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RESUMO

Serpentes peconhentas produzem uma variedade de toxinas altamente citotdxicas.
Possuem um verdadeiro coquetel de substancias farmacoldgicas, tornando-se uma
verdadeira “farmacia viva”, que atualmente vem sendo utilizados por inumeros
pesquisadores, para o desenvolvimento de novos farmacos com potente agcao contra
microorganismos. O presente estudo visou avaliar a potencial atividade citotoxica da
peconha de Caudisona durissa collilineata em células mononucleares (CMN) do
sangue periférico humano, in vitro. Apds a padronizagao da obtencdo de CMN para
cultivo celular, foi realizada a avaliacdo do efeito citotoxico de diferentes
concentragcdes do veneno bruto. As CMN do sangue periférico foram separadas por
meio gradiente de densidade e incubadas (2x10° células/poco) com diferentes
concentragbes do veneno (50, 5, 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005 pg/mL), em diferentes
tempos (1, 3, 6, 24, 48 e 72h) e substratos (PHA, IL — 2). A avaliagao da atividade
citotoxica do veneno foi realizada, por meio da leitura das células em camara de
neubauer, apos 24, 48 e 72 horas. Em conclusdo, foi possivel identificar que a
citotoxicidade do veneno bruto de C. d. collilineata varia de forma proporcional a
concentragdo, ou seja, quanto maior a concentracdo do veneno, maior a sua
citotoxicidade. Com isso, a concentracdo de 0,0005ug/mL do veneno bruto de
Caudisona durissa collilineata, neste experimento, apresentou uma baixa atividade
citotoxica em CMN de sangue periférico humano e que a fragmentacdo do DNA
celular ndo foi visualizada neste estudo. Desta forma, sugere-se empregar dois ou
mais ensaios distintos para confirmar se a indugdo da morte celular esta ocorrendo
por meio de apoptose.

Palavras-chave: Venenos ofidicos, Caudisona durissa collilineata, citotoxicidade,
células mononucleares do sangue periférico.



MAINERI, M. M. Evaluation of the potencial cytotoxic activity of Caudisona
durissa collilineata venom in mononuclear cells of peripheral human blood.
2012. 107 f. Master’s Dissertation — Catholic University of Goias — PUC. Master of
Environmental Science and Health, Goiania, 2012.

ABSTRACT

Venomous snakes have a real cocktail of pharmacological active substances and
can be considered “living pharmacies”. They are currently used in research into new
drugs that act powerfully against microorganisms. The objective of the present study
was to evaluate in vitro the potential cytotoxic activity of Caudisona durissa
collilineata venom in mononuclear cells (MNC) of peripheral human blood. After
obtaining MNC for cell culture, the cytotoxic effect of different concentrations of crude
venom was evaluated. The peripheral blood MNC were separated using a density
gradient and were incubated (2x10° cells/well) with different venom concentrations
(50, 5, 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005 pg/mL) for different times (1, 3, 6, 24, 48 e 72h) and
in different substrates (PHA, IL — 2). The venom’s cytotoxic activity was analyzed by
visually examining the plates after 24, 48 and 72 hours. Was also observed with
different concentrations of crude venom induced ADN fragmentation in MNC. We
observed that the toxicity of crude C. d. collilineata venom varies proportionally with
concentration, i.e., the higher the concentration, the higher its cytotoxicity. For this
reason the 0.0005ug/mL concentration of crude Caudisona durissa collilineata
venom presented the lowest cytotoxic activity in peripheral human blood MNC and
that the fragmentation of cellular ADN was not seen in this study. Thus, it is
suggested to employ two or more different assays to confirm the induction of cell
death is occurring through apoptosis.

Key words: Ophidian venoms, Caudisona durissa collilineata, Cytotoxicity,
Peripheral blood mononuclear cells.
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1. INTRODUGAO

Na década de 80, cientistas inquietos com a acdo do homem sobre os
organismos vivos, na intengdo de agregar a terminologia diversidade bioldgica,
introduziram o termo “biodiversidade” (LEVEQUE, 1999). Para Wilson (1988), todo
produto de evolugao organica, toda vida biolégica no planeta em seus diferentes
niveis, bem como sua capacidade de reproducido estdo incluidos no conceito de
biodiversidade. Segundo lanni (2005), a biodiversidade expde ndo somente a
variedade da vida, mas também fundamenta a importancia dessa variedade.
Envolve os seres vivos, a genética existente e as suas relagdes.

Nesta perspectiva, o Brasil € alvo de cobica e discussdes sobre a forma de
sua utilizacao econdbmica por se destacar como uma importante fonte de riqueza
devido a sua vasta biodiversidade (GOTTLIEB et al, 1998; SANTOS, 2010).
Segundo Silva (2008), mais de 13% das espécies ja descritas pela ciéncia
encontram-se no Brasil, além de aproximadamente 40% das florestas tropicais, que
desempenham um importante papel na regulagdo do clima do planeta. Por isso se
justifica a necessidade de conhecer, conservar e promover o uso sustentavel desse
imenso patrimonio, em prol da humanidade.

Historicamente, o Brasil esta relacionado ao comércio de produtos naturais
(especiarias). A natureza sempre despertou no homem um fascinio por ser sua
principal fonte de inspiracdo e aprendizado. Por esta razdo, a busca pela
compreensao das leis naturais, como o clima e as doencgas, levaram o homem ao
atual estagio de desenvolvimento cientifico e avango tecnoldgico observado nos dias

de hoje (VIEGAS et al., 2006).
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Desta forma, neste momento de extrema importancia relacionado com a
evolucao cientifica, os estudos que envolvem recursos naturais, sejam eles
constituintes da fauna ou flora tém ganhado destaque tanto na busca e identificacao
de moléculas bioativas, bem como no entendimento de seus mecanismos de acao
(VIEGAS et al., 2006). Esta perspectiva corrobora com o estudo de Simdes e
Schenkel (2002) em que os autores afirmam a utlizagdo dos recursos
biotecnoldgicos como fonte do desenvolvimento humano, ja que os recursos naturais
sempre estiveram presentes para beneficiar a humanidade.

Porém, a utilizacdo de tais recursos para o beneficio social depende do
compromisso sustentavel (GOTTLIEB et al., 1998), o que para Garcia (1995) torna-
se o maior desafio, pois € necessario o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem a relacdo sustentavel entre biodiversidade e o avango biotecnologico.

A crescente demanda por produtos biologicamente ativos aumentou o
interesse sobre a biodiversidade existente nas areas pouco ou ainda nao exploradas
(SANTOS, 2010), como é o caso das regides brasileiras sob influéncia da vegetacao
do cerrado (NOGUEIRA, 2001). Nesta perspectiva, Myers et al. (2000) e Nogueira
(2001) afirmam que a vegetacado do cerrado é considerada mundialmente uma das
25 regides prioritarias para o estudo e conservacdo. A industria farmacéutica
recentemente retomou o entendimento de que a cura de milhares de enfermidades
humanas pode estar nos produtos extraidos dos recursos naturais biologicos, o que
estda fazendo com que suas atencdes voltem entdo para o territério nacional
(SANTOS, 2010).

Segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH) (2011), no territorio

brasileiro sdo conhecidas 721 espécies de répteis. O pais € o segundo colocado,
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ficando atras apenas da Australia que registra o total de 864 espécies. Além da
enorme riqueza de espécies de répteis que caracteriza nosso pais, mais de um tergo
da nossa fauna de répteis é autoctone, ou seja, s6 ocorre em territorio brasileiro
(MARTINS & MOLINA, 2008).

O Brasil ainda se destaca por apresentar um elevado numero de serpentes
(371) (SBH, 2011), dentre as quais se destacam os géneros Bothrops, Caudisona,
que antigamente era conhecida como Crotalus e Lachesis como sendo as principais
serpentes de interesse médico (BARRAVIERA, 1995) ora pelo alto indice de
acidentes descritos (SILVA et al., 2009) ora pela importancia que os estudos com as
peconhas destas serpentes tem despertado no meio cientifico (CHIPPAUX &
GOIFFON, 1998).

Entre as familias de serpentes de importancia médica catalogadas no Brasil,
os viperideos sdo sem duvida o mais importante grupo para a saude publica, devido
a sua alta frequéncia de acidentes, bem como pela sua gravidade (MELGAREJO,
2009). No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, a maioria dos acidentes
seguidos de Obitos sdo causados por serpentes do género Bothrops e Caudisona
(BRASIL, 1991).

As serpentes do grupo Bothrops atualmente sédo responsaveis por 90% dos
acidentes ofidicos registrados, contudo sdo as do género Caudisona as
responsaveis pela maior gravidade, devido agao da peconha, com elevado indice de
mortalidade, chegando a 11% mesmo quando o paciente é tratado (BARRAVIEIRA
& FERREIRA, 2005).

Segundo Vital Brazil (1982) os estudos com venenos de animais e de suas

toxinas apresentam grande relevancia, pois através destes € possivel entender o
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seu mecanismo de acgao possibilitando a compreensdao da fisiopatologia dos
envenenamentos e as medidas eficazes no tratamento. Da mesma forma tem sido
importante para revelar substancias com potencial promissor para o uso em
terapéuticas, através do estudo de seus constituintes quimicos e suas possiveis
acOes farmacoldgicas.

Além da importancia ecoldgica, as serpentes pegonhentas possuem também
importancia socioeconémica, cujo veneno € uma fonte natural de muitas substancias
biologicamente ativas, incluindo aquelas com propriedades terapéuticas que dao
origem a medicamentos utilizados amplamente no Brasil e ao redor do mundo, tendo
como exemplos medicamentos analgésicos e anti-hipertensivos (MARTINS &
MOLINA, 2008; CALKOSINSKI et al., 2010).

As serpentes do género Caudisona estdo representadas no Brasil por uma
unica espécie, Caudisona durissa. As subespécies conhecidas sao Caudisona
durissa terrificus, Caudisona durissa cascavella, Caudisona durissa ruruima,
Caudisona durissa marajoensis, Caudisona durissa trigonicus e Caudisona durissa
collilineata. A Caudisona durissa collilineata (Fig. 1), cujo veneno € objeto deste
estudo, esta relacionada a um grande numero de acidentes no Sudeste e Centro-
Oeste do pais, mas poucos estudos sobre a composicdo do veneno foram
realizados até o momento (FRANCA, 2008; FRANCA et al., 2009). Sendo assim,
avaliar o potencial citotoxico da peconha de Caudisona durissa collilineata sobre
células mononucleares de sangue periférico humano, in vitro, tornou-se o principal
desafio deste estudo. O conhecimento desta atividade citotdxica servira de subsidios
para futuras pesquisas a fim de determinar a sua potencial agcdo contra

microorganismos, podendo servir para a produgdo de farmacos contra diferentes
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microorganismos, uma vez que estudos da agao antimicrobiana com pegonhas de

serpentes tipicas do cerrado sdo pouco exploradas.

Figui‘a1 Caudisona dUss colliineta.
Fonte: Sacramento, M.
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1.1. CARACTERISTICAS GERAIS DAS SERPENTES

Serpentes sdo animais vertebrados, membros da Classe Reptilia,
pertencentes a Ordem Squamata e Subordem Ophidia. Estdo organizadas em trés
superfamilias, a Scolecophidia (Typhlopoidea), a Henophidia (Boidea) e a
Caenophidia (Xenophidia). Existem aproximadamente 2.930 espécies de serpentes
no mundo, distribuidas em 465 géneros e 20 familias. No Brasil, tem-se cerca de
10% do total de espécies (GRAHAM et al., 2007; MELGAREJO, 2009).

Sao caracteristicas de identificacdo das serpentes possuirem o corpo
extremamente alongado, cobertos por escamas epidérmicas, sem apéndices
locomotores e cintura escapular (FRANCO, 2009). Entre tantas caracteristicas
presentes, a pele € uma delas, pois possui elasticidade e dilatagao, o que facilita o
ato respiratério e a degluticdo, podendo ingerir presas até quatro a cinco vezes
maiores do que seu ventre em estado de vacuidade (GUIMARAES, 1979). A cérnea
das serpentes encontra-se protegida por um escama transparente, o que I|hes
proporciona um olhar fixo e frio. Nao possuem ouvido externo ou membrana
timpanica e sdo também bastante sensiveis as vibragdes transmitidas pelo solo
(HICKMAN et al., 2004).

Uma interessante adaptacdo que permite uma maior facilidade na deteccéo,
aproximacao e captura do alimento é a chamada termorrecepg¢ao, ou seja, capta sua
presa pelo calor através da emissao de radiagao infravermelha (MELGAREJO,
2009). Outra caracteristica dos ofidios € possuir uma lingua alongada e bifida, que
ao ser projetada para fora, recolhe particulas que sao levadas a um 6rgao sensorial

(6rgao de Jacobson) situado na regido anterior do céu da boca, cuja informagéo é
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transmitida ao encéfalo, onde os odores sdo identificados (GUIMARAES, 1979;
HICKMAN et al., 2004).

Do ponto de vista sensorial, algumas serpentes possuem um sistema
termorreceptor bem desenvolvido. Faz parte deste sistema um 6rgao denominado
fosseta loreal, que sao pequenos orificios situados entre os olhos e as narinas. Ele
permite que os ofidios peconhentos percebam a aproximagao dos animais,
especialmente de sangue quente. Desse modo, pode-se dizer que é praticamente a
fosseta loreal que orienta as atitudes de defesa ou ataque das serpentes, quando
estdo em busca de alimentos ou diante de um predador (GUIMARAES, 1979; AUTO,
2005; MELGAREJO, 2009).

Algumas serpentes apresentam estruturas como glandulas produtoras de
toxinas e aparelhos apropriados para inocula-las, sendo desta forma conhecidas
como serpentes peconhentas (MELGAREJO, 2009). As mais desenvolvidas e
especializadas sao as representadas pela superfamilia Caenophidia, as quais
incluem dentre outras, as familias Atractaspididae, Colubridae, Elapidae e Viperidae,
sendo estas ultimas de maior importancia epidemiolégica em territério nacional
(GRAHAM et al., 2007; SBH, 2011). A esse ultimo grupo pertence a espécie objeto
deste estudo e, portanto sera detalhada abaixo.

A familia Viperidae é formada por cerca de 250 espécies distribuidas pelo
mundo com caracteristicas fisicas similares, ou seja, cabeca triangular recoberta por
pequenas escamas e presencga de uma denticao considerada a mais especializada
do tipo solendglifa (MELGAREJO, 2009). Esse tipo de denticdo € constituido de um
par de dentes ou presas anteriores, bem desenvolvidos, com canal central e maxilar

movel. E o tipo mais perfeito de aparelho venenifero que se conhece, uma vez que
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um unico dente funcional em cada maxila € extremamente grande, agudo e oco,
funcionando como agulhas hipodérmicas que permitem a inoculacao do veneno até
mesmo em tecidos espessos (JUNQUEIRA, 2005; BARRAVIERA & FERREIRA,
2005; MELGAREJO, 2009). A familia Viperidae divide-se em duas subfamilias:
Viperinae e Crotalinae (FRANCO, 2009).

A subfamilia Viperinae é representada por serpentes conhecidas como
viboras verdadeiras estando presentes no continente africano, asiatico e europeu,
porém ausentes nos continentes americanos, totalizando 13 géneros e 83 espécies
(ZUG et al., 2000; FRANCO, 2009). A subfamilia Crotalinae é formada por 21
géneros e 172 espécies, dos quais 4 géneros representam esta subfamilia na fauna
brasileira: Bothrocophias, Bothrops, Caudisona e Lachesis (FRANCO, 2009). Os
géneros Bothrops, Caudisona e Lachesis sao considerados os de maior interesse
meédico no Brasil (DA SILVA et al., 2003). E entre estes, o género Caudisona, cuja
peconha é objeto central deste estudo, vem se destacando nas pesquisas uma vez
que O seu veneno apresenta o maior indice de letalidade (FRANCISCHETTI et al.,
2000; CARDOSO et al., 2009).

As serpentes do género Caudisona sao mais conhecidas como cascavel,
boicininga, maracambdia e outras denominagbes populares. Atingem
aproximadamente de um metro e vinte a um metro e quarenta, sao terrestres e
pouco ageis, mas quando excitadas, denunciam sua presenga pelo ruido
caracteristico do guizo ou chocalho no extremo caudal. Possuem vértebras bem
pronunciadas, apresentam um colorido de fundo castanho-claro, de tonalidades

variaveis, pelo qual se destaca uma fileira de manchas dorsais losangulares
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marrons, mais ou menos escuras, marginadas de branco ou amarelo (AUTO, 2005;

MELGAREJO, 2009).

1.1.1. Glandula do Veneno

As glandulas do veneno sao tecidos altamente especializados que possuem
uma grande capacidade de produgao, armazenamento e secregao desta substancia
(JUNQUEIRA & HO, 2002). Sao duas e estéo localizadas abaixo dos olhos e acima
do maxilar superior, provocando duas saliéncias laterais, dando a forma triangular a
cabeca das serpentes venenosas, com exceg¢ao da coral verdadeira, que tem a
cabeca mais ovalada, acompanhando o corpo (GUIMARAES, 1979). A glandula esta
fixada ao cranio através de ligamento e musculos, dentre os que se destaca o
musculo compressor glandulae. Esse musculo detém o principal papel no processo
de inoculacado do veneno durante o ataque (MELGAREJO, 2009).

A morfologia da glandula foi estudada em inumeras espécies e aparece
dividida em quatro regides: a glandula principal é formada por tubulos ramificados,
compostos pelo epitélio que produz o veneno e constitui a parte secretora ocupando
toda a porgao posterior; o ducto primario, que continua para a porcdo anterior,
formando uma alga na regido suborbital, € que se abre na glandula acessoéria. Essa
ultima é uma estrutura oval, formada por duas por¢cées que contribuem com
secrecdes durante a passagem do veneno. E o ducto secundario se abre por dois
poros na bainha, na base da presa (MELGAREJO, 2009).

Esta complexa estrutura teve origem durante o processo evolutivo das

serpentes onde parte do aparelho digestivo formado pelas glandulas salivares e o
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sistema pancreatico deu origem ao mais especializado dos tecidos, cuja
diferenciagcao possibilitou a producdo de venenos tendo como base para sua
formacao a saliva e outras secregdes oriundas da estrutura gastrica (BOISBOUVIER
et al., 1998).

Quanto a presenca de veneno, as serpentes sado classificadas em dois
grupos: as pegonhentas, com aparato inoculador de veneno, e as nao pegonhentas
ou constritoras. No Brasil ha cerca de 70 espécies pegonhentas (PINHO &

PEREIRA, 2001).

1.2. VENENOS OFIiDICOS

Os venenos de serpentes sao constituidos de varios componentes bioativos e
apresentam uma ampla variedade de atividades fisiologicas nas suas presas e em
vitimas humanas, independente da via de administracdo (ingerido, injetado, ou
inoculado), podendo levar a morte (NOVAES, 2004; SAMPAIO et al., 2005; FOX &
SERRANO, 2005).

Peconha é o veneno que sofre especializacdo nas glandulas salivares das
serpentes, onde adquirem atividades enzimaticas, podendo destruir as proteinas e
desencadear diversas reagdes nos seres vivos, funcionando para a serpente como
um suco digestivo para o seu sustento (NOVAES, 2004). Desta forma, para adquirir
0 seu alimento a serpente recorre ao veneno que pode apresentar agdes especificas
sobre a presa, como proteolitica, coagulante, neurotoxica e hemolitica (DE BEM

NETO, 2001).
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Os venenos sao verdadeiras misturas complexas formadas de substancias
organicas e inorganicas. A composicdo organica apresenta carboidratos,
aminoacidos, peptideos, nucleotideos, proteinas e aminas bioativas. Ja a
composigao inorganica € composta por calcio, ferro, cobre, magnésio, potassio,
manganés, sbdio, cobalto, fésforo, zinco e niquel (CALVETTE et al.,, 2007). A
caracteristica das substancias presentes, bem como o grau de citotoxidade pode
variar conforme a espécie, uma vez que, fatores como distribuicdo geografica,
sazonalidade, habitat, dieta, idade, género e dimorfismo sexual interferem na
composi¢cao quimica (CHIPPAUX et al., 1991; CARDOSO et al., 2003). Para
Calkosinski et al. (2010), as variagdes quimicas da pegonha existem dentro da
propria subespécie. A tabela abaixo apresenta algumas das principais substancias

encontradas em peconhas de viperideos.



Quadro 1. Substancias encontradas em peconhas de viperideos.
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ENZIMAS NAO ENZIMATICOS PEPTIDEOS
PROTEICAS Metaloproteases Ativadores de Proteina C Cardiotoxicos
Serino Proteases Fatores de crescimento de Citotoxicos
Catalases vasos endoteliais Desintegrinas
Fosfodiesterases Fatores de crescimento de Natriuréticos
Fosfolipases nervos Neurotoxicos
Fosfatase Alcalina Inibidores de protrombinase  Potenciadores
Fosfatase Acida Lectinas de Bradicinina
Hialuronidases Lectinas like
Desoxirribonucleases Precursores de peptideos
Ribonucleases bioativos
Adenosinatrifosfatases Proteina de ligagéo
NAD-nucleotidases plaquetaria
Amilases
Ativadores de fator X
Fibrinogenases
Ativadores de
Protrombina
Heparinases
Oxidorredutases
Transferases
Acetilcolinesterases
Colagenases
Elastases
Quininogenases
Argininaesterase
NAO Aminas, Aminoacidos, Carboidratos, Citrato, Nucleosideos, Calcio,

PROTEICAS Cobalto, Cobre, Ferro, Fosforo, Potassio, Magnésio, Manganés, Sédio,

Zinco.

Fonte: (Adaptado de SIERRA & PEREZ, 2001)
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Segundo Novaes (2004) a pegonha de serpentes € um coquetel de moléculas
que tornam as glandulas de serpentes uma verdadeira “farmacia viva”. Possuem
substancias farmacologicas e bioquimicamente ativas que atualmente estdo sendo
utilizadas por inumeros pesquisadores para o desenvolvimento de novas drogas
terapéuticas como, por exemplo: drogas tromboliticas, drogas analgésicas e drogas
contra o cancer.

Esta situagao fica evidente quando se demonstrou o uso de componentes do
veneno do Bothrops jararaca como agente anti-hipertensivo revelando, portanto, a
potencialidade de tais compostos para o uso terapéutico (KARALLIEDDE, 1995;

CHEN et al., 2002; GARCIA, 2003; WEBER et al., 2006).

1.2.1. Peconha Crotalica

A peconha crotalica € uma mistura complexa de proteinas e polipeptideos que
interferem em varios processos fisiologicos, determinando efeitos variaveis nas
diferentes espécies animais (AZEVEDO-MARQUES et al., 2009). A combinacgéo de
polipeptideos e proteinas, presentes em 90% do peso seco da pegonha conferem
um arranjo eficiente de propriedades téxicas ao veneno capaz de desencadear
desordens metabodlicas na presa. Dentre os inumeros efeitos que pode causar,
destaca-se: neurotoxicidade, cardiotoxicidade, edematogenicidade, miotoxidade,
acgdes coagulantes, hemostaticas, hemorragicas, nefroticas e hepatotdxicas
(MARKLAND, 1998; DE BEM NETO, 2001; PINHO et al., 2004).

O alto grau de letalidade (72%) em casos nao tratados permite que a pegonha

crotalica seja considerada a pegonha mais toxica entre as serpentes brasileiras
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(PINHO & BURDMANN et al., 2000). Bioguimicamente o veneno do género
Caudisona apresenta uma composi¢ao formada por compostos inorganicos (10% do
peso seco total) e organicos, como enzimas hidroliticas, proteoliticas e nao
proteoliticas, além de toxinas responsaveis em grande parte pela toxicidade do
veneno (BARRAVIERA, 1993; BEGHINI, 2001). Dentre as toxinas que compde o
veneno de Caudisona durissa destacam-se como principais a crotamina, convulxina,
giroxina e crotoxina, sendo a crotoxina a representante de 65% do total do veneno
(BERCOVICI, 1987; ALEXANDER et al., 1988; SOARES, 2007).

a) Crotamina: € uma miotoxina polipeptidica, composta de 42 aminoacidos e
massa molecular de 4,8 KDa, identificada pela primeira vez por Gongalvez e Vieira
em 1950, cuja acdo induz paralisia espasmoédica em musculos esqueléticos de
origem periférica. E uma molécula resistente ao calor, suportando uma temperatura
de 70°C por 18 horas sem perder sua propriedade toxica (SILVA, 2001). Mancin et
al. (1998) demonstraram que a crotamina injetada em camundongos, induziu um
efeito analgésico dependente do tempo e da dose. Quando compararam com a
morfina, a crotamina foi aproximadamente 30 vezes mais potente, até mesmo em
doses extremamente baixas. Além disso, estudos farmacologicos evidenciaram que
esta toxina é capaz de induzir a despolarizacdo do potencial da membrana das
células musculares, aumento da liberacdo basal de acetilcolina e dopamina no
tecido estriado de ratos, e o aumento de secrecdo de insulina pelas ilhotas
pancreaticas (GOPALAKRSHNAKONE et al., 1984; TOYAMA et al., 2000; SALVINI
et al., 2001; CAMILLO et al., 2001; AIRD, 2002).

b) Convulxina: € uma metaloprotease descrita por Prado-Franceschi em

1970 que representa cerca de 5% do peso do veneno, com massa molecular em
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torno de 68 KDa (BERCOVICI, 1987). Apresenta agdo extremamente toxica,
principalmente quando injetada por via intravenosa. E uma neurotoxina responsavel
por apresentar um quadro clinico de perda de equilibrio, alteracdes gastrintestinais,
convulsdes e alteragdes visuais. Atua em plaquetas, induzindo sua agregagéo, com
subsequente isquemia cerebral (PRADO-FRANCESCHI & VITAL-BRAZIL, 1981).

c) Giroxina: isolada por Barrio em 1961, € uma glicoproteina toxica nao letal,
com massa molecular de 35 kDa, que quando injetada por via intravenosa ou
intracerebroventricular, € capaz de provocar episodios temporarios de rotagdo do
animal ao redor do seu proprio eixo longitudinal, causando a sindrome da lesao
labirintica caracterizada por periodos de hipoatividade alternados com
hiperexcitacdo (ALEXANDER et al, 1988). Possui agdo coagulante sobre o
fibrinogénio em plasma de mamiferos e exerce atividade do tipo-trombina (SEKI et
al., 1980). Em tecido cerebral de camundongos a giroxina n&o alterou a liberagao
basal e estimulada de neurotransmissores (dopamina e acetilcolina), sugerindo
auséncia de efeito neurotoxico direto (CAMILLO et al., 2001).

d) Crotoxina: € o componente majoritario do veneno de Caudisona durissa,
foi isolada em 1938 por Slota e Fraenkel-Conrat (BON et al., 1988). Possui
atividades fosfolipasica, neurotoxica e miotdxica e sua dose letal em camundongos é
0,13mg/Kg e é responsavel pelo efeito nefrotoxico e parada respiratéria de origem
periférica nas presas acometidas (HAWGOOD, 1990; SANTOS et al., 1992; AMORA
et al., 2006; NOVAIS et al., 2006). E formada por um complexo ndo covalente de
duas diferentes subunidades: uma composta por fosfolipase A, alcalina, com forte
acao enzimatica e pouco tdxica, denominada crotoxina basica (CB) de peso

molecular ~14,5 kDa e a outra subunidade, por um polipeptideo de carater acido que
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nao possui atividade enzimatica, conhecido como crotoxina acida (CA) de peso
molecular ~ 9,5 kDa. E desprovida de atividade catalitica e n3o é téxica, sendo sua
dose letal em camundongos > 20 mg/mL (BON et al., 1988). As duas subunidades
formam espontaneamente um complexo 1:1, com elevado poder letal (HABERMANN
& BREITHAUPT, 1978). Quando a CB encontra-se associada a CA, a sua atividade
hidrolitica é reduzida, porém, as atividades neurotdoxicas e miotdxicas sao
potencializadas (BON et al., 1989).

A literatura mostra que o complexo crotoxina € uma neurotoxina de agao pré-
sinaptica, que inibe a liberagao de acetilcolina em jun¢des neuromusculares (BON et
al., 1989). A subunidade CB, quando isolada, tem ac&o pré-sinaptica na jungao
neuromuscular e provoca efeito semelhante ao da crotoxina, embora requeira uma
maior concentragcdo para produzir o mesmo efeito (HABERMANN & BREITHAUPT,
1978). Além destas atividades, a fracdo CB ainda exerce efeitos anticoagulantes,
bactericidas e edematogénicos (KOUYOUMDJIAN et al, 1986). Estudo
desenvolvido por Santos et al. (2004) sobre a atividade tdxica das crotoxinas e
fracdes isoladas de venenos das subespécies C.d. terrificus, C. d. cascavella e C. d.
collilineata demonstrou que as fracoes CB apresentam atividade neurotdxica,
miotdxica e edematogénica menor que as crotoxinas correspondentes. Desta forma,
observaram ao término do estudo, que a interacao entre as subunidades CA e CB é

fundamental para a alta toxicidade desta proteina.
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1.2.2. Citotoxicidade e Testes de Avaliacao in vitro

A citotoxicidade é definida como a acdao que um determinado componente
exerce sobre as células, com propriedade de causar a sua morte. E um termo
abrangente que significa, em linhas gerais, morte celular induzida. Esta presente em
todos os organismos multicelulares e unicelulares, e em mamiferos a citotoxicidade
pode ser causada pela atividade litica direta de uma célula citotoxica (atividade
fagocitica e receptores de morte, por exemplo) ou pela secregao de moléculas liticas
soluveis  (defensinas, @ componentes do sistema complemento, TNF,
perforina/granzimas, por exemplo) (NOVAES, 2004; PONS & PINTO, 2011).

Como a variedade de produtos a serem avaliados tem crescido e muito, ha
necessidade de se estudar novas metodologias e escolher entre elas a que possa
responder melhor quanto a presenca de possiveis elementos téxicos (ROGERO et
al., 2003).

A utilizacao de testes in vitro proporciona uma avaliagao segura dos
componentes utilizados, e garante vantagens econdémicas sobre os testes in vivo.
Com o controle cada vez mais rigoroso em relagado ao uso de animais de laboratorio,
ha a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a
toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos, principalmente aqueles de
aplicagcédo clinica, e que ndo devem causar reagbes adversas € nem lesar o
organismo do paciente (ROGERO et al., 2003).

Estes estudos representam os primeiros testes sobre a toxidade de um

material e contribuem para tornar as pesquisas, utilizando modelos animais, mais
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seguras, o que parece ser de grande utilidade, considerando os aspectos éticos da
pesquisa (FIDALGO et al., 2009).

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International
Standard Organization), 1SO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro
teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos, e depois de comprovada a sua nao toxicidade é que o estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se o0s ensaios
necessarios em animais de laboratorio.

Os testes de citotoxicidade possibilitam identificar os componentes ativos; os
mecanismos pelos quais o componente exerce seu efeito téxico; descrever e
identificar a taxa de atividade de um componente; bem como, o alvo potencial na
populacao celular estudada, e determinar a taxa de concentragdo toxica e a relagao
da concentragao do agente téxico com o tempo de exposicdo (NOVAES, 2004).

Ressalta-se que as limitagdes destes testes devem ser consideradas no
momento da interpretagao dos resultados, e os experimentos desenvolvidos em
cultura celular nao substituem aqueles desenvolvidos com outros modelos
experimentais. In vivo, as células fagociticas, vasos sanguineos e linfaticos diluem
as substancias e possibilitam sua eliminagdo, o que nao ocorre nos testes de
citotoxidade in vitro (WALL et al., 1972).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relagado aos in vivo tais como
poder limitar o numero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais
facilmente além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto. Estudos com
estes métodos demonstraram que os testes com culturas celulares podem ser

utilizados com sucesso, pois sao reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente
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acessiveis para a execugao do estudo de biocompatibilidade in vitro (ROGERO et
al., 2003).

Diversas sdo as metodologias para testes de citotoxidade, como, redugao do
tetrazolio (MTT), incorporagao do vermelho neutro, incorporagéo da timidina tritiada,
meétodo de difusdo em agar, método de extracdo e o método de Azul de tripano,
dentre outras (LONNROTH & DAHL, 2003; SUSINI et al., 2006).

O teste de exclusdo de células mortas com Azul de Tripano, constitui uma
técnica rapida e de facil execucéo. Células viaveis sdo impermeaveis a este corante,
uma vez que sua penetracdo na célula indica a perda da integridade de sua
membrana (KALDAHL et al., 1996). Esta metodologia tem sido empregada para
avaliacao do efeito toxico de inumeras substancias com potencial aplicagéo clinica.
Portanto, é possivel distinguir células vivas, danificadas ou mortas, pela contagem

de células viaveis por meio da microscopia 6ptica (CIAPETTI et al., 1996).

1.2.3 Morte Celular

A lesdo celular ocorre quando as células sdo submetidas a estimulos
intracelulares ou extracelulares, diminuindo assim a capacidade de adaptacao. A
extensao na qual qualquer agente nocivo pode causar lesao celular e morte
depende em grande parte, da intensidade e duragao da lesdo bem como do tipo de
célula envolvida (HENGARTNER, 2000; KUMAR et al., 2005).

A lesao celular e a morte celular sao processos continuos, e na condicao de
saude, sado balanceadas pela renovagao celular. Em cada linhagem celular, o

controle do numero de células é regulado por um balango entre a proliferagao celular
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e a morte celular, sendo os processos de morte celular classificados de acordo com
suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas em: apoptose, autofagia, necrose,
mitose catastrofica, e senescéncia (CASTEDO et al., 2004; OKADA & MAK, 2004;
PORTH, 2004).

A autofagia caracteriza-se como um processo adaptativo conservado
evolutivamente e controlado geneticamente, na qual a degradagao de componentes
celulares ocorre em resposta a um estresse metabdlico. As porcoes citoplasmaticas
sdo encapsuladas por membranas, formando estruturas denominadas
autofagossomos, aonde os mesmos irdo se fusionar com os lisossomos, e
posteriormente o conteudo dos autofagossomos sera degradado pelas enzimas
hidrolases lisossomais (DANIAL & KORSMEYER, 2004; KELEKAR, 2005; LUM et
al., 2005).

A mitose catastrofica € um processo passivo, porém considerado por muitos
estudos um mecanismo regulado geneticamente. Desta forma, caracteriza-se como
uma mitose aberrante, resultando em uma segregacdo cromossdmica errdnea,
determinando assim uma sinalizagao irreversivel para a morte (CASTEDO et al.,
2004; WEAVER & CLEVELAND, 2005).

A morte celular por senescéncia € um processo metabdlico ativo que ocorre
por meio de uma programacao genética levando a deterioracdo dos teldbmeros e
ativacdao dos genes supressores tumorais. Desta forma, as células que entram em
senescéncia, perdem a capacidade proliferativa ap6s um determinado numero de

divisdes celulares (MOOI & PEEPER, 2006).
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1.2.3.1 Necrose

A necrose se refere ao espectro de alteragdes morfoldgicas que ocorrem apds
a morte celular em um tecido vivo, resultando, em grande parte, da agao progressiva
de enzimas nas células que sofreram uma lesao letal. Sendo assim, a necrose é o
correspondente macroscopico e histologico da morte celular que ocorre devido a
uma lesdo exdgena irreversivel (ROBBINS & COTRAN, 2005).

As células necroticas sao incapazes de manter a integridade das membranas,
acarretando um influxo de agua e ions extracelulares, levando a turgidez da célula
inteira, com consequente ruptura da mesma, ocorrendo o extravasamento do seu
conteudo (ALBERTS et al., 1997; APOPTOSIS, 2002).

A aparéncia morfolégica da necrose resulta da desnaturagdo das proteinas
intracelulares e da digestdo enzimatica da célula. A necrose difere da apoptose, por
envolver a digestdo enzimatica desregulada dos componentes celulares, perda da
integridade da membrana celular, com liberagdo descontrolada dos produtos da
morte celular no espaco intracelular e inicio da resposta inflamatéria (PORTH, 2004;

ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

1.2.3.2 Apoptose

A partir de 1964, foi criado o termo “morte celular programada” para designar
assim, um tipo de morte celular que ocorre de forma nao acidental. Em 1972, Kerr,

Wyllie e Currie, substituiram esse termo por “apoptose”, para indicar este tipo de



38

morte celular. Apoptose é a via de morte celular induzida por um programa
intracelular altamente regulado, no qual as células destinadas a morrer, ativam
enzimas que degradam seu DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas (ROBBINS
& COTRAN, 2005).

As caracteristicas morfoléogicas da apoptose, demonstram uma retragao
celular, levando a perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas.
Ocorre a manutengao morfoldgica das organelas celulares, com excegédo, em alguns
casos, das mitocondrias, que podem apresentar a ruptura da membrana externa. A
cromatina sofre condensagdo, concentrando-se junto a membrana nuclear,
mantendo-se intacta. Além disso, a membrana celular forma prolongamentos e o
nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Ocorre o
aumento, tanto em numero, quanto em tamanho dos prolongamentos da membrana,
com posterior ruptura, originando assim estruturas com conteudos celulares
denominados de corpos apoptoticos. Como caracteristica marcante da apoptose,
evidencia-se a fragmentacao internucleossémica do DNA, onde uma endonuclease
€ ativada produzindo fragmentos de DNA de tamanhos variaveis (SARASTE &
PULKKI, 2000; ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

A ativacdo dos mecanismos apoptéticos pode ser iniciada de duas maneiras
distintas: via extrinseca (citoplasmatica) ou via intrinseca (mitocondrial). A via
extrinseca é ativada por meio da ligacdo de ligantes especificos a um grupo de
receptores de membrana, sendo este denominado de super familia de Receptores
de Fatores de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor Receptor, rTNF), que por
meio desta ligacao, ativa a cascata das caspases. Ja, a ativacdo da via intrinseca

ocorre por meio de estresse intra ou extracelular, como a deprivacao de fatores de
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crescimento, danos no DNA, hipoxia, ou ativagdo de oncogenes. Os sinais
decorrentes de tais fatores sdo convergidos principalmente para a mitocondria,
sendo desta forma, a mitocondria caracterizada como o principal mediador desse
tipo de morte. Essa organela recebe os estimulos sinalizadores de morte celular,
induzindo a permeabilizagdo da membrana mitocondrial e conseqlientemente ocorre
a liberacdo de moléculas pro-apoptoticas nela presentes (BUDIHARDJO et al., 1999;
HENGARTNER, 2000; DESAGHER & MARTINOU, 2000).

Uma vez que, a apoptose ocorre por meio de uma cascata muito bem
regulada, ha muitas possibilidades para medir a atividade desses reguladores ou as
consequéncias funcionais da sua acdo. Um grande numero de ensaios para a
avaliacdo das caracteristicas da apoptose e contagem de células apoptoticas tem
sido utilizados em ensaios in vitro, levando-se em consideragdo as vantagens e
desvantagens pertinentes a cada teste. As principais caracteristicas do mecanismo
apoptético verificados por meio dos diferentes ensaios incluem: a ativacdo da
caspase, a fragmentacao de DNA, bem como alteragdes da membrana plasmatica e

mitocondrial (SCHULZE-OSTHOFF, 2008).

1.2.4. Acao dos Venenos de Serpentes e o seu Uso na Terapéutica

Componentes do veneno de serpentes sdo de grande interesse e valor
comercial, o que justifica inumeros estudos envolvendo suas atividades funcionais e
farmacologicas para aplicagdes clinicas, uma vez que suas fungdes biolodgicas
servem como ferramentas bioquimicas em biotecnologia e pesquisas biomédicas

(LIS & SHARON, 1998). Um exemplo classico foi o estudo do veneno de Bothrops
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Jararaca, que permitiu o descobrimento do captopril, uma enzima inibidora da
conversao da angiotensina, amplamente utilizada no tratamento da hipertensao
arterial, na insuficiéncia cardiaca congestiva e na doenga arterial coronaria
(CAMARGO, 1999).

Com isso, a utilizacdo do veneno ofidico na saude e o interesse médico
cientifico na compreensao estrutural e funcional dessas moléculas trazem
contribuigdes significativas para a descoberta de novas drogas, bem como para o

desenvolvimento de técnicas eficientes na sua aplicagao (OLIVEIRA, 2006).

1.2.4.1. Agao Bactericida

A busca por agentes bactericidas tem despertado interesse em pesquisadores
na area da saude sobre a agdao do veneno de serpentes. Estudo realizado por
Marcussi et al. (2004) utilizando uma enzima glicoprotéica que catalisa a
desanimacgao oxidativa de L-aminoacidos, chamada L-aminoacido oxidase (LAAO)
foi isolada do veneno de Bothrops moojeni e testado sua atividade bactericida sobre
Escherichia coli DH5. Ao término do estudo concluiram que a LAAO apresenta
atividade bactericida, mostrando-se uma enzima de grande interesse médico-
cientifico e podendo ser utilizada como modelo para desenho de novos farmacos de
aplicagao na clinica médica.

O efeito antibacteriano dessa mesma enzima, LAAO, foi isolado da serpente
Ophiophagus hannah por Lee et al. (2011) e testado contra varias cepas incluindo
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli usando ensaio de microdiluicdo em caldo.
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Para comparacao, os efeitos antibacterianos de varios antibiéticos (cefotaxima,
canamicina, tetraciclina, vancomicina e penicilina) também foram examinados
usando as mesmas condigdes. Os resultados foram eficientes em inibir duas
bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis), porém a LAAO foi
moderadamente eficaz contra trés bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa, K.
pneumoniae e E. coli). Em outro estudo, a acdo sobre as bactérias E. coli e S.
aureus testadas por Ticli (2006) demonstraram que a LAAO isolada da serpente
Bothrops jararacussu tem agao bactericida diminuindo significativamente o numero
de coldnias quando incubada junto com as bactérias pelo tempo de 1h. Torres et al.
(2010) identificaram atividade inibitéria dose dependente no crescimento de
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, e Staphylococcus aureus e das formas
promastigotas da Leishmania chagasi e amazonensis ocasionada pela agdo da
LAAO da Bothrops marajoensis. Outro estudo realizado com a fragcado Bp-LAAO da
Bothrops pauloensis também demonstrou atividade de supressdo do crescimento
dose dependente sobre bactérias gram-negativas e gram-positivas (RODRIGUES et

al., 2008).

1.2.2.2. Acao Antiparasitaria

Estudo desenvolvido com o veneno da serpente Bothrops jararaca por
Gongalves et al. (2002) demonstrou que a pegonha pode afetar o crescimento do
Trypanossoma cruzi € de Leishmania major. Acreditam ser, provavelmente por
desagregar o aparelho mitocondrial do parasito bloqueando sua capacidade de

produzir energia. Ja Deolindo et al. (2005) em estudo desenvolvido com o veneno da
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mesma serpente, concluiram que o estresse induzido no epimastigoto do T. cruzi ,
ativa um processo programado de morte celular, similar a apoptose dos
metazoarios, conduzindo a morte do parasito. Os pesquisadores observaram que
apos aplicacdo do veneno houve aumento do volume da mitocondria, fragmentacgao
do DNA nuclear e exposi¢ao de fosfatidilserina na superficie da célula.

Outro estudo desenvolvido com o objetivo de avaliar o crescimento de
parasito foi realizado por Shinohara et al. (2006). Foram avaliados os efeitos in vitro
do veneno de Caudisona durissus terrificus e Bothrops jararaca no crescimento e
aderéncia de trofozoitos de Giardia duodenalis. Perceberam ao término do estudo
que ambos os venenos inibiram o crescimento dos trofozoitos, e que o nivel da
inibicdo variou de acordo com as concentragdes e o tempo de incubagado, porém
nenhum efeito foi observado na aderéncia do parasito. Tempone et al. (2001)
também demonstrou que a L-aminoxidase extraido do veneno de Bothrops moojeni,
provoca morte de diferentes espécies de Leishmania podendo desta forma agir
como agente terapéutico contra a Leishmaniose.

Ticli (2006) testou a atividade antiparasitaria da L-aminoacido oxidase isolada
do veneno da Bothrops jararacussu. Utilizou os parasitas T. cruzi, L. donovani, L.
amazonensis, L. braziliensis e L. major. A atividade tripanocida apresentou 6timos
resultados, ultrapassando 60% de lise na forma tripomastigota do parasita T. cruzi.
Da mesma forma foram os resultados encontrados para atividade leishmanicida, em
que a enzima atuou sobre todas as espécies de Leishmanias avaliadas. Enfatiza que
sobre a L. braziliensis obteve excelentes resultados onde na menor concentracio a

enzima apresentou agao sobre 77% dos parasitas.
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Bastos (2008) demonstrou através de sua pesquisa a agao antiparasitaria de
uma metaloprotease denominada neuwiedase, obtida do veneno de Bothrops
pauloensis. A mesma apresentou capacidade de impedir a adesao do Toxoplasma
gondii a célula alvo. Segundo o pesquisador, este processo ocorreu pela
degradagao de proteinas expressas pelos fibroblastos que formam a laminina,
potencializando a fixacdo do T. gondii nas células alvo diminuindo a infec¢ao

parasitaria.

1.2.2.3. Acao Antiviral

Estudos publicados recentemente mostram a atividade antiviral de algumas
fragcdes de venenos ofidicos. Borkow & Ovadia (1999) testaram a acao antiviral de
fragdes extraidas do veneno das serpentes Naja atra e Naja nigricollis sobre células
infectadas com o virus Sendai. O efeito do veneno em causar hemodlise em
eritrocitos humanos foi avaliado em trés diferentes configuragdes: na primeira, o
virus Sendai foi pré-tratado com o veneno antes da adi¢ao aos eritrécitos humanos;
na segunda fase, o virus nao tratado foi adicionado aos eritrécitos que foram pré-
incubados com o0s venenos, € na terceira etapa, foi adicionado veneno nos
eritrocitos pré-infectados com o virus Sendai. Ao término do estudo, perceberam que
os eritrécitos que foram pré-infectados com o virus Sendai na terceira etapa, foram
10 vezes mais suscetiveis a hemolise pela acdo do veneno das duas cobras, se
comparados as outras fases do experimento.

Atividade antiviral, utilizando virus do sarampo, foi encontrada em fragdes nao

citotoxicas do veneno da Caudisona durissa terrificus. A inibicdo da replicagao viral
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em células de rim de macaco (VERO) foi observada quando o veneno foi adicionado
antes ou durante a infeccdo de células com virus (PETRICEVICH & MENDONCA,
2003). Da mesma forma, estudo desenvolvido por Muller et al. (2011) mostrou a
acao antiviral do veneno bruto e de toxinas isoladas utilizando a mesma subespécie
de serpente. Foi descoberto que a PLA, possui alta inibicdo do virus da febre
amarela e da dengue em células VERO E6. Referem que esta inibicdo ocorreu nas
etapas iniciais do ciclo de replicacdo e que a maior atividade antiviral da PLA, se deu
no ensaio virucida, agindo diretamente sobre a particula do virus.

Em estudo de Villarrubia et al. (2004) a PLA,, também isolada de Caudisona
durissa terrificus (PLA, — Cdt) , demostrou possuir atividade contra o HIV in vitro. O
efeito parece ser devido ao fato da PLA, com atividade anti-HIV utilizar receptores
especificos do tipo N para realizar os seus efeitos. Estes receptores se expressam
em numerosos tecidos, incluindo células do sistema imunitario. Outro exemplo da
atividade anti-HIV da PLA, foi observado por Fernard et al. (2001) em pesquisa
desenvolvida com 12 peptideos sintéticos derivados da PLA,, contida em venenos.
O peptideo p3bv bloqueia a ligacdo do HIV-1 as células T, pois se liga ao receptor
CXCRA4. Desta forma, as particulas virais ndo sao capazes de se ligarem as células,
e transcorrido um determinado periodo de tempo tornam-se inviaveis ao nao
conseguirem se multiplicar. A imunocina derivada do veneno da cobra Naja naja
siamensis demonstrou acao inibitéria da infeccao de linfocitos pelo HIV e pelo virus

da imunodeficiéncia felina (MEENAKSHISUNDARAM et al., 2009).
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1.2.2.4. Agao Antitumoral

A utilizacdo de venenos ofidicos como agentes antitumorais vem sendo
pesquisada desde o século passado. Recentemente estudos com veneno de
Bothrops jararaca mostrou a redugéo no crescimento de um tumor ascitico, induzido
em murinos, através da inibicdo na sintese de interleucina 6 (IL-6). Também foi
observado aumento na sobrevida dos camundongos apos o tratamento com o
veneno total de serpentes de outro género (SILVA et al., 2002; ABU-SINNA et al.,
2003). Estudo utilizando a pegonha da Lachesis muta muta, parcialmente purificado,
revelou que um micrograma do veneno conseguiu reduzir em 50% o tamanho do
tumor em ratos. Explicam que o veneno atua sobre o sistema circulatério, inibindo a
agregacao plaquetaria e angiogénese, o que consequentemente reduz o tamanho
do tumor (FREITAS, 2006).

Hernandez et al. (1993) encontraram excelentes resultados em pesquisa
realizada com fragcdes do veneno de Caudisona durissus terrificus no tratamento de
células do sarcoma de ratas, relacionados a regressao e ao tempo de sobrevivéncia
dos animais. O mesmo efeito foi pesquisado por Lipps (1994) com a peconha de
Caudisona atrox e Naja naja kaouthia. Foi avaliado o efeito antitumor através de
fragcdes de cada veneno e sua atividade biolégica em células do mieloma de rato. As
fragdes foram purificadas e testadas, separadamente e combinadas, mostrando os
efeitos na morte de varios tipos de células de cancer humano e animal. Também foi
avaliado o efeito citotoxico das fracdes in vitro e as propriedades de impedir o
crescimento do tumor ou de causar regressao, in vivo. Ao término do estudo foi

observado que a combinacdo das fragcées exibiu uma atividade antitumoral mais
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elevada do que cada fragao separada, além disso, as fragdbes nao mostraram efeito
citotdéxico nas células normais usadas no experimento.

Pesquisas revelam que uma proteina, a desintegrina, presente no veneno de
algumas serpentes pode deter metastases. Motta (2009) observaram em pesquisas
com animais, que diferentes desintegrinas purificadas do veneno de serpentes como
a Bothrops jararaca e as espécies asiaticas Agkistrodon rhodostoma e a
Trimeresurus flavoviridis sao capazes de reduzir a capacidade de ativagdo e a
migracdo de células de um tipo de melanoma com grande capacidade de formar
metastase, especialmente nos pulmdes. Os pesquisadores constataram que as
desintegrinas tém a capacidade de bloquear ou alterar a fungdo de outra familia de
proteinas, as integrinas, presentes na membrana celular que sao utilizadas pelas

células cancerosas para se multiplicar.

1.2.2.5. Outros

Acdo do veneno de Calloselasma rhodostoma, serpente encontrada na Asia,
vem sendo estudado por pesquisadores do Health Science Center da Universidade
do Texas em Sant Antonio. Estes referem que o veneno é capaz de diminuir a
agregacao das células do sangue, tornando-o menos viscoso, e podendo ser eficaz
no tratamento de pacientes com acidentes vasculares cerebrais (SHERMAN et al.,
2000).

A aplicabilidade dos venenos ofidicos também vem sendo utilizada no
desenvolvimento de materiais para uso diagnostico. Um exemplo sdo os kits

utilizados para analisar as doengas que afetam os fatores de coagulagdo (GAWADE,
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2007), como por exemplo, o teste do Reptilase Time (RT) utilizado na detecgao de
anormalidades que afetam o fibrinogénio (FUNK et al., 1971).

Outro destaque da utilizagdo dos venenos ofidicos € o seu uso na clinica,
como é o caso da trombina-like obtida da peconha de Bothrops atrox utilizada em
doengas cardiovasculares e outras coagulopatias (MARSH & WILLIAMS, 2005), bem
como uma proteina fibrinolitica com atividades fibrino e fibrinogenoliticas extraida da
serpente Agkistrodon contortrix laticinctus que tem demonstrado um alto valor
terapéutico na utilizagao contra trombose (RAMOS, 2001).

A aplicacdo de compostos obtidos de pegonhas ofidicas tem possibilitado o
desenvolvimento de produtos denominados por alguns pesquisadores como “cola
bioldgica”, como € o caso de Stolf (1998), que através de seu estudo demonstrou
que a fragdo trombina-like obtida do veneno de serpente, utilizada na forma de
adesivo proporcionou a unido de bordas de feridas em pacientes submetidos ao
tratamento cirurgico. Da mesma forma, Oliveira (2001) avaliou a utilizacdo de
adesivo contendo trombina-like em enxertos gengivais, observou melhores
resultados quando comparados com método de sutura convencional. Ja Gatti (2009)
avaliou a utilizagcdo destes adesivos em pacientes com Ulceras venosas, percebeu
que com este tratamento, os mesmos evoluiram mais rapidamente para cicatrizagao
reduzindo a dor, os custos com o tratamento e consequentemente o tempo de
internacdo. Considera-se oportuno referenciar que as serpentes utilizadas nestes
estudos nao foram citadas por nenhum dos pesquisadores, acredita-se que isto se
deva provavelmente pelo interesse em patentear um novo produto.

Amaral et al. (2004) utilizando cola de fibrina derivada do veneno de

Caudisona durissa terrificus puderam observar que a mesma proporcionou a fixagcao
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de enxertos de pele favorecendo a integragdao cutanea e avancos no processo de
recuperacao.

Nota-se que inumeros estudos vém sendo desenvolvidos com toxinas e
enzimas ofidicas isoladas de serpentes do mundo todo. O interesse em conhecer
sua acao antimicrobiana e o seu uso potencial para aplicacbes na saude vem
ganhando destaque em pesquisas cientificas, contudo, pegonhas de serpentes
tipicas do cerrado brasileiro sdo pouco exploradas. Para tanto, conhecer o potencial
citotdéxico do veneno bruto de Caudisona durissa collilineata e suas fragbes podera
contribuir para a descoberta de novos farmacos, bem como substancias que

ajudarao no tratamento e prevengao de inumeras doencas.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial citotéxico da peconha de Caudisona durissa collilineata em
CMN do sangue periférico humano, utilizando testes in vitro de viabilidade celular e

fragmentacao de DNA.

2.2 ESPECIFICOS

- Padronizar a obtengdo de CMN do sangue periférico para utilizar em cultivo
celular.

- Determinar a concentragao inibitéria do veneno por meio de ensaios in vitro.

- Avaliar a potencial indugao de apoptose do veneno em CMN, in vitro.

- ldentificar as concentragdes citotoxicas do veneno da Caudisona durissa

collilineata sobre as CMN do sangue periférico humano, in vitro.
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3. METODOLOGIA

3.1 CASUISTICA

O grupo amostra valeu-se de 18 individuos saudaveis de ambos os sexos,
com faixa etaria entre 20 e 35 anos. Para tanto, os individuos foram abordados nas
dependéncias do Campus V da PUC — GO, e apds o esclarecimento dos objetivos
do estudo, os mesmos foram convidados a participar, € 0s que concordaram
voluntariamente assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A). Foram excluidos, individuos com idade inferior a 18 anos e que nao
concordaram em participar da pesquisa. O presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), sob parecer
0308/10 (Apéndice B). As atividades desenvolvidas para a realizagdo do estudo

encontram-se apresentadas a seguir, por meio da Figura 2 e 3.
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Coleta de Sangue

Realizacao de Testes
Sorolégicos

: Anti — HBc, HBS-Ag, Anti — Positi
Blagative HCV, Anti — HIV 1 e 2, Anti ki
HTLV 1 e 2, VDRL e Doenca
de Chagas.
Obtencio da Leucograma Exclusao da
Amostra n = 18 | Amostra
Contagem Total Contagem Diferencial -
de Leucécitos Distensao Celular
Separacao de CMN em Meio
Gradiente de Densidade
(Ficoll-Paque)
Teste de Grau de Recuperacao Grau de Pureza e
Viabilidade Celular (contagem de CMN em Distensao Celular em
Camara de Neubauer) Coloracao de Giemsa

Cultivo Celular

Figura 2. Fluxograma das atividades realizadas para obtengéo de células mononucleares (CMN)
do sangue periférico para cultivo celular.
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Extracao do Veneno Cultivo Celular de CMN
Ofidico (IL-2 + PHA)
Purificacao, liofilizacao e Controle Controle
acondicionamentodo ———— qsitivo de CMN negativo de CMN
veneno bruto com veneno sem veneno
Extracdo do DNA das Ensaio in vitro de
CMN citotoxicidade
Avaliacao da potencial indugao Determinacao da potencial
de apoptose do veneno bruto de atividade citotoxica do veneno
C. d. collilineata em CMN, por bruto de C. d. collilineata em CMN,
meio de ensaios in vitro. por meio de ensaios in vitro.

Figura 3 — Fluxograma do ensaio da potencial atividade citotoxica e indugao de apoptose in
vitro, do veneno bruto de Caudisona durissa collilineata em células mononucleares do
sangue periférico humano.

3.2 EXTRAGAO DO VENENO

O veneno da serpente Caudisona durissa collilineata, mantida no serpentario
do Centro de Estudos e Pesquisas Biolégicas (CEPB) da Pontificia Universidade
Catolica de Goias (PUC-GO), foi extraido por massagem manual da glandula de
veneno. Logo apods, foram clarificados por centrifugacdo a 10.000 rpom durante 15

minutos a 4°C, e em seguida, liofilizados e acondicionados a -86°C.
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3.3 OBTENGAO DE CMN DE SANGUE PERIFERICO HUMANO

A obtencao de CMN se deu através da coleta de 10 mL de sangue venoso de
18 individuos com sorologia negativa para Anti-HBc, HBs-Ag, Anti-HCV, Anti-HIV 1 e
2, Anti-HTLV 1 e 2, VDRL e Doenga de Chagas. Apds a coleta do sangue em tubos
Vacutainer heparinizados, realizou-se a diluicdo de 20uL de sangue em 400uL de
liquido de Turck para a contagem de leucdcitos totais. Foi realizada distensao celular
a partir do sangue total para contagem do diferencial de leucécitos.

O sangue total heparinizado foi centrifugado durante 20 minutos a 2000 rpm
sob temperatura de 18°C para obtencédo do anel leucocitario. O anel leucocitario foi
extraido, transferido para um tubo Falcon e adicionada Solugdo Salina Tamponada
(PBS) a fim de completar 10 mL. Posteriormente, para obtengcdo das CMN, o
homogeneizado foi aplicado sobre o meio de gradiente de densidade (Ficoll-paque,
densidade = 1, 077 g/L, Amesrsham). Esta solugao foi centrifugada por 20 minutos a
3000 rpm sob temperatura de 18°C para obtencédo da nuvem leucocitaria. As células
da interfase foram extraidas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e lavadas por 3
vezes em PBS (10 minutos, 2000 rpm, 18°C). Apos a ultima lavagem, as células
foram mantidas em meio RPMI 1640 com 20 mM de Hepes (Gilco-BRL™, Grand
Island, NY, EUA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 2mM de L-

glutamina (Gibco-BRL™).
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3.3.1 Grau de Recuperacao

A avaliacdo do grau de recuperagdo ocorreu através da correlagado entre o
numero de CMN presentes na distensao celular realizada com o sangue total, com o
numero de CMN presentes apos a separagao celular contadas na camara de
Neubauer. O grau de recuperacao foi determinado pela relagdo entre a porcentagem

de CMN antes e ap0s a separagao.

3.3.2 Teste de Viabilidade Celular (VC)

Para realizacao do teste de viabilidade foi utilizado o corante de exclusao azul
de tripano que apresenta afinidade maior por proteinas do soro do que por proteinas
celulares, onde as células ndo viaveis ficam coradas de azul. Para tanto foram
utilizados 10uL da suspensdo de CMN acrescidos de 10uL do corante sendo a
leitura realizada em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi calculada pela

seguinte férmula:

Total de células viaveis

VC (%) = x 100

Total de células viaveis + nao viaveis

Foram utilizadas no experimento as suspensdes celulares que apresentaram

o grau de viabilidade = 95%.
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3.3.3 Grau de Pureza

O grau de pureza foi determinado a partir da porcentagem de CMN da
suspensdo apos a separagao em relacdo a presenca de polimorfonucleares. Para
tanto, foi realizada uma distensao celular corada pelo Giemsa e realizada leitura em
microscopia oOtica comum. Foram contadas 100 células para quantificagdo
percentual de CMN. A porcentagem aceitavel para a realizagdo do experimento foi =

90%.

3.4 CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES

A partir da padronizacdo do cultivo celular, um total de 2 x 10° células/mL,
foram distribuidas em cada poco da placa de cultivo e ativadas com 20 Ul/mL de
Fitohemaglutinina (PHA) (Pharmacia) e 1pg/mL de Interleucina - 2 (IL — 2)
(Amersham) mantidas em meio RPMI 1640 acrescido de 10% de SFB, durante 72
horas a uma temperatura entre 35 — 37°C em uma atmosfera de 5% de CO,. A
ativagdo utilizando a dose sub-6tima de PHA e IL — 2 foi padronizada em estudo
realizado por Rivero (2010), Stival (2011) e Castro (2011). O cultivo foi realizado em
triplicata com e sem a utilizacdo do veneno bruto. As placas foram monitoradas
diariamente quanto a contaminagdo com agentes microbianos tais como bactérias,

fungos filamentosos e leveduras em microscopia optica.
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3.4.1 Ensaios de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método de exclusao de azul de
tripano nas solucdes, contendo diferentes concentragdes do veneno bruto de
Caudisona durissa collilineata. Apdés pesagem do veneno, o mesmo foi diluido em
1mL de RPMI 1640 com 10% de SFB. A concentragdo celular utilizada foi 2 x 10°
células/mL em cada pocgo da placa de cultivo celular, juntamente com 20ul das
diferentes concentragées do veneno: 50ug/mL, 5ug/mL, 0,5pug/mL, 0,05ug/mL,
0,005ug/mL e 0,0005ug/mL. As CMN expostas ou ndao ao veneno foram incubadas e
visualizadas em diferentes periodos. Realizou-se a homogeneizagao das células de
cada poco (10uL) antes da retirada de uma aliquota de 10pL, sendo esta
posteriormente homogeneizada com 10uL de Azul de tripano para contagem em
camara de Neubauer apos 24, 48 e 72 horas de cultivo. A visualizacdo da viabilidade
celular foi determinada uma vez que as CMN vivas possuem a membrana celular
intacta, ndo permitindo que as mesmas sejam coradas. Assim, as células coradas

indicaram morte celular.

3.4.2 Extracao do DNA de CMN

As CMN submetidas ao tratamento ou ndo com diferentes concentragcdes do
veneno bruto de C. d. collilineata ap6s 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas de incubagao
foram lisadas com tampao de lise (AL- Lysis buffer) (QIAGEN®). Para tanto, foram
transferidos 100uL da amostra para um tubo eppendorf e adicionados 200uL de AL e

20uL de proteinase K (pK). Apdés homogeneizagao no vortex por 15 segundos cada
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tubo, os mesmos foram incubados durante 10 minutos a 56°C. Foram adicionados
200uL de etanol absoluto, homogeneizado no vortex novamente por 15 segundos e
o volume da mistura de cada tubo foi transferido para uma coluna e centrifugado a
8.000 rpm por 1 minuto. Deram-se inicio as lavagens, primeiro adicionando 500uL
de AW1(Wash Buffer) (QIAGEN®) centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto e
posteriormente adicionando 500uL de AW2 (Wash Buffer) (QIAGEN®) e centrifugado
a 14.000 rpm durante 3 minutos. ApoOs as lavagens a parte superior de cada coluna
foi transferida para um micro tubo eppendorf definitivo e adicionados 50uL de AE
(Elution Buffer). Apés 3 minutos de incubagdo em temperatura ambiente, o mesmo

foi centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto e o DNA das CMN foi extraido.

3.4.3 Avaliacao da potencial indugao de apoptose do veneno em CMN, in vitro.

O DNA obtido foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%. Para
tanto foi colocado 1 g de agarose juntamente com 100 mL de TBE 0,5 X novo em
um becker, sendo aquecido no microondas até a total solubilizagcdo da agarose. A
solucao foi transferida para o aparelho de eletroforese durante 30 minutos até a
polimerizacao do gel. Em seguida o gel foi coberto por 300 mL de solugdo TBE 0,5
X, até atingir os eletrodos do equipamento. Foi adicionado no primeiro slot do gel 5
Ml de padrdo de peso molecular, 1 uL de loading buffer e 2 pL brometo de etideo. O
procedimento foi repetido nos outros slots utilizando seis amostras de DNA, em vez
do padrao de peso molecular. Em seguida, a cuba foi conectada a fonte a 100 V por

cerca de 1 hora, até o loanding buffer ter chegado a 1 ou 2 cms do fim do gel.



58

Posteriormente, as bandas foram observadas sob a luz ultra-violeta (UV) e

fotografadas para a analise.

3.5 ANALISE DOS DADOS

A associacgao intra e inter — observador foi determinada através do coeficiente
de correlagdo de Spearman, sendo significativo quando p < 0,05. A analise de
recuperacao, viabilidade, contagem diferencial e grau de pureza das CMN foi feita
através de uma analise descritiva dos dados. Os resultados encontram-se
apresentados em tabela com frequéncia simples e média. A extragcdo do DNA das
CMN, bem como a verificagcdo da inducdo ou ndo da apoptose por diferentes
concentracbes do veneno bruto foram apresentados e analisados por meio da
eletroforese em gel de agarose. E os resultados referentes as analises das
concentragdes do veneno bruto encontram-se apresentados em um grafico de linha

para melhor visualizagao do resultado.
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4. RESULTADOS

4.1 PADRONIZAGAO DA CONTAGEM DE LEUCOCITOS TOTAIS

A realizacao do cultivo celular € um procedimento que requer a padronizagao
do processo de obtencdo de CMN. Para tanto foram realizadas 18 contagens de
uma mesma diluicdo de leucdcitos totais na camara de Neubauer, proporcionando
assim a avaliagao intra e inter-observador como forma de tornar o experimento o
mais fidedigno em todo o seu processo.

Os resultados obtidos pelos dois observadores foram comparados por meio
de correlagdo de Spearman, a fim de verificar o grau de concordancia entre as

contagens. Os resultados obtidos encontram-se apresentados nas Figuras 4 e 5.
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7600 -

6600 -

- ®
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Contagem de leucdcitos/mm? - Leitura 1

4600-_*.-- — T T T T T T T T T T T T T T T T
4600 5600 6600 7600 8600 9600

Contagem de leucdcitos/mm?3 — Leitura 2

Figura 4. Contagem de leucdcitos realizada em duplicata em camara de Neubauer de uma
mesma amostra por um unico observador — Associagio intra-observador (r = 0,998; p<
0,001, correlacdo de Spearman).



60

10500 -
9500
8500 -
7500 -
6500

'™

5500 & e

Contagem de leucdcitos/mm? - Observador 1

4500 ¢
4500 5500 6500 7500 8500 9500 10500

Contagem de leucécitos/mm?3 — Observador 2

Figura 5. Contagem de leucdcitos realizada em camara de Neubauer de uma mesma
amostra por observadores diferentes — Associagéo inter-observador (r = 0,993; p< 0,001,
correlagao de Spearman).

Ao analisarmos a figura 4, notamos que a leitura referente a contagem de
leucdcitos de uma mesma diluigcdo realizada por um uUnico observador, apresentou
associagao forte e altamente significativa, ou seja, como a correlacdo de Spearman
(r) foi alta (r = 0, 998) e significativa (p< 0,001) houve associacao entre as variaveis
indicando que nao ocorreu diferenca significativa entre as leituras.

Da mesma forma, uma associacdo forte e altamente significativa foi
observada quando as duas leituras de um mesmo experimento foram realizadas por
observadores diferentes (r = 0, 993; p< 0, 001, correlagcdo de Spearman) indicando
que houve associacao estatistica entre as leituras efetuadas por diferentes

observadores.
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Sabe-se que a contagem celular na camara de Neubauer exige capacidade
técnica do observador, caso contrario pode levar ao aparecimento de variagcdes nos
resultados encontrados. Contudo, verificamos com a analise de dados que as
leituras intra e inter-observador (Figura 4 e 5) nao apresentaram variagoes
significativas, o que poderia de certa forma interferir nos resultados e na quantidade

real de CMN recuperadas apds separagao e mantidas em cultivo.

4.2 AVALIACAO DA SEPARACAO DE CMN

ApOs a separagao das CMN das amostras de sangue heparinizados de 18
doadores sadios por centrifugagcdo em meio gradiente de densidade (Ficoll-paque),
foi avaliado o grau de pureza, recuperacao e viabilidade celular. Nota-se que o grau
de recuperagao de células foi aumentando gradativamente durante o experimento
apresentando uma variagéo entre 45 e 88% (média de 75,3 e desvio padréo de 14)
(Tabela 2). Dado este que comprova que a habilidade técnica dos pesquisadores em
extrair o anel leucocitario do sangue total, bem como as CMN da interfase apos

centrifugacdo em meio de gradiente de densidade foi aumentando.
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Tabela 2. Analise segundo grau de recuperacao, viabilidade, contagem diferencial e grau de
pureza, apos separagao de CMN do sangue venoso de doadores sadios.

%

o, 0,
g o Composicao Celular por amostra
~ - . Grau
Amostra Reg:rg:‘naﬁ ao V(':: IédMa :e Linféocitos Mondcitos :(LI::;ZT:: de
Pureza
1 45 >95 61 34 5 95
2 47 >95 60 37 3 97
3 54 >95 65 32 3 97
4 68 >95 67 33 1 99
5 69 >95 74 24 2 98
6 71 >95 68 28 4 96
7 74 >95 67 31 2 98
8 76 >95 88 10 2 98
9 81 >95 66 32 2 98
10 83 >95 75 24 1 99
11 84 >95 82 15 3 97
12 84 >95 73 24 3 97
13 85 >95 77 20 3 97
14 86 >95 73 24 3 97
15 87 >95 71 26 3 97
16 87 >95 72 25 3 97
17 88 >95 66 32 2 98
18 88 >95 66 33 1 99
Média 75,3 - 70,6 26,8 2,5 97,4

Fonte — Pesquisa de Campo - 2011.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, obtivemos um percentual de
viabilidade celular superior a 95%. A avaliagéo da viabilidade celular foi realizada por
meio do corante azul de tripano, que € muito utilizado para esta finalidade.

A contaminagao da amostra por polimorfonucleares foi minima, pois o grau de
pureza obtido ap6s a separagcdo das CMN foi de 95 — 99%, com média de 97.4%

(Tabela 2).
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43 AVALIAQAO DA POTENCIAL ATIVIDADE CITOTOXICA DO VENENO DA
Caudisona durissa collilineata EM CMN DO SANGUE PERIFERICO.

Foi utilizado o veneno liofilizado da espécie de serpente Caudisona durissa
collilineata com diluicdo nas concentragées 50ug/mL, 5ug/mL, 0,5ug/mL, 0,05ug/mL,
0,005ug/mL e 0,0005pug/mL para avaliacdo da citotoxicidade em células
mononucleares do sangue periférico. Os testes de cada concentragdo foram
realizados em triplicata. A avaliagdo da viabilidade celular por exclusao, utilizando o
azul de tripano, apds 24, 48 e 72 horas de cultivo de CMN com e sem o veneno

bruto (Figura 6).
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‘g’ Concentragao IV -
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4x10* VEMNEND
== Concentragao v
3x10°__ 0,0005 g/ mL de
2%10° VENEND

Controle

Horas

Figura 6 — Avaliacao da viabilidade celular por exclusao com azul de tripano apés 0,
24, 48 e 72 horas de cultivo de CMN sem e com diferentes concentragdes do
veneno bruto de Caudisona durissa collilineata.
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Ao analisar a Figura 6, nota-se que as maiores concentragdes (I - 50ug/mL e
Il - 5ug/mL) do veneno bruto de Caudisona durissa collilineata apresentaram elevada
citotoxicidade celular em um periodo de 24h, com queda rapida da quantidade de
CMN (2x10%. As concentracdes IlI, IV e V, (0,5ug/mL, 0,05ug/mL, 0,005ug/mL)
respectivamente, apresentaram citotoxicidade menor, comparadas com as
concentracoes | e Il no mesmo periodo de tempo. Apos 48h e 72h de interagcao das
CMN com o veneno, a contagem celular (concentragdes IV e V) revelou
concomitantemente a presenca de 3x10* e 4x10* CMN, valor inferior ao inicial,
demonstrando desta forma, a atividade citotéxica do veneno, tornando as células
totalmente inviaveis. Entretanto, ao analisar a concentracdo VI do veneno bruto
(0,0005pg/mL) nota-se que a diminuicdo de CMN no decorrer do periodo de 24, 48 e
72h foi significativamente menor se comparada com as demais. Ao término do
periodo (72h), a contagem em camara de Neubauer das CMN viaveis apresentou
pouca variagdo em detrimento ao valor inicial e ao controle (2x10°). Assim, pode-se
dizer que a concentragcdo de 0,0005ug/mL do veneno bruto de Caudisona durissa
collilineata, neste experimento, apresentou uma baixa atividade citotoxica em CMN

de sangue periférico humano.

4.4 AVALIACAO DA POTENCIAL INDUGCAO DE APOPTOSE DO VENENO EM

CMN, in vitro.

A analise do DNA de CMN submetidas ao tratamento ou ndo com diferentes
concentragbes do veneno bruto de C. d. collilineata (50, 5, 0,5, 0,05, 0,005 e

0,0005ug/mL) apdés 1, 3, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagado foram realizadas por
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meio de eletroforese em gel de agarose. As bandas visualizadas indicaram que nao
houve fragmentacdo do DNA das CMN de sangue periférico humano apds o
tratamento com o veneno em nenhuma das concentracgdes (Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9, Fig.

10, Fig. 11 e Fig. 12).

Figura 7. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, mostrando amostras de DNA
obtidas de CMN, apés tratamento in vitro com 6 diferentes concentragées de veneno bruto de C. d.
collilineata. A. 1h apés tratamento com 50ug/mL; B. 1h apds tratamento com Sug/mL; C. 1h apéds
tratamento com 0,5ug/mL; D. 1h apés tratamento com 0,05ug/mL; E. 1h apds tratamento com
0,005pg/mL; F. 1h apés tratamento com 0,0005ug/mL. C. controle.
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Figura 8. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, mostrando amostras de DNA
obtidas de CMN, ap6s tratamento in vitro com 6 diferentes concentragdes de veneno bruto de C. d.
collilineata. 1. 3h apods tratamento com 50ug/mL; 2. 3h apds tratamento com 5ug/mL; 3. 3h apods
tratamento com 0,5ug/mL; 4. 3h apds tratamento com 0,05ug/mL; 5. 3h apds tratamento com
0,005pg/mL; 6. 3h apos tratamento com 0,0005ug/mL. C. controle.

Figura 9. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, mostrando amostras de DNA
obtidas de CMN, apos tratamento in vitro com 6 diferentes concentragdes de veneno bruto de C. d.
collilineata. 1. 6h apds tratamento com 50ug/mL; 2. 6h apds tratamento com 5ug/mL; 3. 6h apds
tratamento com 0,5ug/mL; 4. 6h apds tratamento com 0,05ug/mL; 5. 6h apds tratamento com
0,005pg/mL; 6. 6h apos tratamento com 0,0005ug/mL. C. controle.
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Figura 10. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, mostrando amostras de DNA
obtidas de CMN, apos tratamento in vitro com 6 diferentes concentragdes de veneno bruto de C. d.
collilineata. 1. 24h apds tratamento com 50ug/mL; 2. 24h apos tratamento com 5ug/mL; 3. 24h apds
tratamento com 0,5ug/mL; 4. 24h apos tratamento com 0,05ug/mL; 5. 24h apos tratamento com
0,005pg/mL; 6. 24h apos tratamento com 0,0005ug/mL. C. controle.

Figura 11. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, mostrando amostras de DNA
obtidas de CMN, apos tratamento in vitro com 6 diferentes concentragdes de veneno bruto de C. d.
collilineata. 1. 48h apos tratamento com 50ug/mL; 2. 48h apds tratamento com 5ug/mL; 3.484h apds
tratamento com 0,5ug/mL; 4. 48h apos tratamento com 0,05ug/mL; 5. 48h apos tratamento com
0,005pg/mL; 6. 48h apos tratamento com 0,0005ug/mL. C. controle.
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Figura 12. Gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, mostrando amostras de DNA
obtidas de CMN, apds tratamento com 6 diferentes concentracbes de veneno bruto de C. d.
collilineata. 1. 72h apos tratamento com 50ug/mL; 2. 72h apés tratamento com Sug/mL; 3.724h apés
tratamento com 0,5ug/mL; 4. 72h apos tratamento com 0,05ug/mL; 5. 72h apoés tratamento com

0,005pg/mL; 6. 72h apos tratamento com 0,0005ug/mL. C. controle.
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5 DISCUSSAO

Estudos envolvendo proteinas de veneno de serpentes tém sido utilizados
como modelos na elaboragdo de novos farmacos. A atividade bioldgica do veneno
da serpente Caudisona durissa collilineata desencadeia uma série de efeitos
biolégicos que envolvem diretamente componentes do sistema circulatério
(MATSUBARA, 2009). Este fato se deve a alta citotoxicidade apresentada pela
peconha, sendo esta definida como a acdo capaz de causar a morte celular
(NOVAES, 2004).

A analise da citotoxicidade celular constitui-se como um dos melhores
métodos para estabelecer a toxicidade de uma determinada substancia sobre
diferentes tipos de células. Desta forma, recomenda-se primeiramente a realizacao
de testes in vitro, para compreensao dos mecanismos envolvidos sobre os tecidos
(PURCHASE et al., 1998).

No entanto, poucos estudos na literatura especializada envolvendo a acao da
peconha sobre células mononucleares tém sido realizados. Desta forma, existe a
necessidade de determinar o potencial citotoxico do veneno por meio de ensaios in
vitro, bem como avaliar a potencial indugao da fragmentacdo do DNA celular pelo
veneno, em CMN, in vitro, para posteriormente realizar testes sobre células
infectadas com algum tipo de microorganismo. Essa possibilidade é evidenciada por
estudos ja realizados onde a pecgonha ofidica demonstrou atividade sobre diferentes
microorganismos (MAGALDI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; PETRICEVICH &
MENDONGCA, 2003; VILARRUBIA, 2004; SHINOHARA et al., 2006; RADIS-
BAPTISTA et al., 2006; PASSERO et al., 2007; PASSERO et al., 2008; QUEIROZ,

2010, MARCUSSI et al., 2011; MULLER et al., 2011, OGUIURA et al., 2011).
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Neste estudo observou-se o fenémeno de citotoxicidade do veneno da
serpente Caudisona durissa collilineata sobre as CMN de sangue periférico humano
in vitro. Para a realizacao do cultivo celular, definiu-se inicialmente a concentragao
de 2x10° células/mL/pogo. Esta mesma concentragdo foi utilizada em estudo
realizado por Muller et al. (2011), em células VERO, a fim de determinar a atividade
antiviral do veneno bruto e toxinas isoladas de Caudisona durissa terrificus contra o
virus da dengue e febra amarela; e por Garcia (2003), ao investigar em linfécitos T, o
efeito da Crotapotina isolada de Caudisona durissa terrificus sobre a evolugao clinica
da Encefalomielite autoimune.

A influéncia do veneno sobre a viabilidade celular foi avaliada por contagem
das células em camara de Neubauer, por meio do corante de exclusao Azul de
tripano. Esta mesma técnica foi utilizada em estudo realizado por Marcussi et al.
(2011), na avaliacdo do potencial de efeitos mutagénicos e genotoxicos do veneno
de Caudisona durissa terrificus e suas toxinas isoladas sobre linfécitos humanos. A
citotoxicidade da peconha desta mesma serpente também foi avaliada utilizando o
método de exclusao pelo Azul de tripano por Tamieti et al. (2007) em linhagem de
células derivadas de ovario de hamster chinés (CHO-K1) e na pesquisa de
Petricevich & Mendocga (2003) para analise da viabilidade celular de células VERO.
Favoretto et al. (2011) em sua pesquisa para avaliar os efeitos imunomoduladores
do principal componente do veneno de Caudisona durissa terrificus, a crotoxina
(CTX), sobre a resposta imune de ratos utilizou a mesma coloracido para
determinacao da viabilidade das células. A metodologia e os padrdes de viabilidade

utilizadas, superiores a 95%, foram semelhantes aos desta pesquisa.
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Inumeros pesquisadores ao trabalhar com cultivo celular utilizam antibioticos,
como gentamicina, penicilina e estreptomicina para evitar o crescimento de
contaminantes (PONTES, 2006; SOARES, 2007; MARCUSSI et al., 2011). No
entanto, nessa pesquisa conseguimos realizar o cultivo celular sem a presenca de
antibiotico e livre de contaminacgao. Fato este que torna a utilizagcdo de antibidticos
dispensavel no cultivo celular, reduzindo as chances de ocorrer viés nos resultados.
Para Exon et al. (1989) a utilizacdo de antibidticos pode interferir na acdo dos
venenos ofidicos, reduzindo a atividade citotoxica natural.

A citotoxicidade do veneno de C. d. collilineata, no presente estudo, foi
avaliada em diferentes concentracbes e tempos de exposi¢cao, por meio de medida
da taxa de viabilidade das células expostas. As concentragdes | (50ug/mL) e Il
(5pg/mL) reduziram consideravelmente o numero de células viaveis, ja nas primeiras
24h de tratamento (Figura 6). Esta queda brusca pode ser justificada pela acédo de
diferentes toxinas que compde o veneno bruto, como a crotoxina, crotamina,
giroxina, convulxina, serinoproteases e fosfolipases A2 fazendo da pegonha deste
género a responsavel pela maior taxa de letalidade no pais entre os acidentes
ofidicos, onde a ele atribui-se 1,8% dos casos, enquanto que todos os outros
géneros somados causam apenas 1,6% (BERCOVICI et al.,, 1987; OSHIMA-
FRANCO et al., 1999; PINHO & BURDMANN et al., 2000). Entre as alteragdes
induzidas pelo veneno de Caudisona destacam-se as hematoldgicas, de coagulagao
e imunoldgicas. Algumas fracdes do veneno de C. d. terrificus apresentam efeito
estimulatério ou inibitério sobre o sistema imune e respostas inflamatorias

(SAMPAIO et al., 2005).
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A concentracdo que apresentou pouca variagdo na quantidade de CMN
quando comparada ao controle nas contagens de 24, 48 e 72h, foi a VI
(0,0005ug/mL), apresentando assim baixa atividade citotoxica (Figura 6).

A composicao quimica e atividade biolégica dos venenos pode variar
consideravelmente entre as familias e géneros de serpentes. Em um mesmo tipo de
veneno, componentes diversos sao encontrados de acordo com os fatores
ontogenético, sazonal, interpopulacional, intrapopulacional e, ainda, fatores
individuais (CHIPPAUX et al., 1991). Estudo realizado por Santoro et al., (1999)
demonstrou variabilidade interespecifica sobre Caudisona durissa terrificus,
Caudisona durissus cascavella e Caudisona durissa collilineata, o que confirma a
existéncia de variagbes entre venenos de serpentes da mesma espécie. Radis-
Baptista et al. (2003), confirmam em seu estudo a diferenga no gene crotamina nos
dois homdlogos do cromossomos e que isso possa refletir uma diferenga, no numero
de coépias dos genes entre 0s cromossomos, uma possivel explicagdo para a
variagao existente na composi¢ao do veneno.

Este fator pode ser observado pelos resultados dos estudos realizados por
Riveiro (2010) e Castro (2011), utilizando diferentes concentragdes do veneno bruto
de serpentes do género Bothrops, quando comparados aos da presente pesquisa.
Ao término dos estudos, identificaram a concentracdo de 0,05ug/mL como sendo a
menos citotdéxica para as CMN, quando comparada ao controle. Ja Stival (2011),
identificou além da concentragdo 0,05ug/mL, a concentragédo 0,5ug/mL como sendo
a menos citotoxica para as CMN. Diferentemente do presente estudo em que a
concentragdo com menor citotoxicidade foi de 0,0005pg/mL. Resultado do estudo

realizado por Dobrachinski (2011) utilizando o veneno da C. d. terrificus, corroboram
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com os achados na presente pesquisa, uma vez que a concentracao do veneno
utilizada de 0,0005ug/mL sobre CMN foi a que apresentou baixa citotoxicidade.

Essa diferanga observada entre espécies e géneros quanto a toxicidade do
veneno, pode estar relacionada com a variagdo da composi¢cao quimica. Tais
variagbes tem sido demonstradas em diferentes estudos. Furtado et al. (2003),
referem existir diferenca significativa quanto a presenga de elementos inorgénicos
no veneno de C.d. cascavella, uma vez que diferentes amostras do veneno
continham variagdes na concentragao de Br, Cl, Mg2+ e Zn.

Fagundes et al. (2010), ao realizar a purificagcdo da PLA2 do veneno de C. d.
collilineata a fim de comparar sua estrutura molecular e atividade neurotdéxica com
os perfis cromatograficos de outros venenos crotalicos, observou que o veneno de
C. d. collilineata nao tem a fracdo correspondente a crotamina. Referem que a
auséncia desta toxina se torna interessante pelo fato de ser normalmente
encontrada no veneno de C. d. terrificus, ja que essa toxina é responsavel pelas
atividades miotdxicas e neurotoxicas (C. d. terrificus) e ser responsavel por 20% do
veneno seco. Os autores sugerem com estes achados que a crotoxina homéloga na
C. d. collilineata, provavelmente, desempenha um papel importante na
neurotoxicidade do veneno.

Estudos experimentais utilizando peconhas de diferentes espécies de
serpentes para o tratamento de tumores tém sido feitos e resultados promissores
tém sido encontrados (SOARES, 2007). A citotoxicidade do veneno bruto de C. d.
terrificus e suas fragbes sobre células de Carcinoma Epidermdide de Laringe foi
avaliada por Novaes (2004). Para tanto, utilizou-se diferentes concentragdes do

veneno em diferentes periodos de tempo. O veneno bruto foi testado nas
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concentracoes de 1, 5, 10 e 50ug/mL em um periodo de 1, 4, 8 e 24h e para suas
fracdbes foi testada a concentragcdao de 1ig/mL em 1, 4, 8 e 24h. Em outro
experimento, seguindo o mesmo protocolo, s6 que em concentragdes diferentes,
utilizou para o veneno bruto as concentragdes de 0,5, 1 e Spyg/mL em 24, 48 e 72h.
O autor, ainda utilizou as fragbes com as mesmas concentracdes do veneno bruto,
porém apenas em 24 e 48h. Desta forma, identificou que o veneno bruto da serpente
causou danos celulares irreversiveis em torno de 10% a 20% nas células
submetidas ao tratamento, e com as fragdes do veneno, em aproximadamente 30%
a 70% dessas células foi observada morte celular.

Da mesma forma, Soares (2007) pesquisou o efeito antitumoral da pegonha
de C. d. terrificus e suas fracdes. Procurou identificar o efeito antitumoral da
peconha sobre linhagens de tumores cerebrais (adenoma de hipofise e glioblastoma
em murinos), avaliando a citotoxicidade e inibicdo da capacidade proliferativa. Ao
mesmo tempo procurou avaliar o potencial radiossensibilizador e sua aplicabilidade
para deteccdo de tumor in vivo. Identificou que o veneno possui efeito antitumoral
para as células estudadas, sendo que as células do adenoma de hipodfise (benigno)
sdo mais sensiveis ao efeito antitumoral da pegonha do que as células do
glioblastoma (maligno). Observou também, que a crotoxina e a crotamina
desempenham papel importante na atividade antitumoral da peconha, porém nao
devem atuar isoladamente. Conclui que os resultados indicaram o potencial
biotecnolégico da peconha como fonte de moléculas moldes para o desenvolvimento
de farmacos e radiofarmacos para terapia e/ou diagnostico do cancer.

Alves (2007) avaliou o efeito de diferentes concentragdes da LAAO (5, 10, 25

e 50ug/mL) obtida da pegonha de Bothrops atrox sobre diferentes linhagens de
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células tumorais (JURKAT - leucemia de células T) e sobre as CMN do sangue
periférico humano. Ao término do estudo observou que ao incubar 10ug/mL da
LAAOBatrox com CMN do sangue periférico humano, obteve uma insignificante
atividade citotdoxica. Nota-se que a concentracdo do veneno utilizada no estudo
sobre as CMN (10ug/mL) é superior a concentragao utilizada neste trabalho o que
confirma a variabilidade do veneno entre espécies diferentes.

Estudos utilizando o veneno de serpentes do género Caudisona sobre
diferentes tipos de células, ndo tumorais, também vem ganhando destaque na
literatura cientifica. Lima (2010) testou trés picos do veneno de C. d. terrificus
obtidos durante a purificagcdo da CTX (pico I; pico Il, que corresponde a CTX, e pico
[ll), sobre a atividade fagocitica de neutrofilos. A incubagado dos neutrdéfilos tratados
com a CTX ou os picos | ou lll em concentragdes diferentes (0,02; 0,04; 0,08; 0,16
ou 0,32pg/mL) determinaram que somente o pico Il inibiu a fagocitose pelos
neutroéfilos, determinando assim, que a CTX é o componente do veneno responsavel
por este efeito. Matsubara (2009) testou o efeito do veneno bruto de C. d. terrificus e
suas fragdes (CTX — CA e CB) em células endoteliais. Incubou as células tratando
com diferentes concentragbes do veneno bruto ou CTX (1, 10 e 100ug/mL) por
periodos de 1, 3, 6, 12 e 24h. Identificou que apenas a maior concentracdo do
veneno bruto e a subunidade CB afetaram a viabilidade celular, o metabolismo e a
integridade das células. Nas concentracdes nao citotoxicas, o veneno bruto, a CTX e
as subunidades CA e CB nao alteram a proliferacdo das células endoteliais.

Marcussi et al., (2011) avaliaram o potencial efeito mutagénico e genotoxico
de Caudisona durissa terrificus e suas toxinas isoladas sobre linfécitos humanos. Ao

término do estudo confirmaram a importancia da crotoxina e da crotapotina como
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sendo as principais indutoras de toxicidade e efeitos farmacoldgicos in vitro e in vivo,
sugerindo que elas sejam os principais componentes genotoxicos no veneno.

Estudo da ag¢ao do veneno de C. d. terrificus sobre CMN também foi realizado
por Bastos (2007). O autor buscou avaliar a capacidade imunomoduladora e a
citotoxicidade da Crotapotina. Para tanto, avaliou a citotoxicidade por meio do
meétodo de exclusao determinado pelo Azul de tripano e como padrdao experimental
determinou a viabilidade 290%, corroborando com a padronizagéo utilizada nesse
estudo. Tratou as CMN com diferentes concentracbes das fragbes Crotapotina e
PLA2 (2, 1, 0,5, 0,2 e 0,1ug/mL), incubando em 37°C sob atmosfera umida com 5%
de CO; por um periodo de 96h. A inibicdo da proliferacao linfocitaria pela agdo da
crotapotina ocorreu nas concentragdes 0,2 e 0,1ug/mL, ja a PLA2 ndo demonstrou
efeito sobre a proliferagdo. Nao constatou diferengas significativas em relagdo ao
controle de células, determinando que nenhuma das fragées provocou morte celular.

O veneno de serpentes € um potente promotor de apoptose (ZINSZNER et
al., 1998). O processo de morte celular apoptético tem sido descrito por varios
autores apds o tratamento com venenos ofidicos (ALl et al, 2000). Da mesma
forma, Samel et al. (2006) afirmam que o tratamento de culturas celulares com
venenos ofidicos pode causar apoptose ou necrose, dependendo da dose e da
duracao da exposicgao.

No presente estudo, foi observado que algumas concentragdes utilizadas
ocasionaram a morte celular devido a redugdao do numero de células quando
comparadas ao controle. A morte celular ocorrida durante o periodo de incubagao

nas concentragdes citotoxicas nao indica um mecanismo de morte celular especifica.
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Para tanto, a avaliacdo da potencial inducdo de apoptose do veneno em
CMN, in vitro, por diferentes concentragées do veneno bruto de C. d. collilineata (50,
5, 0,5, 0,05, 0,005 e 0,0005ug/mL) foi verificada. Assim, foi possivel perceber que
nao houve dano ao DNA nuclear decorrente da incubagdo com o veneno bruto de C.
d. collilineata em diferentes concentracoes e tempos. Este mesmo fendmeno foi
observado nos estudos de Rivero (2010), Castro (2011) e Stival (2011), em que os
autores, utilizando método semelhante ao utilizado neste estudo, ndo observaram
apoptose no cultivo de CMN em diferentes concentracées do veneno bruto em trés
diferentes subespécies de Bothrops.

Estudo realizado por Alves (2007) mostrou que a LAAO obtida da Bothrops
atrox também nao ocasionou apoptose quando adicionada as CMN, mesmo quando
tratada com 50 uyg/mL da enzima. Diferente dos achados no presente estudo, Reis et
al. (2006) observaram fragmentacado do DNA induzida pela agdo do veneno bruto de
C. d. terrificus sobre cultura de células CHO — K1 apds 6 horas de incubacdo. A
analise se deu nos periodos de 1, 6 e 12h apds tratamento com concentragdes
variadas (10, 50 e 100ug/mL). E importante referenciar que a concentracdo do
veneno utilizada pelos pesquisadores foi significativamente maior se comparada
com nosso. Corroborando com os achados de Reis et al. (2006), Tamieti et al.
(2007) observou fragmentacdo do DNA a partir de 6h decorrentes da acao da
peconha de C. d. terrificus sobre linhagens de células CHO — K1 com as mesmas
concentragbes (10, 50 e 100ug/mL). Soares et al. (2010) analisaram a agao do
veneno da mesma subespécie sobre células de Glioma de ratos (RT2) e adenoma
benigno de pituitaria (GH3). Apos 48h, de incubacao, perceberam um aumento

significativo do numero de células GH3 e RT2 apoptéticas quando tratadas com 5 e
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10ug/mL do veneno (£17 vezes e 3,5 vezes mais do que as células controle,
respectivamente).

Ja Samel et al. (2006) observaram que a LAAO obtida de Vipera berus berus
nao induziu apoptose em células K562 (Leucemia Mieldide Crbnica Humana),
quando incubadas com baixas concentracdes da enzima em um curto periodo de
tempo. Contudo, ap6s 24 horas de incubacido com a mesma concentracio inicial,
pode-se observar a indugdo de apoptose. A mesma enzima, porém, obtida da
serpente Agkistrodon contortrix laticintus, na concentragao de 25ug/mL, foi incubada
com células HL- 60 (Células derivadas de leucemia pro-mielocitica) e apos 24 horas
de incubacgao foi observada a fragmentacdo do DNA sugerindo a indugcdo de
apoptose por essa enzima (SOUZA et al., 1999). Burin (2011) avaliou o efeito do
veneno bruto da peconha de Bothrops pirajai em diferentes concentragdes (0,05 -
01-05-1-5-75-10 - 25 - 50 e 100ug/mL) também sobre células HL-60. As
células foram cultivadas por periodos de 12 e 18 horas na auséncia e na presenca
do veneno bruto. Observou que o veneno bruto foi capaz de induzir a apoptose em
células HL-60 a partir da concentracdo de 0,1ug/mL, porém, somente nas
concentragdes de 7,5 — 10 — 25 — 50 — 100pg/mL que se pode observar um perfil
dose dependente do veneno quanto a indugdo da apoptose. Levando em
consideragao o tempo de incubagao, a morte celular foi maior nas concentragées de
10 a 100pg/mL do veneno por 18 horas. Vale ressaltar, que as células utilizadas no
cultivo celular, bem como o método utilizado pelos autores na avaliacdo de
apoptose, diferem dos utilizados neste estudo.

Segundo Walker & Gaastra (1983) e Platel (1994), uma das caracteristicas

bioquimicas da apoptose é a clivagem internucleossdmica do genoma, que pode ser
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reconhecida pelo classico "padrdo em arraste", por meio da eletroforese em gel de
agarose, 0 que nao estiveram presentes na eletroforese realizada nesse estudo,
onde foram testadas seis concentragdes do veneno bruto de C. d. collilineata.

No entanto, vale ressaltar, ser crucial empregar dois ou mais ensaios distintos
para confirmar que a morte celular esta ocorrendo por meio de apoptose. Além
disso, certos ensaios podem ser adequados para células de cultura, mas
inadequado para investigar a apoptose em secg¢des de tecidos. Portanto, ao
escolher os métodos de deteccdo de apoptose em células, tecidos ou 6rgaos,

devemos entender os pros e contras de cada ensaio (SCHULZE-OSTHOFF, 2008).
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6 CONCLUSOES

++ A avaliacao da associacao inter e intra-observador apresentaram associacoes
fortes e altamente significativas, ou seja, houve associagao entre as variaveis
indicando que nao ocorreu diferenca significativa entre as leituras.

+ Os testes de viabilidade celular in vitro desenvolvido neste estudo demonstram
que o veneno bruto de C. d. collilineata apresentou alta toxicidade sobre as
CMN.

% A citotoxicidade do veneno bruto de C. d. collilineata varia de forma
proporcional a concentragao, ou seja, quanto maior a concentragdo do veneno,
maior a sua citotoxicidade.

% A concentracdo de 0,0005ug/mL do veneno bruto de Caudisona durissa
collilineata, neste experimento, apresentou uma baixa atividade citotoxica em
CMN de sangue periférico humano.

% A fragmentacdo do DNA celular induzida pelo veneno bruto n&o foi visualizado
neste estudo. Sugere-se empregar dois ou mais ensaios distintos para
confirmar se a indugado da morte celular esta ocorrendo por meio de apoptose

Ou necrose.
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Co-lnvestigadores: Luc Marko Janini; Maria Cecilia Araripe Sucupira; Ricarde Sobhie Diaz {orientador)
DigciplinaDepartamento: Infectalogia da Universidade Federal de 580 Paulo/Hospital 530 Pawlo
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PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Fef: Projeto de pesquisa intitdado: “Atividade antiviral de venenos ofidicos obtidos de serpentes da regldo
centro-oeste ém celulas mononuclearss do sangue p-ur'il!lrlm infectadas com HIV-1".

CARACTERISTICA PRINCIFAL DO ESTUDC: Estudo para entendimento de certa doenga e ssu tratamenta,
RIZCOS ADNCIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, com coleta de sangue.

CEJETIVOE: Avaliar a atividade antiviral de venenos brutos isclados das serpentes Bothrops moojeni, Bothrops
newsiedi, Crotalus durissus collilineatus, Crofalus durissus temrificus & Bothrops alternaius da regiSo cenfro-osste em
células mononucleares do sangue periférico infectadas com HIV-1. Avaliar atividade citotdxica dos vensnos brutos
em células primaras humanas. ldentificar a concentragdc inibitdria minima do veneno bruto capaz de inibir a
replicac&o viral.

RESUMO: SerSo colstadas amostras de sangue de individwos sadics para obtsngdo de células mononuclearss
periféricas [PEMC). As células serdo iscladas & contadas & cultivadas. Serd realizada uma distengdo celular para
verificar o grau d= pureza da amostra e tratadas para posterior infecgdo viral. Antes de serem aplicadas as diferentes
concentragdes dos venenos dos oficics nas FEMC. sera realizado um teste de viabilidade celular com o corante de
Azul de Trypan. A infecclo viral 52 dard mantsndo as cdlulas em cultura com o virus por 2 horas em meio de cuttura
tratzdo, & apds esse periodo serdo realizadas 3 lavagens com meic RPM11640 para retirada de virus lvres. Sera
avaliade o efeitc da concentracso ndo citotdxica do veneno em células infectadss com HIV-1.de acordo com o teste:
infectar as células mononucleares do sangue periférico com HIV-1 & posteriomnente aplicar a concentragio ndo
citotdxica do weneno transcomidos diferentes intervalos de temgpo, @ wiilizando os casos como controdes: 1)células
moncnuclearss em meio de cultura (controle negativa); 2) células mononucleares +(HIV-1){controle positival 3)
células mononucleares + vensnos (concentracio ndo citotdeca (controle negativo). Serd realizado PCR em termnpo
real transcomidas 72h de interacéo entre células, virus & venano..

FUMDAMENTZS E RACIOMAL- A pesquisa poderd gerar bensficios para a peopulagdo com HIV-1, pois &
ideniificasde de venenos com atividade anti-retroviral poderd ser um avango clentifics na procura de um nove
tratamenic alternative cantra o MV,

MATERIAL E METODO: Descritos os procadimentos experimentais, que serdo realizados por equipe especializada,
TCLE: Apresentade adequadaments,

Rua Botucaty, 572 - 1% andar — conj. 14 - CEP (40Z3-0652 - 580 Pauly ! Brasil
Tel.: (011} 5571-1062 - 5530.7182
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DETALHAMENTO FINANCEIRO: CAPES.

CRONOGRAMA: 36 MESES.

OBJETIVO ACADEMICO: Pés-Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 25/4/2011 e 24/4/2012.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital S3o0 Paulo
ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido.
Nestas circunstdncias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a
resposta do Comité, apods analise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5

anos para possivel auditoria dos érgdos competentes.

Atenciosamente,

78

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital Sdo Paulo 0308/10

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Apéndice 2
UNIEFESD
T A0
PUC caias

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Atividade anti-viral de venenos ofidicos obtidos de serpentes da regido
Centro-Oeste em células mononucleares do sangue periférico infectadas

com HIV-1.

O objetivo desse estudo & o de avaliar a atividade de venenos de 5 espécies
de serpentes da regida Centro-Oeste do Brasil em células do sangue periférico
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1). O projeto tera uma
duragdo de 36 meses com inicic em margo de 2010 e términe em margoe de 2013

Os venenos utilizados na pesquisa serdao disponibilizados pela Profa. Ms.
Marta Regina Magalhdes.

MNa primeira fase da pesguisa serdo realizados os testes de citotoxicidade
celular, ou seja, serdo testadas diferentes concentragdes dos venenos em celulas
sanguineas ate identificar a concentracao gue nao seja citoloxica. Essa fase sera
desenvolvida no Laboratério de Imunologia da Pontificia Universidade Catdlica de
Goias (PUC-GO}).

Na segunda fase da pesquisa a concentracdo do veneno que nio causar

morte das celulas sera adicionada as celulas infectadas com o virus da AIDS
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{HIV-1) para se saber se as concentracdes dos venenas tém efeito contra o HIV.
Essa segunda fase do projelo sera desenvolvida no Laboratorio de Bliosseguranga
Mivel Il (P3) do Laboratorio de Refrovirologia da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP).

Caso vocé participe, o unico desconforto sera uma colheita de sangue gue
sera feita por pung¢ao de veia do antebraco, o gue pode causar um pouco de dor,
ficar roxo (hematoma) no local ou causar tontura passageira, No tofal sera preciso
20 mbL de sangue comespondendo a 2 colheres de sopa. As ceélulas
mononucieares serdao separadas das amostras de sangue, & o0 material restante
sera descarado seguindo 0s protocolos de biosseguranga.

A pesquisa nao frara beneficios diretos para os participantes, mas podeara
gerar beneficios para pessoas infactadas com o virus do HIV-1. A identificacio de
novos compostos naturals com atividade anti-HIV podera abrir um novo caminho
na produtac de um medicamento capaz de eliminar o virus ou prevenir sua
infecgdo, pois lamentavelmente ainda nao contamos com um medicamento eficaz
no combate do virus.

Em qualquer etapa do estudo, o particlpants tera acesso aos profissionais
responsavels pela pesqguisa para esclarecimento de evenluals duvidas. O
principal Investigador sera a Profa. Dr®. Irmiraut A. Hoffmann Pfrimer gue podera
ser encontrada no endereco: Rua Pedro de Toledo, 781 — 16 andar- Vila
Clamentino — 530 Paulo — 5P, telefone {011)-50844262 / 55712130, Se vocé fiver
alguma consideragdo ou divida sobre a éfica da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesguisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14,

5571-1062, FAX: 5538-7162 — E-mail: cepunifesp@@epm.br,
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As Informagdes obtidas pelos pesquisadores serdo analisadas em conjunto
com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum
paciente, O participante fera direito de se manter atualizado scbre os resultados
parciais da pesquisa ou de resultados gue sejam do conhecimento dos
pesquisadores,

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a gualguer momento
da pesqguiza e existira garantia de sigilo. As pessoas que parliciparem da
pesquisa naoc receberdo beneficios diretos da mesma, nem ressarcimento de
despesas efetuadas com transporte, hospedagem e alimentacao.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
realizados neste estude, evidenciando-se nexo causal com o procedimento da
puncao venosa ou qualquer intercorréncia relacionada a coleta do material o
participante tem direito a tratamento medico bem como as Iindenizagdes
legalmente estabelecidas.

O pesquisador se compromete a utllizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

Assinatura do paciente/represantante legal Data ) !

Assinatura do responsave| pelo estudo Data f /




