulante que ambas
possuem, levando a coagulacdo intravascular disseminada (Carrijo-Carvalho
and Chudzinski-Tavassi, 2007). Porém, o mecanismo de acdo das toxinas
sdo diferentes, visto que a L. achelous possui toxinas pré-coagulantes e
anticoagulantes.

As atividades coagulantes conhecidas do extrato de Lonomia
achelous sdo compostas por ativadores de protrombina (conhecido como
Lonomin 1) e ativadores de FX (Lonomin 1V), que ainda ndo foram
totalmente caracterizados e também uma metaloproteinase ativadora de FV
(Lonomin VlI:a) (Arocha-Pifiango; Guerrero, 2003; Guerrero, 1992; Lopez;
Arocha-Pifiango, 2000).

Quanto a atividade anticoagulante descrita, ha uma serino protease
tipo uroquinase, conhecida como Lonomin |, e outra tipo calicreina (Lonomin
VII) (Arocha-Pinango and Pepper, 1981), e um inibidor de FV (Lonomin VLI:i)
(L6pez, Gil and Arocha-Pifiango, 2000).

Hé& outras duas serino proteases denominadas Achelase | e Il que
possuem atividade fibrinolitica direta (Amarant et al., 1991). O extrato de
cerdas de L. achelous também contém uma protease que degrada FXIIl e
fibronectina (Lonomin V), que compromete a coagulacdo e agregacao
plaquetéaria. (Guerrero et al., 1999; Lucena et al., 2008). Ha também uma
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toxina denominada Lonomin Il responsavel por degradar a cadeia a de
fibrinogénio rapidamente, gerando fragmentos distintos dos fragmentos
gerados pela plasmina e tripsina,

O extrato de cerdas de L. achelous é capaz de causar atividade
fibrinolitica priméria, bem como a formacdo de trombina intravascular

(Arocha-Pifiango and Guerrero, 2002).

1.5. O soro antilondbmico

Em 1989 foram registrados os primeiros casos de acidentes com L.
obligua no sul do Brasil, que logo tomou proporcdes epidémicas (Kelen;
Picarelli; Duarte 1995). O aumento dos acidentes provavelmente foi devido a
algum desequilibrio ecoldégico, como por exemplo, a diminuicdo ou extingdo
de algum inimigo natural, além do desmatamento crescente (Moraes, 2002).

Na década de 1980, o tratamento para envenenamento por Lonomia
consistia nha administracdo de concentrado de hemacias, crioprecipitado,
sangue total e antifibrinoliticos, tais como aprotinina e épsilon amino
caproico (Guerrero et al., 2001). No entanto, esse tratamento pode provocar
0 agravo do envenenamento, pois fornece mais fatores de coagulagdo sem a
neutralizacdo das toxinas nha corrente sanguinea. No caso do
envenenamento experimental por L. obligua, foi verificado que a
administracdo de antifibrinoliticos na fase inicial do envenenamento pode
causar o aumento na letalidade (Goncalves et al., 2007).

Por conseguinte, no ano de 1994 o Instituto Butantan produziu o
soro antilonbmico, que consiste em fragdes F(ab’), de imunoglobulinas
especificas obtidas de plasma de cavalos hiperimunizados com extrato de
cerdas de L. obligua (Dias Da Silva et al., 1996).

Desde a producdo do soro antilonbmico e sua utilizacdo como
tratamento, houve diminuicdo do numero de complicacbes e Obitos,
comprovando sua eficacia em neutralizar os efeitos do envenenamento (Fan
and Duarte, 2003).
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Ha também registro de casos de envenenamento por outras
espécies do género Lonomia em diversos paises da América do Sul, como
Colémbia, Peru e Guiana Francesa, em que o0 soro antilonémico produzido
no Brasil foi administrado empiricamente e 0s pacientes se recuperaram.
Assim como hé& outros que foram a 6bito, provavelmente pela gravidade do
envenenamento (Pineda et al., 2001; Pefia-Vasquez et al., 2016; Mayence et
al., 2018)

1.6. A lagarta Lonomia descimoni

Figura 6. Lagarta Lonomia descimoni (Foto de Giovanni Randazzo)

A L. descimoni (Figura 6) foi primeiramente descrita por Lemaire e
pode ser encontrada na regido da Floresta Amazonica, na Venezuela,
Guiana Francesa, Colémbia, Equador, Peru e no Brasil essa lagarta pode
ser encontrada no estado do Para (Lemaire, 2002). Contudo, ndo ha
caracterizacdo biol6gica do extrato de cerdas desta espécie nem ha
qualquer registro de contato acidental.
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Recentemente, foram descritas duas lagartas do género Lonomia
com potencial importancia médica, sdo elas a L. casanarensis e a L.
orientoandensis, encontradas na Floresta Amazbnica da Coldombia. Os
animais injetados com o extrato de cerdas destas espécies apresentaram
plaquetopenia, hipofibrinogenemia e alteragdo do TC duas horas apds o
envenenamento (Sano-Matrtins et al., 2018).

A lagarta L. descimoni faz parte de um género de importancia
meédica. As colbnias desta espécie foram coletadas na regido da Floresta
Amazobnica colombiana, local onde também foi descrito a presenca de L.
achelous, L. casenarensis e L. orientoandensis. Aléem de ser uma das
lagartas que habitam a regido Norte do Brasil, onde também ha relatos de
acidentes com o género Lonomia (Santos et al., 2017). Por isso, é
necessario um estudo a respeito da composicdo destas toxinas e suas
implicagbes aos humanos, pois com o0 aumento do desmatamento a
tendéncia é que aumente o contato acidental de humanos com animais
peconhentos.

Além disso, € importante avaliar se o soro antilonémico produzido
pelo Instituto Butantan é capaz de reconhecer e neutralizar as atividades
biolégicas do extrato de cerdas dessa espécie, porque caso hdo seja capaz,
seria necessario adicionar o extrato de cerdas da lagarta L. descimoni no

pool de antigenos utilizado para producéo do soro antilonémico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Determinar as atividades biolégicas que o extrato de cerdas de
Lonomia descimoni possui comparativamente com as atividades descritas no
extrato de cerdas de Lonomia obliqua e avaliar o poder neutralizante do

antiveneno.

2.2. Objetivos especificos

v' Fazer a caracterizacao biolégica do extrato de cerdas de Lonomia
descimoni em comparativo com as atividades descritas no extrato de

cerdas de L. obliqua;
v Avaliar se o soro antilonébmico é capaz de reconhecer e neutralizar as

toxinas presentes no extrato de cerdas de L. descimoni in vitro e in

Vivo.

33



3. Material e métodos

3.1. Extrato de cerdas das lagartas do género Lonomia

Para o estudo da caracterizagdo bioldgica do extrato de cerdas de L.
descimoni, utilizamos o extrato de cerdas de L. obliqua como um controle e
um comparativo, pois essa espécie possui suas atividades biol6gicas bem
descritas.

Foram coletadas vérias colbnias de lagartas L. descimoni proximo ao
municipio de Tanimboca, Villa Eliana e Aguilas del viento, na Colémbia,
durante o0 més de Setembro de 2015. Os extratos foram preparados por
nossos colaboradores da Universidad de Los Andes logo apds as coletas
nesses municipios e mantidos congelados até o momento de transporte.

O pool do extrato de cerdas de ambas as espécies foi preparado de
acordo com Dias Da Silva et al. (1996) representado na Figura 7. As lagartas
foram anestesiadas com CO, e as espiculas foram cortadas na base do
tegumento. Em seguida, foi feito um macerado que foi preparado a 10 %
(m/v) em PBS pH 7,4 e foi centrifugado a 2100 g por 10 minutos a 4°C. O
extrato de cerdas foi transportado congelado até o Instituto Butantan e
mantido a — 80 °C até o momento de uso.

Determinamos a quantidade de proteina e atividade coagulante de
todos os lotes individualmente, mas utilizamos apenas o lote vindo de Villa
Eliana para determinar as demais atividades por ser o extrato com maior
atividade coagulante. O extrato de cerdas de L. obliqua foi fornecido pelo
Instituto Butantan (Lote: 036, 081 e 022). Todas as lagartas coletadas
estavam em coldnias com 50 a 100 individuos e entre 0 5° e o 6° instar do

desenvolvimento larval.
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Figura 7. Preparacéo do extrato de cerdas de Lonomia (Fotos de Leticia Delphino/Instituto
Butantan)

3.2. Soro antilondmico

O soro antilonémico utilizado é composto por fragbes F(ab’), de
imunoglobulinas especificas obtidas de plasma de cavalos hiperimunizados
com extrato de cerdas de L. obliqua (Lote:1304060). O antiveneno foi
fornecido pelo Instituto Butantan, sendo que, cada frasco-ampola de
antiveneno contém 10 mL, que neutralizam no minimo 3,5 mg de extrato de

cerdas de L. obliqua (soroneutralizacdo em camundongos Balb-C).

3.3. Dosagem de proteina

Nos casos em que O extrato apresentou algum residuo,
centrifugamos a 2000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado
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e utilizado para o procedimento. A dosagem de proteina dos extratos foi feita
pelo método colorimétrico do acido bicinconinico (BCA) (Smith et al., 1985),
utilizando como padréo a albumina bovina, partindo da concentracédo de 2
mg/mL até a concentracdao 0,031 mg/mL, mantendo razdo de dois. Em uma
placa de 96 pocos adicionamos em triplicata 10 pL do extrato (diluido 1:10) e
padrao em diferentes pocos e, em seguida, adicionamos 200 pL de mistura
reativa de acido bicinconinico e CuSO4. A placa foi aquecida em micro-
ondas por 25 segundos na presenca de um erlenmeyer contendo 200mL de
adgua destilada. Depois a placa foi mantida a 37°C por 5 minutos em placa
aquecedora. A leitura foi feita em leitor de placa da marca ThermoScientific
(modelo Multiskan EX) com absorbancia de 570 nm. A curva padréo foi feita
no software Curve Expert 1.4.A quantidade de proteina determinada nessa
metodologia foi utilizada nas demais metodologias para determinar as

concentracOes e doses de veneno utilizadas.

3.4. Determinacdo da dose minima coagulante

A dose minima coagulante (DMC) corresponde a menor
concentracdo de proteina do extrato que coagula o plasma em 60 segundos.

A DMC foi determinada seguindo a metodologia de Theakston &
Reid (1983). Resumidamente, o extrato de cerdas de L. obliqua e L.
descimoni foi diluido em razdo de 2 com solugéo salina e em seguida, 300
uL desse extrato diluido foi adicionado a 300 pL de CaCl, 25 mM. No
coagulémetro foram incubados 100 pL de plasma de rato citratado por 2
minutos a 37 °C, depois foi adicionado 100 pL de extrato diluido com
solucéo salina e CaCl, 25 mM e o TC foi cronometrado. O teste foi feito em
triplicata no coaguldémetro Start Diagnostica Stago (Franca). A DMC foi
obtida em uma curva de dose-resposta feita no software Instat 3, sendo que
no eixo X esta a concentracdo do extrato de cerdas em Log e no eixo Y esta

o tempo de coagulagcdo em segundos.
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3.5. Determinacédo da dose eficaz de antiveneno

A dose eficaz (DE) é a razao de pL de soro/mg de extrato em que o
tempo de coagulacdo corresponde a trés vezes o tempo de coagulacédo do
plasma com extrato e sem soro.

Este procedimento foi feito conforme o protocolo de Gené et al.
(1989). A concentracéo de extrato foi o equivalente a 2xDMC e foram feitas
diluicdes do soro antilonémico correspondentes a: 1000, 500, 250, 125, 62,5
e 31,2 uL de soro/ mg de extrato, esta mistura foi incubada por 30 minutos a
37° C. Nas cubetas foram pipetados 100 pL de plasma, 50 pL da mistura de
extrato com soro e 50 pL de CaCl, 25 mM e o tempo de coagulagao foi
determinado em coagulémetro Start Diagnostica Stago (Franca). A curva de

dose-resposta foi feita no software Instat 3.

3.6. Determinacéo da atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi determinada pelo método de Holzer &
Mackessy (1996). Primeiro os extratos foram diluidos a 5 ug/mL de proteina
em solugéo salina 150 nM. Em seguida, foram pipetados em uma placa de
96 pocos 20 pL dos extratos de cerdas diluido, 20 puL do substrato para
fosfolipase ([4nitro-3(octanoyloxy) benzoicacid] 3 mM) e 100 pL da solucdo
tampéo (Tris 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl100mM, pH 8,0). Como branco foi
utilizado salina no lugar da amostra. Em seguida a placa foi homogeneizada
e incubada a 37 °C por 1 hora. Passado o tempo, a reacao foi bloqueada
com Triton X-100 2,5%. A leitura foi feita em leitor de placa da marca
ThermoScientific (modelo Multiskan EX) em absorbancia de 425 nm. A

atividade especifica é dada através da seguinte equacao:

nmoles/min/mg de veneno = D.0.x25.8
Concentracéao do veneno
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3.7. Determinacgéo da atividade hialuronidésica

A atividade hialuronidasica foi determinada pelo método de
Pukrittayakamee et al., 1988. Primeiramente foi feita uma curva com os
extratos de cerdas partindo da concentracdo 2 mg/mL até 0,25 mg/mL em
tampdo acetato (acetato de sédio 0,2 M com NaCl 0,15 M, pH 6,0 — pH
corrigido com acido acético concentrado). Em uma placa de 96 pocos foi
pipetado em triplicata 10 puL do extrato diluido e 40 pyL de solugcédo de acido
hialurénico 0,5 mg/mL, a placa foi incubada por 15 minutos a 37°C e em
seguida a reacao foi parada com a adicdo de 150 pL de CTAB (2,5 % de
CTAB em NaOH 2%). Como branco foram pipetados 50 pL de tampéo
acetato e 150 pL de CTAB. Como controle de 100% de turbidez foi utilizado
10 pL de tampéo acetato, 40 pyL de acido hialurénico e 150 pL de CTAB. A
leitura foi feita em leitor de placa da marca ThermoScientific
(modeloMultiskan EX) em 400 nm de absorbéancia. A atividade
hialuronidasica foi expressa como a quantidade de veneno necesséria para
hidrolisar 50% do &cido hialurbnico, entdo expressa como unidades
redutoras de turbidez (URT).

3.8. Determinacéo da atividade fibrinolitica

Foi feitol0 mL de uma solucdo de fibrinogénio humano livre de
plasminogénio (3 g/L, Calbiochem - Alemanha) em tampé&o Tris-HCI (0,05 M,
pH 7,3 contendo NaCl 0,2 M e CaCl, 0,05 M). Em seguida, 40uL de trombina
bovina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) na concentragao de 2 U/mL e 10 mL
de uma solucdo pré-aquecida de agarose low melting 2% (ThermoFisher,
Estados Unidos) diluida também em tampéo Tris-HCI, foram adicionadas a
solucéo de fibrinogénio. Essa mistura foi homogeneizada e colocada em
uma placa de petri 9,0 x 1,5cm lisa contendo 500 pL de CaCl, 1 M, que foi
mantida em temperatura ambiente por 1 hora até a solidificacdo. Na placa de
fibrina-agarose, foram feitos pocos para a aplicacdo de diferentes
concentragdes de extrato de L. descimoni e L. obliqua (50, 25 e 10 pg em 20

puL de salina 0,085 %). Como controle negativo foi usado solugcédo salina
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0,85% e como controle positivo foi utilizado o veneno de Bothrops atrox na
concentracdo de 10 pg. A placa foi incubada em camara umida durante 24
horas a 37 °C. O halo de lise foi mensurado em mm?. (Jespersen & Astrup
1983).

3.9. Eletroforese e Western Blotting

Primeiramente, os extratos de L. obliqua e L. descimoni foram
diluidos a 20 pg. As amostras foram preparadas em condicdes redutoras
(com 2-mercaptoetanol) e ndo redutoras (sem 2-mercaptoetanol). Sendo que
apenas a amostra reduzida foi fervida por 7 minutos a 95°C. As amostras
foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE em gel de corrida com 12 % de
acrilamida e gel de aplicacdo com 5 % de acrilamida. A corrida foi feita em
sistema MightSmall 11 SE250/SE260 com 30 mA no gel de aplicacdo e 60
mA no gel de corrida. Um dos géis foi corado com Comassie Blue e o outro
gel foi utilizado para Western Blotting.

A transferéncia para a membrana de nitrocelulose foi feita em cuba
de transferéncia semi-seca (BioRad) a 15 Volts por 2 horas. Em seguida a
membrana foi bloqueada com leite desnatado 0,5% em tampé&o de lavagem
(PBS pH 7,4; Tween 20 0,5%) por 1 hora em temperatura ambiente (T.A.)
sob agitacdo constante e logo em seguida foram lavadas com tampéao de
lavagem (3 vezes de 5 minutos sob agitacdo constante). Apds o bloqueio e
as lavagens, a membrana foi incubada overnight a 4°C com soro
antilonémico diluido 1:5000, depois lavada novamente e incubada por 2
horas em T.A. sob agitacdo constante com IgG de coelho “anti-horse”
(Sigma Aldrich) diluido 1:1000. A reacdo foi revelada com o substrato
cromégeno [Imidazol 0,1 M pH 7,0, CoCl, 0,2 M, H,O, 30% e 3,3
diaminobenzidina(tetra-hidrocloreto) 5 mg] e interrompida lavando

membrana em agua corrente (Harlow 1988).
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3.10. Titulagcado de anticorpo

Para este ensaio foi utiizado o método de ELISA direto.
Primeiramente placas Nunc Maxisorp foram sensibilizadas com 100 pL de
extrato de cerdas na concentracdo de 10 pg/mL diluido em tampéo
carbonato (Na,CO3 15 mM, NaHCO3; 35 mM, pH 9,6) e incubada overnight a
4°C em camara umida. Em seguida a placa foi lavada 3 vezes por 5 minutos
com tampéo de lavagem (PBS pH 7,4 e Tween 20 0,05%) e bloqueada com
BSA 3% diluido em tampéo carbonato pH 9,6. Depois disso, a placa foi
lavada novamente com tampao de lavagem como descrito anteriormente e,
logo em seguida, foi adicionado o soro antilonémico (100 pL/poc¢o) partindo
da diluicdo 1:1000 até 1:2048000, mantendo razdo de dois. O soro foi
incubado por 1 hora a 37°C em camara umida. Apdés a incubacédo e as
lavagens (3 vezes por 5 minutos), foi adicionado a IgG de coelho “anti-
horse” (Sigma Aldrich) diluido 1:10000 (100 pL/pog¢o). Por final, foi
adicionado 100uL de substrato cromogénico (10 mg de OPD diluido em 10
mL tampé&o citrato pH 5,0) e apds 5 minutos a reacao foi interrompida com
50 pL/poco de H,SO4 30%. A leitura foi feita a 492 nm em leitor de placa da
marca ThermoScientific (modelo Multiskan EX).

3.11. Animais de laboratério

Foram utilizados Ratos Wistar machos com peso entre 250 g a 300 g
provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan (CEUAIB
n°6021261016). Durante todo o procedimento 0s animais tiveram acesso

irrestrito a comida e agua.

3.12. Coleta de amostra de sangue em ratos

ApoOs 0s ensaios de envenenamento, 0os animais foram anestesiados
via inalatoria com isoflurano (Cristélia, Sdo Paulo) e o sangue foi coletado
pela aorta abdominal com seringas plasticas de 10 mL. Ap6s a coleta os

animais foram imediatamente eutanasiados por deslocamento cervical.
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Uma parte do sangue coletado foi distribuido em eppendorfs
contendo 10 puL de EDTA 10% para hemograma em contador de células
(Mindray BC-2800VET). Para neutralizar a acdo do extrato no sangue foram
adicionados 10 pL de soro antilonémico para cada mL de sangue.

Outra parte foi distribuida em tubos falcon contendo citrato de sodio
4,7% (1 parte de anticoagulante para 9 partes de sangue) com soro
antilonbmico na mesma propor¢cdo citada anteriormente. Este tubo foi
centrifugado a 2000 g por 15 minutos a 4° C para obtencéo de plasma. Em

seguida, o plasma foi aliquotado e congelado para dosar fibrinogénio.

3.13. Determinacao da atividade desfibrinogenante

Este procedimento foi feito de acordo com Dias Da Silva et al.
(1996). A dose minima desfibrinogenante (DMD) € a menor dose de extrato
gue incoagulabiliza 0 sangue do rato em até 2h de envenenamento.

Para determinar essa dose foram utilizados 3 ratos Wistar para cada
dose de extrato de L. descimoni a ser testada (12,5; 25 e 50 pg/rato). Essas
doses de extrato de L. descimoni foram injetadas pela via intravenosa e apos
1 hora o sangue destes animais foi coletado. Para testar o envenenamento
pela via intradérmica, utilizamos 150 pg/rato (n=3) e o sangue foi coletado
apos 2 horas.

No momento da coleta, foi determinado o tempo de coagulacdo
(TC). Para tanto, 1 mL de amostra de sangue foi colocado em um tubo de
ensaio de vidro e mantido a 37 °C. A coagulabilidade do sangue foi
verificada em intervalos de 1 minuto, o sangue que ndo coagulou em até 10
minutos foi considerado incoagulavel (Theakston and Reid, 1983; Gené et
al., 1989).

3.14. Determinacao do nivel de fibrinogénio plasmatico

A metodologia usada foi desenvolvida por Ratnoff and Menzie
(1951). Primeiramente foi feito uma curva padrdo de tirosina com

concentracdes a partir de 0,0125 até 0,125 mg de tirosina em tubos falcon
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de 45 mL, em seguida foram adicionados 7 mL de agua destilada, 250 pL de
NaOH 10%, 750 pL de Na,CO3; 20% e 250 uL de reagente fendlico (Sigma),
respectivamente. Apds 30 minutos foi feita a leitura a 650nm em
espectrofotometro da marca Ultrospec (modelo 2100).

Para a dosagem de fibrinogénio do plasma dos ratos também foram
utilizados tubos falcon de 45 mL. Onde foram colocados 0,5 mL de vidro
moido, 500 pL de plasma, 10 mL de salina e 69 uL de trombina (720U). Esta
mistura ficou em repouso por 15 minutos a 37°C para a formacdo do
coagulo. Apds este tempo, foi centrifugado a 1800 g por 5 minutos em
temperatura ambiente e o coagulo foi espremido e lavado 2 vezes com 10
mL de salina. Apds as lavagens, o sobrenadante foi descartado e 1mL de
NaOH 10% foi adicionado, os tubos foram levados ao banho-maria fervente
por 10 minutos. Apos o tempo determinado os tubos foram retirados e
depois que esfriaram foi adicionado 7 mL de &gua destilada, 3 mL de
Na,CO3 20%, e 1 mL de reagente fendlico. Em um tubo de 45 mL foi feito o
branco, pipetando 7 mL de agua destilada, 1 mL de NaOH 10%, 3 mL
Na,CO3 20% e 1 mL de reagente fendlico. Apds 30 minutos, a leitura foi feita
em espectrofotometro da marca Ultrospec (modelo 2100) a 650nm.

3.15. Analise Estatistica

Quando necessario, 0s resultados foram expressos como média *
desvio padrdo. Diferencas entre as espécies nos ensaios de caracterizacdo
biolégica foram comparadas utilizando a distribuicdo gaussiana seguida pelo
teste t pareado. Para as analises de envenenamento experimental utilizamos
a analise de variancia ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey. Foram
considerados significantes 0s resultados com p<0,05. As anadlises
estatisticas foram feitas no software GraphPad Instat versdo 3.01. Os

gréficos foram feitos no GraphPad Prisma verséo 5.03.
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4. Resultados

4.1. Dosagem de proteina dos extratos

Com base em nosso resultado apresentado na Figura 8, podemos
afirmar que a quantidade de proteina encontrada no pool de L. descimoni
(2.50+0.24) ¢é significativamente menor quando comparado com a

quantidade de proteina encontrada no pool de L. obliqua (3.24+0,39).
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Figura 8. Quantidade de proteina dos extratos de cerdas de L. obliqua (LOB) e L. descimoni
(LDSC) determinados por BCA em triplicata. Os dados estdo expressos em média + desvio
padrdo. Diferenga estatistica significativa para p<0,05 * entre o extrato de cerdas de LOB e
LDSC.

4.2. Determinacdo da dose minima coagulante e da dose eficaz

Na Figura 9 podemos observar que foi preciso uma concentracao
muito menor de proteinas do extrato de cerdas de L. obliqua (0,5+0,02) para
coagular o plasma em 60 segundos enquanto que precisou de uma

concentracdo quatro vezes maior do extrato de cerdas de L. descimoni
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(11,25+0,03) para coagular o plasma no mesmo tempo. Assim, 0 extrato de
L. obliqua € mais coagulante que o extrato de L. descimoni.

Apos a determinacédo da atividade coagulante dos extratos de cerdas
de L. obliqua e L. descimoni, utilizamos o lote que possuia maior atividade

coagulante para os demais ensaios de atividades.
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Figura 9. Dose minima coagulante dos extratos de cerdas de L. obligua (LOB) e L.
descimoni (LDSC) expressa em pg/mL. O ensaio foi feito em triplicata e os dados estdo
expressos em média + desvio padrdo. Diferenca estatistica significativa para p<0,0001*
entre o extrato de cerdas de LOB e LDSC.

Na Figura 10 podemos observar que a DE foi menor para L.
descimoni (66,6+6,24) do que L. obliqua (76,5+7,27), corroborando os dados
de DMC, visto que o extrato de L. descimoni possui atividade coagulante

reduzida, também €& necessario uma menor quantidade de soro para

neutralizar essa atividade.
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Figura 10. Dose eficaz (DE) dos extratos de cerdas de L. obligua (LOB) e L. descimoni
(LDSC) expressa em pL de soro/mg de extrato. O ensaio foi feito em triplicata e os dados
estdo expressos em média + desvio padrdo. Diferenca estatistica significativa para
p<0,0001* entre o extrato de cerdas de LOB e LDSC.

4.3. Determinacédo da atividade fosfolipasica

O extrato de cerdas de L. descimoni (103,2+7,27) apresentou quase
metade da atividade fosfolipasica de L. obliqua (58,3%6,24), conforme o
apresentado na Figura 11, confirmando assim que possui atividade

fosfolipasica significativamente reduzida.
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Figura 11. Atividade fosfolipasica dos extratos de cerdas de L. obliqua (LOB) e L. descimoni
(LDSC) na concentracao de 5 pg/mL. A leitura foi feita apés 1 hora de incubagédo a 37°C. . O
ensaio foi feito em triplicata e os dados estdo expressos em média + desvio padrao.

Diferenga estatistica significativa para p<0,05* entre o extrato de cerdas de LOB e LDSC.
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4.4. Determinagao da atividade hialuronidasica

O extrato de cerdas de L. descimoni possui atividade hialuronidasica
reduzida (6.60£0,10), pois € necessario uma quantidade cerca de 3 vezes
maior que o extrato de L. obliqua (21,89+0,20) para hidrolisar 50 % de &acido

hialurénico Como podemos observar na Figura 12.
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Figura 12. Atividade hialuronidasica dos extratos de cerdas de L. obligua (LOB) e L.
descimoni (LDSC) expressa com quantidade de extrato necessaria para hidrolisar 50 % do
acido hialurdnico, entdo expressa como unidades redutoras de turbidez (URT). O ensaio foi
feito em triplicata e os dados estdo expressos em média + desvio padrdo. Diferenca
estatistica significativa para p< 0,0001* entre o extrato de cerdas de LOB e LDSC.

4.5. Determinacao da atividade fibrinolitica

Como mostra na Figura 13, o extrato de cerdas de L. descimoni ndo
possui atividade fibrinolitica, visto que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre o extrato dessa espécie em relacdo ao controle negativo.
Entretanto, o extrato de L. obliqua na concentracdo de 50 pg apresentou
diferenca estatistica significativa quando comparada com o controle

negativo.
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Figura 13. A atividade fibrinolitica do veneno de L. obliqua (LOB) (n=5) e L. descimoni
(LDSC) (n=5) foi mensurada medindo os halos de hidrélise em placas de fibrina-agarose.
Foi utilizado como controle negativo solucdo salina 0,85 % e como controle positivo
utilizamos 10 pg de veneno de Bothrops atrox. Os dados estdo expressos em média =
desvio padrao. Diferenga estatistica significativa para p<0,0001 * em relagéo a LOB 50 pg, #

em relacdo ao controle positivo, @ em relacdo ao controle negativo.

4.6. Eletroforese e Western Blotting

Podemos observar na Figura 14 que o perfil proteico das espécies
do género Lonomia sdo bastante parecidos. O extrato de cerdas de L.
descimoni apresentou um perfil proteico diferente apenas na regido de baixa
massa.

Houve neutralizac&o cruzada, ou seja, o soro antilonédmico foi capaz
de reconhecer as proteinas presentes no extrato de cerdas de L. descimoni,

confirmando assim a similaridade do perfil proteico entre as espécies.
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Figura 14. Perfil proteico e capacidade de reconhecimento do soro antilonémico. A)
Western blotting do extrato de cerdas de L. obliqua (LOB) e L. descimoni (LDSC) (20 ug de
proteina de cada extrato) em membrana de nitrocelulose. Incubado primeiro com antiveneno
e subsequentemente incubado com IgG anti-horse conjugado com peroxidase. B) Gel de
eletroforese em SDS-Page a 12% com 20 pg de proteina do extrato de cerdas de L. obliqua
(LOB) e L. descimoni (LDSC) na forma néo reduzida e corado com Comassie Blue. MM:
marcadores moleculares de massa; NR: ndo reduzido; R: reduzido; Lob: L. obliqua e Ldsc:

L. descimoni.

4.7. Titulacdo de anticorpo

Para quantificar antigenos que as imunoglobulinas presentes no
soro seriam capazes de reconhecer no extrato de cerdas de cada espécie,
foi feita a titulacdo de anticorpos pelo método de ELISA.

Na Tabela 2 podemos observar a titulagdo de anticorpos para cada
espécie, demonstrando que o antiveneno reconheceu as proteinas do
extrato de cerdas de L. descimoni. Esses dados corroboram os resultados
obtidos no Western Blotting onde foi comprovada a reacao cruzada do soro
com os antigenos destas espécies. Tendo em conta que o extrato de cerdas
de L. obliqua é utilizado como antigeno para a producdo do antiveneno, a
titulac&o de anticorpos para esta espécie foi maior quando comparado com a
titulacdo de L. descimoni. Porém, ndo houve diferenca estatistica

significativa entre a titulacdo de anticorpos desses extratos.
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Tabela 2 - Titulacdo de anticorpos pelo método de ELISA utilizando como antigenos os

extratos de cerdas de L. obliqua e L. descimoni na concentracdo de 10 pug/mL.

Espécies Titulac&o de anticorpo
L. obliqua 1:1 024 000
L. descimoni 1:512 000

4.8. Determinacdo da dose minima desfibrinogenante

Para determinar essa dose, ratos foram separados em grupos (n=3)
e cada grupo foi injetado com uma dose de extrato de cerdas de L.
descimoni via intradérmica. Porém, nenhum dos animais dos diferentes
grupos e doses desenvolveu o0s sinais e sintomas do envenenamento.
Portanto, utilizamos as mesmas doses citadas anteriormente pela via
intravenosa. Como podemos observar na Figura 15, por esta via a DMD foi
de 50 pg/animal. Os animais injetados com 50 pg/animal apresentaram
incoagulabilidade sanguinea e hemoglobindria 1 hora apds a inoculacao,
engquanto que o0s grupos injetados com as demais doses nao apresentaram
sinais de envenenamento.

Determinado isto, injetamos 3xDMD (150 pg/animal) via intradérmica
em 3 ratos e mesmo apos 2 horas da inoculacdo, estes animais néo
apresentaram nenhuma alteracdo. Na Figura 15 podemos observar que os
dados de hemoglobina, hematdcrito, eritrcitos, leucdcitos, fibrinogénio e
plaguetas, ndo apresentaram alteracdo significativa no grupo em que o
extrato foi injetado via intradérmica. Por outro lado, nos animais que
inoculamos o extrato de cerdas via intravenosa observamos leucocitose e

hipofibrinogenemia.
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Figura 15. Dados hematoldgicos de animais envenenados com extrato de cerdas de L.
descimoni com 12,5 pg/animal (n=3), 25 pg/animal (n=3), 50 pg/animal (n=3) via i.v., 150
pg/animal via i.d. (n=3), e os animais controle (n=3) em que nada foi injetado. O sangue foi
coletado 1 hora apés a inoculagdo do extrato, exceto os animais que foram injetados via
intradérmica que foi coletado 2 horas depois. Os resultados sdo expressos em média + erro
padrdo da media. Diferenga estatistica significativa para p< 0,05. * em relagéo ao grupo
controle, & em relacdo ao grupo que foi injetado 50 pg/animal e # em relacdo a grupo que

foi injetado 25 pg/animal.
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5. Discussao

Esse € o primeiro estudo das atividades biologicas e de
envenenamento experimental utilizando extrato de cerdas de L. descimoni.
Utilizamos o extrato de cerdas de L. obligua como um comparativo porque
as atividades desse extrato jA& sdo bem descritas, e 0 mesmo é utilizado
como antigeno para a producdo do antiveneno. E de grande importancia a
compreensao das atividades biolégicas do veneno de outras espécies do
género, para avaliar os possiveis tratamentos em caso de acidentes com
essa espécies, e também para avaliar a necessidade de incluir outras
espécies do género no pool de antigenos para a producéo de antiveneno.

Nossos resultados demonstram que ha variacdo intraespecifica nas
atividades biolégicas dos extratos de cerdas de lagartas do género Lonomia.
O extrato de cerdas de L. descimoni possui atividade coagulante,
fosfolipasica e hialuronidasica significativamente menores quando
comparado ao extrato de L. obliqua.

A eletroforese demonstrou que o perfil proteico das espécies L.
descimoni e L. obligua sdo semelhantes, com diferencas apenas na regido
de baixa massa. Além disso, 0 extrato de cerdas de L. descimoni possui
menor quantidade de proteina. Nos ensaios de envenenamento
experimental utilizamos a mesma concentracdo de proteina para extratos de
cerdas de L. obliqgua e L. descimoni. Todavia, nos casos de contatos
acidentais com L. descimoni, essa espécie de lagarta possivelmente
inocularia menor quantidade de toxinas ao ser pressionada, devido a menor
quantidade de proteina presente nesse extrato de cerdas,

Como o veneno utilizado neste estudo € feito de um macerado de
cerdas e nao é liofilizado, possivelmente ha diversos interferentes nessa
amostra. Por isso a metodologia de BCA foi escolhida para determinar a
guantidade de proteina desses venenos. Apesar de usar 0 mesmo principio
da técnica de Lowry, 0 método de BCA € mais sensivel e mais tolerante com
substéancias interferentes nas demais metodologias de dosagem de proteina.
(Smith et al., 1985).
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No envenenamento experimental, o extrato de cerdas de L.
descimoni ndo foi capaz de causar coagulopatia quando injetado pela via
intradérmica, mas quando injetado pela via intravenosa 0s animais
desenvolveram incoagulabilidade sanguinea e hemoglobinuria.
Provavelmente porque o extrato possui uma menor atividade hialuronidasica.
A hialuronidase é uma enzima que ja foi descrita no extrato de cerdas de L.
obliqua (Gouveia et al., 2005), e é conhecida por ser uma facilitadora de
difusdo de liquidos injetaveis. Ela atua aumentando a velocidade de
absorcao (Ogston and Shermant, 1961) e despolimerizando reversivelmente
0 &cido hialurénico ao redor das células do tecido conjuntivo, reduzindo a
viscosidade do tecido (Day T. D., 1950).

A atividade fosfolipasica da L. descimoni também demonstrou ser
significativamente reduzida do que o extrato de L. obliqua. As cerdas das
lagartas L. obliqua possuem uma toxina semelhante a fosfolipase A, que é
responsavel pela atividade hemolitica desta espécie (Seibert et al., 2006).
Nossos resultados de envenenamento experimental demonstram que os
ratos que foram envenenados por via intravenosa e intradérmica nao
apresentaram hemdlise, provavelmente devido a baixa atividade
fosfolipasica encontrada no extrato de L. descimoni. Apesar da baixa
atividade coagulante in vitro, quando o extrato de L. descimoni foi injetado
pela via intravenosa em ratos causou hipofibrinogenemia. O extrato de L.
obligua possui toxinas pro-coagulantes que ativam Fll e FX. Essas toxinas
ativam a cascata de coagulacdo levando a um rapido consumo de
fibrinogénio e fibrina (Reis et al., 1999; Alvarez Flores et al., 2006).

Nossos resultados de atividade fibrinolitica corroboram os dados de
Amarant et al. (1991) que descreveu uma toxina com atividade fibrinolitica e
fibrinogenolitica chamada Lonofibrase no extrato de L. obliqua. O extrato de
cerdas desta espécie foi capaz de hidrolisar a fibrina somente em altas
doses demonstrando que o extrato de fato possui atividade fibrinolitica. O
extrato de cerdas de L. descimoni demonstrou ndo ter atividade fibrinolitica.

Portanto, o consumo de fibrinogénio apresentado no envenenamento
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experimental ocorreu secundariamente, devido a ativagdo da cascata de
coagulacgéo.

Além dos ensaios de atividade bioloégica e envenenamento
experimental, avaliamos qualitativamente e quantitativamente a capacidade
do soro antilondbmico em reconhecer as toxinas do extrato de cerdas de L.
descimoni. O Western Blotting demonstrou que o antiveneno foi capaz de
reconhecer as proteinas presentes no extrato de cerdas de L. descimoni e
isso foi confirmado quantitativamente pela titulacdo de anticorpos.

Para avaliar a capacidade do soro antilonémico em neutralizar a
atividade coagulante dos extratos de cerdas de L. obliqua e L. descimoni,
determinamos a dose necessdria para neutralizar a atividade coagulante in
vitro. Neste ensaio demonstramos que o soro foi capaz de neutralizar a
atividade coagulante de ambas as espécies, contudo, foi preciso uma dose
menor do antiveneno para neutralizar a atividade coagulante do extrato de L.
descimoni. A hip6tese seria que o extrato de L. descimoni possui menor
guantidade de toxinas pré-coagulantes, visto que possui menor quantidade
de proteina no pool. Consequentemente seria necessario uma menor
guantidade de antiveneno para neutralizar essas toxinas.

Nossos dados de soroneutralizag&o in vitro confirmam os resultados
de um trabalho publicado recentemente no qual € demonstrado que o extrato
de cerdas de L. casanarensis e L. orientoandensis sdo capazes de causar
sindrome hemorragica em ratos. As duas espécies causaram plaguetopenia,
hipofibrinogenemia, hemolise e coagulopatia quando injetadas via
intradérmica. Os animais envenenados neste estudo desenvolveram o0s
sinais de envenenamento 2 horas apds a inoculagédo via intradérmica. Por
outro lado, os animais envenenados com extrato de cerdas de L. obliqua
apresentaram os sinais de envenenamento 1 hora apés a inoculacdo. Neste
trabalho o soro antilonémico foi utilizado como tratamento e demonstrou ser
eficaz em reconhecer e neutralizar as toxinas de L. casanarensis e L.
orientoandensis in vivo (Sano-Matrtins et al., 2018).

O conhecimento sobre o extrato de cerdas de lagartas do género

Lonomia ainda é escasso. Apenas 5 das 12 espécies descritas por Lemaire
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(2002) foram estudadas. Portanto ndo sabemos ao certo quantas espécies
sdo capazes de causar a sindrome hemorrdgica. Em casos de contato
acidental, raramente o paciente leva o animal. Aléem do mais, é dificlil
identificar a espécie causadora do envenenamento, pois a identificacdo do
género Lonomia é feita apenas pela genitalia da lagarta macho por um
entomologista, dificultando assim o diagndstico do envenenamento (Lemaire,
2002).

6. Conclusao

Nas condi¢cdes em que foi conduzido esse estudo, podemos concluir
que o extrato de cerdas de L. descimoni possui atividades biolégicas menos
intensas quando comparada com extrato de L. obliqua, porém com potencial
para causar envenenamento. Em adi¢do a isto, podemos afirmar que o soro
antilonémico foi capaz de reconhecer e neutralizar as proteinas presentes no

extrato de cerdas de L. descimoni in vitro.
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