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“Jamais considere seus estudos como uma obrigacdo, mas como uma
oportunidade invejavel para aprender a conhecer a influéncia
libertadora da beleza do reino do espirito, para o seu proprio prazer
pessoal e para o proveito da comunidade a qual seu futuro trabalho

pertencer”.

Albert Einstein
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RESUMO

Os venenos de serpentes sdo misturas complexas compostas por
proteinas e peptideos, aminoacidos, nucleotideos, lipidios e carboidratos que
apresentam  importantes  atividades  biolégicas como  citotoxicidade,
neurotoxicidade, midlise sistémica, cardiotoxicidade, danos renais, desordens
hematolédgicas entre outras. Essas moléculas tém-se mostrado como potenciais
componentes farmacolégicos com potente acdo contra a atividade de bactérias,
virus e fungos. O presente trabalho visou avaliar a atividade néo citotoxica do
veneno bruto da cobra Bothrops pauloensis em células mononucleares (CMN) do
sangue periférico humano. Apos a padronizacdo da obtencdo de CMN do sangue
periférico e da concentracdo ideal de fitohemaglutinina(PHA) e interleucina-2 (IL-
2) para cultivo celular, foi realizada a avaliacdo do efeito n&o citotoxico de
diferentes concentracbes do veneno bruto da Bothrops pauloensis no cultivo
celular. As células mononucleares do sangue periférico foram separadas por
meio gradiente de densidade e cultivadas em meio de cultura. A avaliacdo da
atividade citotoxica do veneno foi realizada pela visualizacdo da placa apds 24, 48
e 72 horas. A concentracdo 0,05 pg/ml ndo apresentou atividade citotoxica,
sugerindo a possibilidade de utilizacdo em ensaio com CMN infectadas por virus,
bactérias e fungos.

Palavras-chave : Bothrops pauloensis, células mononucleares, citotoxicidade,
veneno ofidico.
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ABSTRACT

Snake’'s venoms are complexes mixtures of proteins and peptides,
aminoacids, nucleotides, lipids and carbohydrates, that showes importants
biologicals activities like cytotoxicity, neurotoxicity, systemic myolysis,
cardiotoxicity, kidney damage, hematologic disorders, like others. These
molecules has shown pharmacological potential components with potent action
against bacterias, virus and fungis. This present work aimed assed no cytotoxic
effect of the crude venom of the snake Bothrops pauloensis in the culture of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). After standardization of obtaining
PBMC and evaluation of ideal concentration of fitohemagglutinin (PHA) and
interleukin-2 (IL-2) for the cell culture was performed the evaluation of no citotoxic
effect on CMN by different doses of crude venom of Bothrops pauloensis. The
CMN was separated by density gradient, posterior being cultured. The evaluation
of the no cytotoxic activity of the venom was performer by the visualization of the
plate after 24, 48 and 72 hours. The concentration 0,05 mg/ml did not appear
citotoxic activity, suggesting the possibility of using in testing with CMN infected by
viruses, bacteria and fungi.

Key-words: Bothrops pauloensis, mononuclear cells, citotoxicity and snake
venoms.
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1.Introducao

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade, importante fonte de riqueza,
com grande potencial natural para inovacdes da biotecnologia e para o
descobrimento de novas biomoléculas com atividade farmacologica. Atualmente,
€ 0 segundo colocado em relacdo ao numero total de répteis, sendo que mais de
um terco da fauna de répteis s6 ocorre em territério brasileiro (Nogueira et al.,
2003; Franca et al., 2006; Bérnils, 2010).

O maior problema é o desconhecimento sobre a biologia e a distribuicéo
dos répteis brasileiros, pois ndo existem programas de monitoramento para
avaliacdo do tamanho das populacdes e seu estado de conservacdo. Sabe-se
ainda, que as principais fontes ameacadoras para sobrevivéncia desses animais
sao: poluicdo, doencas, uso insustentavel, mudancas climaticas globais, perda e
degradacdo de habitats e introducdo de espécies invasoras (Gibbons et al., 2000)

O género Bothrops compreende aproximadamente 30 espécies,
distribuidas por todo o territério nacional. As espécies mais conhecidas sao
Bothrops atrox, Bothrops erythromelas, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu,
Bothrops alternatus e Bothrops neuwiedi (Pinho & Pereira, 2001; FUNASA, 2001).

A Bothrops pauloensis, cujo veneno é o objeto deste estudo, foi descrita
por Amaral em 1925 como Bothrops neuwiedi pauloensis constituinte das 12
subespécies de Bothrops neuwiedi. Apds revisao sistematica, reconhecida pela
Sociedade Brasileira de Herpetologia, as 12 subespécies passaram a ser
consideradas doze espécies distintas. A Bothrops pauloensis tem sido encontrada
no Brasil nos Estados de Goias, Mato Grosso, Mato do Grosso do Sul, Minas
Gerais e Sao Paulo (Bérnils, 2010). As serpentes dessa espécie habitam

principalmente zonas rurais e periferias de grandes cidades, com preferéncia para
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ambientes Umidos como matas e areas cultivadas, campo aberto e locais onde
haja proliferacdo de roedores. Apresentam habitos noturnos ou crepusculares

(Borges & Araujo, 1998; FUNASA, 2001; Valle & Brites, 2008).

Os casos de picadas por cobra constituem problema de saude publica
devido a gravidade e as sequelas deixadas no paciente. Entretanto, a
conservacao das serpentes venenosas brasileiras é de extrema importancia para
preservar o potencial socioecondmico e farmacéutico de seus venenos, uma vez
que ja originaram medicamentos como analgésico 600 vezes mais poderoso que

a morfina e anti-hipertensivos (Martins & Barros, 2008).



16

1.1 Caracteristicas gerais das serpentes

As serpentes também chamadas de ofidios séo répteis poiquilotérmicos,
sem patas, da ordem Squamata e subordem Ofidea e classe Reptilia. Existem no
mundo mais de 3000 espécies de serpentes sendo 14% espécies peconhentas,
estas pertencem a superfamilia Colubroidea e sao classificadas de acordo com as
caracteristicas morfologicas, compreendendo quatro familias: Viperidae, Elapidae,
Hydrophiidae e Colubridae. As serpentes venenosas presentes no Brasil sdo da
familia Viperidae, composta pelos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis
(Resende et al., 1989; Junqueira, 2005).

As serpentes possuem a pele recoberta por escamas, variando no
tamanho e a cor. Elas trocam de pele durante a fase do crescimento. As escamas
tem funcado de protecdo devido ao seu movimento de rastejar em ambientes com
obstaculos. A coloracdo da pele estad relacionada ao ambiente que vivem,
apresentando variacdes entre individuos da mesma espécie (Pough & Groves,
1983).

O o6rgéo de Jacobson localizado na parte anterior do palato da serpente
desempenha funcdo semelhante ao olfato sendo formado por duas camaras
sensitivas. Ele recebe informa¢des por um ducto que o liga a lingua bifida da
serpente responsavel pela captacdo de odores. A serpente usa o olfato para
localizacdo de presas, predadores e parceiros sexuais. (Hoge & Romano-
Hoge,1979; Pough & Groves, 1983).

Algumas espécies de serpentes sdo capazes de produzir o veneno, mas
nem todas sao capazes de o inocularem, sendo denominadas de acordo com
essas caracteristicas, peconhentas ou ndo peconhentas. As serpentes

peconhentas possuem uma estrutura especializada (presas) localizada na porcao
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posterior da boca, conectadas as glandulas secretoras de veneno, responsavel

pela inoculagéo do veneno (Zug et al., 2000; Fry et al., 2009).

1.2 Aspectos gerais dos venenos ofidicos

Os venenos ofidicos sdo uma complexa mistura composta por proteinas
e peptideos, aminoacidos, nucleotideos, lipidios e carboidratos que apresentam
atividade farmacolégica (Warrell, 2010). Eles desempenham importante papel na
imobilizacdo e incapacitacdo da presa, assim como na sua digestdo. Os
constituintes do veneno de cobra podem apresentar diferentes atividades
fisiologicas, hematologicas e neurotransmissoras no homem. O estudo desses
fatores tem contribuido para a descoberta de varios mecanismos moleculares
envolvidos nesse processo fisioldégico e no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos para o tratamento de doencas cardiovasculares e hematoldgicas
(Kini, 2006).

As varias enzimas constituintes dos venenos botrépicos produzem duas
atividades principais: proteolitica ou necrosante, que determina edema
inflamatorio na regido da picada, e coagulante, que atua através de uma ou mais
acOes semelhantes as atividades da trombina (Ribeiro & Jorge, 1997).

Os envenenamentos por serpentes da familia dos viperideos
caracterizam-se por efeitos locais (mionecrose, hemorragia, edema, dor) e, em
casos moderados e graves, alteracfes sistémicas como coagulopatias,
hemorragias, choque cardiovascular e insuficiéncia renal aguda (Koh & Armugam,
2006). Os efeitos locais induzidos por venenos de viperideos afetam
drasticamente o tecido muscular, 0s vasos sanguineos e a pele e induzem lesdes

com sequelas que podem se complicar com infecgbes dificultando o manejo
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clinico. Em alguns casos, é necessaria a cirurgia de retirada do tecido ja
necrosado e outras terapias complementares (Gutierrez & Lomonte, 2003; Soto,
2005). Em relacdo as reacOes fisiopatologicas devido ao envenenamento por
algumas cascavéis, como a Crotalus durissus terrificus, apresentam alterac6es
irrelevantes no local da picada, mas observam-se potentes atividades

neurotdxicas e miotoxicas sistémicas (Gutierrez & Lomonte, 2003).

Existe diferenca nas reacdes do envenenamento devido ao estagio de
crescimento da serpente. O estudo comparativo realizado entre os venenos de
Bothrops jararaca adultas e recém nascidas demonstrou diferenca nas atividades
biologicas desses venenos. O veneno das cobras adultas apresentou maior
letalidade em ratos enquanto que o veneno das cobras recém nascidas

apresentou baixa atividade proteolitica e hemorragica (Antunes et al., 2010).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) € uma complicacdo grave dos
envenenamentos botropico e crotalico (Simdes et al., 2008). As lesbGes renais
causadoras desta complicacdo sédo a glomerulonefrite aguda, necrose tubular e
necrose cortical renal (Amaral et al., 1986). Deve-se ressaltar que no
envenenamento por Crotalus temos maior incidéncia de casos classificados como
graves e também maior ocorréncia de IRA. A IRA é considerada a principal causa
de Obito, tanto no acidente botropico como no crotalico (Pinho & Pereira, 2001). O
veneno da Bothrops marajoensis induz alteracdes fisioldgicas no sistema renal:
diminuicdo da perfusdo pressorica, da resisténcia renal e vascular, diminuicdo das
taxas de filtracdo glomerular e do fluxo urinario. Além disso, apresentou alteracéo
cardiovascular com inducdo de hipotensdo e bradicardia (Evangelista et al.,

2010).



19

1.3 Componentes de venenos do género Bothrops

1.3.1 Metaloproteinases

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) compreendem uma
subfamilia de enzimas zinco-dependentes de massa molecular variavel
responsaveis pela mionecrose no local da picada, hemorragias e reacbes
inflamatorias (Gutiérrez & Lomonte,1989). Elas sao classificadas em quatro
grupos conforme seus dominios estruturais: P-I, PIl, Plll e P-IV. O grupo P-I
apresenta somente o dominio metaloprotease, com cerca de 24 KDa de massa
molecular e pouca ou nenhuma atividade hemorragica. O grupo P-Il apresenta
além do dominio metaloprotease, o dominio desintegrina. O grupo P-Ill é
considerado como o de maior atividade hemorragica, apresentando dominio tipo
desintegrina e um dominio rico em cisteina e finalmente, o grupo P-IV com os
dominios tipo desintegrina, rico em cisteina e lectina tipo-C (Bjarnason & Fox,
1994; Fox & Serrano, 2005)

As SVMPs tém como alvo de suas atividades proteoliticas as proteinas da
coagulacdo sanguinea como o fibrinogénio e o fator de von Willebrand. Elas
apresentam o mecanismo de degradacdo enzimética da membrana basal e efeito
direto sobre as células endoteliais dos capilares considerados como 0s principais
mecanismos de agao indutores de hemorragia (Gutierrez & Rucavado, 2000).

A neuwiedase € uma metaloprotease purificada da peconha de Bothrops
pauloensis, membro da familia das metzincinas, capaz de induzir hemorragia local
ou hemorragia pulmonar dependendo da via de administracdo, intramuscular ou
intravenosa, respectivamente (Rodrigues et al., 2001; Baldo et al., 2007). A

neuwiedase € capaz de induzir reacdes inflamatorias e mionecrose quando
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administrada em altas doses. Ela pode degradar componentes da matriz
extracelular como a fibronectina e o colageno tipo | agravando o quadro da
hemorragia (Rodrigues et al., 2000). A neuwiedase atua na degradacdo de
proteinas expressas pelos fibroblastos responséaveis pela formacao da laminina,
qgue auxilia no processo de invasao do Toxoplasma gondii e taquizoitos em
fibroblastos. Como a laminina atua como ponte de fixacdo do T. gondii e 0
taquizoito reconhece receptores de laminina durante a sua fixacdo nas células
alvo, a neuwiedase pode impedir que a laminina seja usada como meio para

adeséao do parasita, diminuindo a infeccéo (Bastos, 2008).

1.3.2 Serinoproteases

As serinoproteases apresentam diversas acdes no organismo dos seres
vivos como auxiliar no processo de digestdo de proteinas da dieta alimentar, em
algumas vias de sinalizacdo, diferenciacdo e desenvolvimento celular e
participacdo da cascata de coagulacdo. As serinoproteases presentes no veneno
botrépico sdo caracterizadas como enzimas que tem atividade do tipo trombina
pela ativagdo dos componentes sanguineos envolvidos no processo de
coagulacao, fibrindlise e agregacdo plaquetéria, que afetam a cascata da

coagulacao (Serrano & Maroum, 2005).

1.3.3 Fosfolipases

As fosfolipases (PLAy) dos venenos de cobras séo classificadas em dois
grupos de acordo com suas estruturas primarias. No grupo | estdo incluidas as

fosfolipases A, dos venenos de serpentes pertencentes a familia Elapidae e no
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grupo Il estdo classificadas as PLA, dos venenos de serpentes da familia
Viperidae (Dennis, 1994; Paramo et al.,1998).

As PLA; iniciam a cascata inflamatoéria pelo aumento da permeabilidade
microvascular com recrutamento de leucécitos para os tecidos e liberacdo de
mediadores inflamatorios, iniciando desordens inflamatorias locais e sistémicas
em humanos. As PLA, modificam a microviscosidade da fase lipidica da bicamada
hidrofébica de membranas, afetando a atividade funcional de enzimas ligadas a

membrana (Koh & Armugam, 2006).

As PLA; presentes nos venenos de serpentes apresentam diversos
efeitos fisioldgicos como neurotoxicidade, miotoxicidade, hipotenséo e hemorragia
interna, atividade antiplaquetéria, anticoagulante e inflamatéria. No entanto, nem
todas as fosfolipases apresentam todos esses efeitos (Masuda et al., 2005). Elas
catalisam a hidrélise na ligacdo 2-acil éster de fosfolipidios, liberando como
produtos os lisofosfolipidios e acidos graxos livres (Six & Dennis, 2000). Esse
processo resulta na liberagdo do &cido araquidénico, precursor de
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, iniciando uma série de reacdes
inflamatorias (Kini & Evans, 1989). As PLA; apresentam efeito anticoagulante pela
hidrélise e destruicdo da superficie de membrana necesséria para a formacédo do

complexo de coagulagéo (Kini, 2006).

1.3.3.1 Miotoxinas e Neurotoxinas

A mionecrose presente na picada de cobra pode ser causa direta da acao
de PLA, miotéxicas em membranas plasmaticas das células musculares ou causa
indireta da acdo de metaloproteinases hemorragicas que degeneram vasos e

causam isquemia (Rodrigues et al.. 2004). Elas desorganizam os fosfolipideos e
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induzem o influxo de Ca* agindo na membrana sarcoplasméatica (Diaz et
al.,1992).

As miotoxinas isoladas dos venenos de cobras pertencem ao grupo IIA
das PLA; e podem ser subdivididas no grupo das miotoxinas Asp49 com atividade
enzimatica baixa ou moderada e no grupo das miotoxinas Lys49 que néo
apresentam atividade hidrolitica. A Lys 49 do veneno Botropico demonstrou
atividade neuromuscular in vitro (Gallacce & Cavalcante, 2010).

Paramo et al. (1998) em um estudo com duas miotoxinas (Lys49 e
Asp49) isoladas do veneno da Bothrops asper, pertencentes ao grupo Il das
PLA,, demonstraram a atividade dessas contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas.

As neurotoxinas presentes no veneno da cobra sdo responsaveis pelos
efeitos no sistema nervoso central. A principal acdo das neurotoxinas € a
capacidade de bloqueio da transmissao neural, pela ligagdo competitiva, com 0s
receptores pos-sindpticos das membranas do musculo esquelético e neurénios,
impedindo a transmissdo neuromuscular e causando morte por asfixia (Tsetlin &
Hucho, 2004). Cambraia et al. (2003) demonstrou que as PLA, basicas miotoxicas
(BnpTX-I e II') derivadas da Bothrops pauloensis induzem miotoxicidade in vivo e
citotoxicidade in vitro, apresentando atividade neurotéxica em ensaios com
camundongo. Assim, como as neurotoxinas encontradas em outras espécies de
cobra, principalmente no veneno da cobra Dendroaspis angusticeps (Mamba
verde), apresentam bloqueadores altamente potentes dos canais de potassio nos

neurdnios (Harvey & Robertson, 2004).
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1.3.4. Desintegrinas

As desintegrinas derivadas do veneno de cobra sdo peptideos de baixo
peso molecular, que se ligam as integrinas, proteinas de superficie celular
responsaveis pela proliferacédo, diferenciacdo e ativacdo celular. Nesse contexto,
as desintegrinas bloqueiam as integrinas para se ligarem a outras células,
podendo bloquear o principal receptor de fibrinogénio (GPIl/llla), mediador da
agregacao plaquetaria (Rojnuckarin, 2008). Os venenos das cobras Agkistrondon
rhodostama e Trimeresurus gramineus apresentam uma proteina que apresenta

potente acao inibitdria da agregacao plaquetaria (Dennis et al., 1989).

1.4 Acdao terapéutica e uso diagnostico dos venenos ofidicos

Os componentes do veneno de cobra tém resultado na producdo de
varios medicamentos usados para o tratamento das doencas hematoldgicas como
as doencas do sistema de coagulacdo e também para as doencas
cardiovasculares. Além disso, tém sido implementados em alguns Kkits
laboratoriais para diagndstico de doencas da coagulacdo sanguinea (Gawade,
2007). As enzimas de veneno de cobra semelhantes a trombina (SVTLES) por
ndo sofrerem acéo inibitoria da heparina sédo usadas em testes com amostras
sanguineas heparinizadas. Um dos testes sanguineos utilizado nesses casos € 0
Reptilase Time (RT) para a deteccdo de deficiéncia ou anormalidades do
fibrinogénio (Funk et al.,, 1971). O batroxobin € uma proteina do veneno da
Bothrops atrox moojeni usado no tratamento de trombose vascular e também para
monitorar os niveis de fibrinogénio em pacientes em terapia com a heparina (Bell,

1997).
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As cobras Oxyuranus scutellatus scutellatus tém seus venenos
constituidos por uma elevada proporcdo de enzimas sendo utilizados no teste de
protrombina (Marsh., 2001; Rao & Kini, 2002). O veneno da Agkistrodon
contortrix (ACV) é usado como um potente ativador da proteina C em ensaios
laboratoriais (teste ACV) para avaliacdo da coagulacdo (Klein & Walker, 1986;
Robert et al., 1996; Kirschbaum et al., 1999).

A metaloproteinase isolada do veneno da Echis carinatus denominada
ecarin e, o textarin extraido do veneno da Pseudonaja textilis sdo usados em
laboratério para deteccdo da doenca de von Willebrand. O Botrocetin ™ é uma
proteina agregante plaquetéria, extraida do veneno da Bothrops jararaca, utilizada
nos ensaios para estudo do fator de von Willebrand. As enzimas RVV-X e RVV-V
isoladas do veneno da cobra Vipera ruselli sdo usadas no diagnéstico laboratorial
para detectar a doenca de von Willebrand (Rosing et al., 2001; Tans & Rosing,
2001). Ancrod é uma enzima proteolitica extraida do veneno da cobra Agkistrodon
rhodostoma utilizado como anticoagulante nas formas graves de insuficiéncia
arterial periférica (Gawade, 2007)

A medicacao para tratamento de hipertensédo, denominada captopril, foi
descoberta ap0s pesquisas sobre a acdo de um peptideo potencializador da
bradicinina do veneno da Bothrops jararaca denominado BPP5a que é efetivo na
diminuicAo da pressdo sanguinea. A partir desse medicamento foram
desenvolvidas outras classes de inibidores da enzima conversora da angiotensina
(ECA) especificos como o enalapril e o lisinopril (Cushman & Ondetti, 1991; Bailey

& Wilce, 2001).
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1.5 Acao antimicrobiana e parasitaria dos venenos ofidicos

Os venenos das serpentes também tém-se apresentado como potentes
antibacterianos. Foi observado que a cavidade oral e os dentes das serpentes
apresentam a presenca de bactérias patogénicas e a baixa incidéncia de
infeccbes bacterianas no envenenamento levou ao desenvolvimento de estudos
para avaliar a presen¢a de moléculas antimicrobianas nos venenos (Talan et al.,
1991).

O estudo das miotoxinas Il (Lys49) e lll (Asp49), isoformas constituintes
do grupo Il da PLA, do veneno da Bothrops asper mostrou que elas sao letais
para uma grande variedade de bactérias (Paramo et al., 1998). A fosfolipase
basica denominada BnpTX-l derivada da Bothrops pauloensis apresentou
atividade bactericida sobre Eschericia coli e Staphylococcus aureus (Cambraia et
al., 2003). Outro estudo realizado com a fracdo 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). A LAO
da Bothrops marajoensis apresentou atividade inibitdria dose dependente no
crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, e Staphylococcus
aureus e das formas promastigotas da Leishmania chagasi e amazonensis
(Torres et al., 2010). Ja foi identificada atividade antibacteriana em 30 diferentes
venenos de serpentes asiaticas, africanas, australianas e norte-americanas (Stiles
et al., 1991).

Borkow & Ovadia (1999) demonstraram o efeito de dois venenos de
cobra (Naja atra e Naja nigricollis) sobre células infectadas com o virus Sendai. O

teste foi realizado em trés etapas. Na primeira etapa o virus Sendai foi pré-tratado
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com o veneno antes da adi¢cdo aos eritrécitos humanos; na segunda o virus néo
tratado foi colocado em contato com os eritrocitos ja previamente tratados com o
veneno e, na terceira o veneno foi adicionado aos eritrécitos pré-infectados com o
virus Sendai. O resultado demonstrou maior acdo hemolitica dos venenos das
duas cobras na terceira etapa.

Pesquisadores da Academia de Ciéncias da China avaliaram a atividade
contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 do acido LAO do veneno da
cobra Trimeresurus stejnegeri (TSV-LAO) utilizando a técnica de ELISA para
captura de antigeno p24 do HIV-1. Além disso, avaliaram o efeito da TSV-LAO na
infectividade do HIV pela inibicdo na formacédo de sincicio em linhagens celulares
C8166 e H9. O TSV-LAO mostrou significante poder citotoxico celular, revelado
pelo ensaio do MTT na presenca peroxido de hidrogénio (H.O,). Os resultados
identificaram que a atividade anti-HIV-1 da TSV-LAO esta ligada a producéao da
catalase. O MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl-tetrazolium bromide) é
uma substancia colorimétrica utilizada para avaliacdo de citotoxicidade celular
com a redugdo dos anéis de tetrazolium em formazina pela succinil
desidrogenase mitocondrial de células viadveis. A acdo do TSV-LAO ocorre pela
ligacdo na membrana celular e juntamente com a peroxidase inicia algumas
reagOes sinalizadoras de atividade celular do hospedeiro resultando na inibicdo da
infeccéo e/ou replicacdo do HIV (Zhang et al., 2003)

Alguns estudos com peptideos derivados de venenos de cobra
demonstraram acao na inibicdo da infec¢do pelo HIV. A immunokine derivada do
veneno da cobra Naja naja siamensis demonstrou acao inibitéria da infeccdo de
linfocitos pelo HIV e pelo virus da imunodeficiéncia felina. (Meenakshisundaram et

al., 2009).
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A pesquisa com o veneno da cobra Crotalus durissus terrificus em células
de rim de macaco (VERO) tratadas com diferentes concentra¢cdes do veneno e
infectadas com o virus do sarampo apresentou um efeito inibidor da adsorcéo do
virus as células VERO (Petricevich & Mendoncga, 2003).

As propriedades do &cido LAO do veneno da cobra Bothrops jararaca
(BjarLAAO-1) foram estudadas quanto a sua acao antiviral (virus da dengue tipo
3) e antiparasitéria (Trypanossoma cruzi Y e Leishmania sp). Em relag@o ao virus
da dengue tipo 3 as células infectadas com as concentracfes padronizadas das
cepas virais e previamente tratadas com o veneno mostraram diminui¢ao do titulo
viral quando comparadas com as células infectadas com o virus nao tratadas. A
adicdo do acido L-amino oxidase diretamente nas formas promastigotas de
Leishmania sp e Trypanossoma cruzi mostrou morte parasitaria dose dependente
(Sant’ana et al., 2008).

A LAO derivada do veneno da Bothrops pauloensis, em concentraces
dose dependente, induziu a citotoxicidade em células SKBR-3 (células mamarias),
Jukart (células derivadas da leucemia aguda de células T) e linhagens celulares

do tumor ascitico de Erlich (Rodrigues et al., 2008).
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2. Objetivos

2.1.Geral

Avaliar a atividade ndo citotéxica do veneno da cobra Bothrops pauloensis em

CMN do sangue periférico humanao.
2.1.2.Especificos

- Padronizar a obtencédo de CMN do sangue periférico para cultivo celular

- Identificar as concentracfes ideais de fitohemaglutinina e/ou interleucina-2 que

deverao ser acrescidas ao cultivo celular

- ldentificar a concentracdo nado citotoxica do veneno da Bothrops pauloensis

sobre as CMN do sangue periférico
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Protocolo Geral

Coleta de Sangue

Leucograma
(liquido de Turck)

Distensao celular
para contagem
diferencial

Testes Sorolégicos
(negativo)

Separacéo das
CMN em meio
gradiente de
densidade (Ficoll —
Paque)

Teste da
viabilidade celular
(Trypan Blue)

Grau de
Recuperagéo
(Contagem das
CMN na Camara de

- Grau de Pureza

- Distensao celular

Neubauer) corada pelo
Giemsa
Cultivo das
CMN

Figura 1 - Fluxograma da separacao celular paengho de células mononucleares para utilizacdo em
cultivo celular.



Extracdo do veneno Cultivo celular de
o i CMN  (adicao de -

2 e PHA)

Purificagao,

Liofilizagcéo e Controle Positivo Controle Negativo

acondiconamento do

veneno bruto CMN + veneno CMN sem veneno

Ensaio de

Citotoxicidade

Identificacdo da
concentrac@o ndo
citotoxica do
veneno bruto

Figura 2 —Fluxograma do ensaio de citotoxicidadeeatweno bruto dBothrops pauloensis em células
mononucleares do sangue periférico para avaliag@wmudcentracdo minima néo citotoxica.
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3.2. Extracao do veneno

Os venenos das serpentes, mantidas no serpentario do Centro de
Estudos e Pesquisas Bioldgicas, da Pontificia Universidade Catdlica de Goias,
foram extraidos por massagem manual da glandula de veneno. Logo apds, foram
clarificados por centrifugacdo a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, e em
seguida, esterilizados por filtracdo, liofilizados e mantidos sob ultracongelamento

a -86°C.

3.3. Casuistica

Participaram do estudo 12 individuos saudaveis de ambos os sexos, com
faixa etaria de 20 a 30 anos. ApOs o0 esclarecimento sobre a pesquisa e
assinatura do Termo de Consentimento de Livre Esclarecimento (TCLE)
(Apéndice 2) foram colhidos 20 mL de sangue venoso para obtencdo das CMN e
realizacdo da sorologia. O Projeto de Pesquisa foi analisado e liberado com
parecer favoravel (Apéndice 1) para o desenvolvimento dos trabalhos pelo Comité

de Etica da Universidade Federal de S&o Paulo (CEP 0308/10).

3.4. Obtencéo de células mononucleares (CMN) de sangue periférico

As CMN foram obtidas a partir de 12 individuos doadores saudaveis.
Foram utilizadas apenas as amostras de sangue negativas para todos os testes
de triagem. Os testes soroldgicos de triagem realizados foram: Anti-HBc, HBS-Ag,
Anti-HCV, Anti-HIV 1 e 2, Anti-HTLV 1 e 2, VDRL e Doenca de Chagas. Foram
extraidos 20 mL de sangue em tubo heparinizado. Apés a coleta foram utilizados
20 pL de sangue total para contagem de leucdcitos totais com diluicdo de 20

vezes em liquido de Turck.
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As CMN foram isoladas através da técnica de separacdo celular por
gradiente de densidade (Ficoll-paque, d=1077 g/L, Amersham). O sangue total
heparinizado foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm para formacao do creme
leucocitario. O creme leucocitario foi retirado e suspenso até o volume de 10 mL
em salina tamponada (PBS) e posteriormente aplicado sobre o meio gradiente de
densidade. Essa solucéo foi centrifugada por 20 minutos (3000 rpm) a 18°C. As
células da interface foram retiradas com auxilio de pipeta Pasteur e lavadas em
tampao PBS por trés vezes (10 minutos a 2000 rpm a 18°C). As células foram
contadas em camara de Neubauer e mantidas em meio RPMI 1640 com 20 mM
de Hepes (Gibco-BRL™, Grand Island, NY, EUA) acrescido de 10% de soro fetal

bovino inativado (SFB), 2mM de L-glutamina (Gibco-BRL™).
3.4.1 Teste da viabilidade celular

O teste de viabilidade celular utilizado foi o corante de exclusdo Trypan
Blue realizado antes e apds o cultivo celular. Foram retirados 20uL da suspenséao
das CMN para diluigdo com o corante Trypan blue a 0,1% em PBS. As CMN
foram avaliadas em relagdo a sua viabilidade, utilizando-se no experimento as
suspensdes celulares que apresentaram o grau de viabilidade maior ou igual a

95%.
3.4.2 Grau de Pureza

O grau de pureza foi determinado a partir da porcentagem de CMN na
suspensao, apos a separacao, em relacdo a presenca de polimorfonucleares. Foi
realizada uma distenséo celular com a suspensdo das CMN obtidas utilizando-se

a coloracdo de Giemsa, com leitura em microscopia 6tica comum. Foram
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contadas 200 células para quantificacdo percentual de CMN. A porcentagem
aceitavel para a realizacdo dos experimentos subsequentes foi maior ou igual a

90%.
3.4.3 Grau de Recuperacéo

O grau de recuperacao foi avaliado correlacionando o numero de células
mononucleares presentes no esfregaco sanguineo do sangue total, com o nimero
de células mononucleares presentes na suspensdo ap0s a separacao celular.
Foram separados 20 pL da amostra de sangue heparinizado, imediatamente apds
a coleta, para contagem total de leucdcitos diluidos 20 vezes em liquido de Turck.
Posteriormente, foi realizada a leucometria em camara de Neubauer. No
momento da coleta de sangue total e no final da técnica para obtencdo de CMN
foi realizado um esfregaco, corado pelo método de Giemsa, visualizado em
microscopia oOptica comum. No final da separacéo foi realizada a contagem de
CMN na camara de Neubauer. O grau de recuperacdo foi determinado com a
relacdo da porcentagem de CMN antes e apds a separacao celular. Foi utilizado
para a andlise de dados o teste de correlagdo de Spearman das leituras de uma
mesma amostra por diferentes observadores ou por um Unico observador, para

verificar se ocorreram variacgoes intra e inter-observadores.

3.4.4. Padronizacdo da concentracdo ideal de fitohemaglutinina (PHA) e

interleucina-2 (IL-2) para utilizag&o no cultivo celular

A padronizacdo da concentracdo ideal de PHA e IL-2 foi realizada apés
separacao celular utilizando-se 200 pL da solugdo com concentragcéo celular 2 x

10°> CMN em cada poco da placa de cultivo celular. Foram adicionados 10uL da
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dosagem 6tima e sub-6tima da PHA e 1uL de IL-2 da dose 6tima e subdtima nos
pocos, em conjunto e separadamente.

Para o preparo da concentracao 6tima de PHA foi realizada a diluicdo de
90 pL de solucédo estoque de PHA diluida em 810 uL de meio RPMI e para a
concentracdo de PHA suboétima foi utilizado 2375 pL RPMI com 125 pL de
solucéo de estoque de PHA.

A concentracdo Otima da IL-2 foi testada utilizando-se 9 ul da solucéo
estoque de IL-2 diluida em 81 pL de RPMI e na dosagem suboétima utilizou-se
12,5 pL da solucédo estoque de IL-2 em 237,5 uL de meio RMI. Essas solucbes
foram adicionadas em triplicata aos poc¢os da placa de cultivo celular contento 2 x
10° células/ml em meio RPMI acrescido de 10% SFB. Durante 72 horas foram

observados os resultados.
3.4.5.Condicdes de cultivo das CMN

2 x 10° células/ml, em cada poco da placa de cultivo celular, foram ativadas
com PHA e IL-2 por 72 horas, mantidas em meio RPMI 1640 (Gibco-BRLwm,
Grand Island, NY, EUA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado,
2 mM de L-glutamina (Gibco-BRLtwm), por 72 horas, com ou sem o veneno bruto.
As placas de cultura foram monitoradas diariamente quanto a contaminagcdo com
agentes microbianos tais como bactérias, fungos filamentosos e leveduras em
microscoépio optico de luz invertida. O cultivo celular foi mantido por até 72 horas a

temperatura de 35-37C e 5% de CO2.
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3.4.6 Citotoxicidade

O teste de viabilidade foi realizado utilizando-se o corante vital Trypan
Blue nas solugbes com diferentes concentragbes do veneno de Bothrops
pauloensis. O veneno liofilizado foi diluido em meio RPMI a 10% de soro fetal
bovino. As concentracdes testadas do veneno foram 5 pg/ml, 0,5 pg/ml e 0,05
ng/ml. A concentracéo celular utilizada foi 2x10° células/mL em cada poco dos
testes da placa de cultivo celular. Os testes de cada concentracdo foram
realizados em triplicata. A avaliacdo da atividade citotoxica do veneno em CMN foi

realizada pela visualizacao da placa apés 24, 48 e 72 horas.

O Trypan Blue é um corante de exclusdo de morte celular para
determinacdo do numero de células vidveis presentes na suspensao celular. As
células vivas possuem a membrana celular intacta que ndo sdo coradas pelo
Trypan Blue, enquanto as células mortas sdo coradas apresentando uma
coloracdo azul em seu citoplasma. A quantificacdo de morte celular foi realizada
com a contagem de células coradas na camara de Neubauer ap6s os periodos de
24, 48 e 72 horas, retirando-se 10uL da suspensao para diluicdo em Trypan Blue

a 4% para analise da viabilidade celular.
3.5 Analise dos dados

Para verificar a correlagéo intra e inter-observador, foi usado o coeficiente
de correlacdo de Spearman, sendo significativo quando p < 0,05. Enquanto que,
para analisar se houve diferenca significativa entre as diferentes concentragdes
de PHA e/ou IL-2 adicionados no cultivo celular, foi realizada uma Analise de

Variancia (ANOVA), assumindo que a diferenca foi significativa sempre que p <
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0,05. Ja para a andlise da recuperacéo, viabilidade, contagem diferencial e grau de
pureza das CMN foi feita uma andlise descritiva dos dados, apresentando em tabela as
frequéncias simples, médias e desvios-padrdes. Os dados referentes as andlises das
concentragcdes ndo citotdxicas do veneno foram plotados em um gréafico de linha
para melhor visualizagdo do resultado. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas no programa Bioestat vesao 5.0 (Ayres et al., 2007).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Padronizacao da obtencdo de CMN do sangue periférico

Para a realizacdo dos cultivos celulares é fundamental a padronizacéo
da obtencdo de CMN sendo que para esse procedimento séo realizadas varias

contagens de células em camara de Neubauer.

4.1.1 Variacéo intra e inter-observador na contagem de leucdcitos totais

Foi realizada a avaliagdo da variacdo intra e inter-observador das
leituras para contagem de leucocitos totais como forma de tornar o experimento o
mais fidedigno em todo seu processo.

Na figura 3 observamos que existiu associacdo forte e altamente
significativa quando as duas leituras de um mesmo experimento foram efetuadas
por observadores diferentes (r = 0,996; P < 0,001, correlacdo de Spearman),

indicando que nao ocorreu diferenca significativa entre as leituras.
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Figura 3. Leituras referentes a contagem de leucécitos realizadas
em camara de Neubauer de um mesmo ensaio por observadores
distintos (r = 0,996; P < 0,001, correlacdo de Spearman).

Na figura 4 observa-se a associagao forte e altamente significativa (r =
0,997, correlacao de Spearmann; P < 0,001) existente entre diferentes leituras de
um mesmo experimento pelo mesmo observador, indicando que nao ocorreu

diferenca significativa entre as leituras.
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Figura 4. Leituras referentes a contagem de leucécitos realizadas
em camara de Neubauer de um mesmo ensaio por um Unico
observador (r = 0,997; P < 0,001, correlacdo de Spearman).

A leitura na camara de Neubauer exige capacidade técnica do
observador para contagem celular o que pode levar ao aparecimento de variacdes
nos resultados encontrados. Contudo, verificamos com a analise de dados que as
leituras intra e inter-observador (Figura 3 e 4) na contagem de leucdcitos totais
nao apresentaram variacdes significativas, que poderiam ocorrer durante o
experimento interferindo nos resultados e na quantidade real de CMN

recuperadas apos separacao e mantidas em cultivo.
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4.1.2 Avaliacao da separacdo de CMN em meio gradiente de densidade

Apos a separacdo das CMN em meio gradiente de densidade (Ficoll-
paque) das amostras de sangue heparinizado coletadas de doadores foi avaliado
0 grau de pureza, recuperacao e viabilidade celular. Conforme representado na
Tabela 1 a porcentagem representativa de recuperacao celular foi crescente e o

grau de viabilidade sempre com porcentagem maior ou igual a 95%.

4.1.3 Analise de recuperacao e composicao celular (CMN) apds separacéo celular

A andlise de recuperacdo e composicado celular foi realizada, apos
separacdo de CMN obtidas pela centrifugacdo em meio gradiente de densidade
(Ficoll-paque), para determinar a quantidade real de células mononucleares
recuperadas apds o processo de separacdo avaliando a porcentagem de pureza
da solucdo. O valor aceitavel do grau de recuperacdo utilizado para o cultivo
celular foi maior ou igual a 86% e da viabilidade celular maior ou igual a 95%. A
média das porcentagens da recuperacdo de CMN, em relacdo as doze amostras
colhidas e utilizadas no cultivo celular, foi de 67,3%. A média para o grau de
pureza das amostras foi de 96% (Tabela 1). Samato et al. (2009) no estudo com
células mononucleares realizou técnica de separacdo celular utilizando o ficoll-
paque e o teste de Trypan blue na avaliagdo da viabilidade celular com resultados
da porcentagem aproximadamente de 98%, semelhante ao desta pesquisa.

Observa-se que na padronizacdo da obtencdo de CMN do sangue
periférico humano obteve-se aumento gradativo no percentual de recuperacdo
celular, que foi de 40 a 86% (Tabela 01). Essa melhora na recuperacao celular
deve-se ao aumento da habilidade técnica dos pesquisadores em retirar o anel

leucocitario do sangue total e na coleta de CMN ap0s centrifugacdo do sangue



41

em Ficoll-paque, aumentando a quantidade de células recuperadas no final do
procedimento. Além disso, as condi¢des fisioldgicas individuais dos doadores
podem levar as diferencas na porcentagem do grau de pureza da separacao
celular, uma vez que avalia-se a qualidade celular.

Embora outras metodologias pudessem ser utilizadas para avaliacdo da
viabilidade celular, como o método colorimétrico MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-
Difenil Brometo de Tetrazoilium) Alamar Blue e a coloragcédo por cristal violeta, o
teste utilizado na pesquisa para avaliacdo da viabilidade celular foi o Trypan Blue
por ser um reagente barato e de facil manejo e apresentando resultado ideal para
0 experimento.

O Trypan Blue é utilizado em varios estudos da avaliacdo da
viabilidade/citotoxicidade de compostos sobre a proliferacéo celular. Esse corante
foi utilizado com essa finalidade na pesquisa de Stabeli et al. (2006) na avaliagéo
da citotoxicidade de PLA; do veneno da Bothrops moojeni em células tumorais e
na pesquisa de Petricevich & Mendocga (2003) para andlise da viabilidade celular
de células VERO tratadas com diferentes concentracdes do veneno de Crotalus
durissus terrificus. Bastos (2006) determinou a citotoxicidade da subunidade acida
(crotapotina) do veneno de Crotalus durissus terrificus em CMN humanas
utilizando a coloracdo Trypan Blue. A metodologia e os padrdes de viabilidade
utilizados, igual ou superior a 90%, foram semelhantes aos desta pesquisa. Ayres
(2010) em sua pesquisa para avaliar a acao do veneno de Bothrops jararacussu e
Bothrops pirajai na modulacao de eventos da imunidade humoral e celular utilizou

a mesma coloracao para determinacao da viabilidade das CMN.
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Tabela 01: Analise da recuperacéo, viabilidade, contagem diferencial e grau de
pureza apos separacdo de CMN do sangue venoso de doadores sadios.

% % Composigéao celular por amostra
ey Grau
Recuperacao Viabilidade . .. . L .
Amostras de CMN das CMN Linfocitos Mondcitos Polimorfonucleares de
pureza

1 40 > 05 60 37 3 97
2 41 > 05 62 34 4 96
3 51 > 05 68 30 2 98
4 52 > 05 63 28 9 91
5 63 > 95 68 28 4 96
6 72 > 95 66 32 2 98
7 75 > 05 58 34 8 92
8 79 > 05 61 34 5 95
9 81 > 95 65 32 3 97
10 82 > 95 57 41 2 98
11 85 > 95 52 45 3 97
12 86 > 95 70 26 4 96

Média 67.25 62.50 33.42 4.08 95.92

Desvio- 14.88 521 5.40 2.25 2.25

Padrao

4.1.4 Avaliacdo da concentracdo ideal de PHA e IL-2 para serem acrescidas ao

cultivo celular.

Foi realizada a andlise da utilizacdo de IL-2 e PHA no cultivo celular,
objetivando verificar o melhor resultado da replicacéo celular nas dosagens otima

e subdtima, em conjunto e separadamente.

Depois de realizada a Analise de Variancia (ANOVA), verificou-se que
houve diferenca significativa entre as condictes de PHA e IL-2 (p= 0,0002), sendo

que a diferenca foi significativa entre as seguintes condicdes 1 e 2 (p<0,05),1 e 6
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(p<0,05), 2 e 5 (p<0,01), 2 e 7 (p<0,01), 4 e 7 (p<0,05), 5e 6 (p<0,01) e 6 e 7

(p<0,01).

A condicdo 6 foi selecionada para o0 uso no experimento devido ter
apresentado uma meédia alta e a quantidade de células presentes no cultivo
apresentar um aumento durante o periodo de 72 horas. Considerando o0s
resultados do crescimento celular da condicdo 2 ndo pode-se dizer que seria a
melhor alternativa, pois ocorreu um decaimento celular entre os periodos das
leituras e além disso, foi observado diminuicdo da qualidade celular. A qualidade
celular no cultivo transcorridos 72 horas, na dose subotima de IL2 e PHA
conjuntamente, € um parametro na avaliacdo da citotoxicidade do veneno, pois na
ocorréncia de citotoxicidade, se houver, ocorrera pela presenca de veneno e néo
pelas condi¢cbes nao ideais de crescimento da cultura. Portanto, a condicéo 6 foi
utilizada na pesquisa por ter apresentado quantidade e qualidade celular elevada,
requisitos necessarios para a etapa de avaliagdo da citotoxicidade do veneno

(Tabela 2).

A PHA é uma lectina mitogénica que apresenta atividade sobre os
linfécitos, aumentando a sintese de DNA e potente atividade aglutinadora sobre
os eritrécitos. Por isso, vem sendo utilizada na investigacdo cientifica para
avaliacdo de diversos sistemas biologicos (Johnson & Roberts, 1964; Sell &

Costa, 2000).

A IL-2 é a principal citocina necessaria ao desenvolvimento de células T
durante a resposta imune, pois é responsavel pela expressdo de marcadores de

superficie celular para o processo de diferenciacdo celular. Devido a essa
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atividade, dependendo da sua concentracdo no cultivo celular, pode ocorrer

inibicdo do processo proliferativo (Souza, 2006).

Tabela 2: Andlise do crescimento celular induzido pelas concentracbes de PHA e/ou IL-2

durante 72 horas.

Quantidade de células/200L

Concentracdes de

PHA e/ou IL-2 24h 48h 72h Média
1 PHA 6tima 5.1x 10 6.5 x 10 6.9 x 10 6.17 x 10
2 PHA subétima 16 x 10 12x 16 11 x 16 13.00 x 18
3 IL-2 6tima 10x 16 7.8x 10 6.4 x 10 8.07 x 16
4 IL-2 subétima 6.5 x 10 8.4x 16 12.6 x 16 9.17 x 16

PHA 6tima + IL-2 2.6 x 16 4.4x%x16 4.7 x 16 3.90x 16
5 6tima

PHA subotima + 1, 5. 16 11.7 x 18 14.2 x 18 12.40 x 16

6 IL-2 subdétima
7 Controle 4.2x10 3.6x16 1.3x 106 3.03x 16

4.2. Avaliagdo do ensaio de atividade ndo citotoxica do veneno da Bothrops

pauloensis em CMN do sangue periférico

Foi utilizado o veneno liofilizado da espécie de serpente Bothrops
pauloensis com diluicdo nas concentragbes 5 pg/mL, 0,5 pg/mL e 0,05 pg/mL
para avaliacdo da citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico.
Os testes de cada concentracéo foram realizados em triplicata.

A avaliacdo da atividade citotoxica do veneno foi realizada pela
visualizacdo da placa apos 24, 48 e 72 horas. A concentracdo 0,05 pg/mL nao
apresentou atividade citotoxica, pois apos a leitura no periodo de 72 horas de
cultivo celular na camara de Neubauer foram visualizadas células viaveis. As

concentracbes 5 pg/mL e 0,5 pg/mL apdés 24 e 48 horas, respectivamente,
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apresentaram atividade citotoxica tornando as ceélulas do cultivo celular totalmente
inviaveis (Figura 07).

Os estudos com o veneno das Bothrops jararacussu e Bothorps moojeni,
utiizando a mesma metodologia e diferentes concentracdes de veneno bruto,
demonstraram que o veneno da Bothrops jararacussu apresenta citotoxicidade
nas concentracdes de 0,5 e 5 ug/mL o que ndo ocorre na concentracdo de 0,05
nug/mL e o veneno da Bothrops moojeni ndo apresentou citotoxicidade nas
concentracbes de 0,05 e 0,5 pg/mL (Rivero, 2010; Stival, 2011). Pode-se dizer
gue o veneno da Bothrops moojeni no cultivo celular apresenta menor atividade
citotoxica para as CMN.

Na literatura existem estudos com resultados da atividade enziméatica e
bioldgica de venenos de serpentes pertencentes ao mesmo género e espécie que
apresentam diferencas na sua capacidade de induzir alteracdes fisiologicas. No
estudo de Ribeiro & Jorge (1990) comparou-se a atividade dos venenos de B.
jararaca recém-nascidas e adultas apdés a picada. Sabe-se que 0s pacientes
envenenados por serpentes de B. jararaca recém-nascidas ndo apresentam o0s
mesmos sinais clinicos que pacientes envenenados por B. jararaca adultas. Os
envenenamentos pelos espécimes adultos mostraram maior capacidade de
apresentarem lesdo no local da picada como bolhas e edema enquanto as
serpentes recém-nascidas causaram mais frequentemente o prolongamento do
tempo de coagulacdo sanguinea. Bustillo et al. (2009) analisou a atividade
citotoxica induzida por venenos de cobras do género Bothrops. O veneno da
Bothrops diparus demonstrou maior citotoxicidade do que o da Bothrops

alternatus.
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Figura 07. Atividade citotéxica de diferentes concentracbes do veneno de Bothrops

pauloensis em CMN nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas.

Como o0s venenos sdo substancias citotoxicas, existe a necessidade de
avaliacdo dessa acdo, conforme realizado neste estudo, com a definicdo da
concentracdo nado citotoxica para posteriores testes de acdo sobre células
infectadas com virus, bactérias e fungos.

Utilizou-se amostras sanguineas de doadores saudaveis, coletadas no
momento do experimento para ndo haver diminuicdo da recuperacao celular. Os
pesquisadores costumam utilizar antibiéticos, gentamincina, penicilina ou
streptomicina, no cultivo celular para evitar o crescimento de contaminantes
(bactérias e fungos). No entanto, nessa pesquisa conseguimos realizar o cultivo

celular sem a presenca de antibidticos e sem contaminacdo. E habitual a
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utilizacado de antibiéticos e antifungicos nos cultivos. Entretanto, estes poderiam
interferir na acdo do veneno ofidico sinergizando ou inibindo o seu efeito.

Ja foi descrito na literatura a existéncia de veneno bruto e fracdes de
veneno de cobras com atividade antimicrobiana e antiviral, tornando-se assim de
grande interesse para estudos em pesquisas. Por isso, podem ser considerados
como agentes com grande potencial para fabricacdo de novos medicamentos
para tratamento de algumas doencas (Stiles et al., 1991; Buckland & Wilton,
2000).

A morte celular ocorrida durante o periodo de incubacdo nas
concentracdes citotoxicas nao indica um mecanismo de morte celular especifica,
mas poderia ser explicada como ocorréncia de um processo apoptotico. A
apoptose € um processo de colapso celular caracterizado por alteracdes celulares
funcionais devido a fragmentacdo do DNA e formacédo de corpos apoptoticos
(Anazeti & Melo, 2007). Ali et al. (2000) avaliaram a acédo da LAO do veneno da
Eristocophis macmahoni em cultivo celular. Estes autores demonstraram por meio
da eletroforese em gel de agarose que ocorreu fragmentacdo do DNA,
caracteristica tipica do padrao da apoptose celular. Esse fendmeno também foi
encontrado no estudo de Suhr & Kim (1996) que identificaram a LAO como
responsavel pelo efeito apoptotico em cultura celular. Nesse trabalho utilizou-se a
técnica de eletroforese em gel de agarose para avaliacdo da ocorréncia de
mecanismos de apoptose, utilizando-se das amostras de cultivo celular de CMN
na presenca das concentracbes de 5 pg/mL e 50 pg/mL do veneno bruto da
Bothrops pauloensis apds incubacgéo nos periodos de 06 e 24 horas. Verificou-se
gue ndo ocorreu morte celular devido ao processo de apoptose, conforme

resultado demonstrado nas figuras 8 e 9 (Apéndice 3). No gel de agarose néao
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houve formacao de arraste na regido central que indicaria degradacao de material

genético indicativo de processo apoptético.

5. Perspectivas futuras

Diferentes concentracdes do veneno bruto da Bothrops pauloensis foram
testadas para identificar a concentracao néao citotéxica em células mononucleares,
tentando reproduzir o que ocorre in vivo, sendo que a concentra¢cao nao citotoxica
podera ser utilizada em estudos futuros, como por exemplo, em células infectadas
com HIV. Entretanto, devera ser realizada também a avaliacdo do efeito das
fracOes desse veneno, em diferentes concentracfes e nas mesmas condi¢cdes de
cultivo celular. Portanto, os resultados deste estudo podem ser utilizados em outra
fase da pesquisa na avaliacéo da atividade antiviral, antibacteriana e antifugica do

veneno bruto e fragbes da Bothrops pauloensis.



49

6. Conclusodes

1. A avaliacdo da associacao intra e inter-observadores das leituras de leucécitos
totais apresentou uma correlacdo positiva altamente significativa.

2. A fitohemaglutinina e a interleucina-2, utilizadas simultaneamente no cultivo
celular, na dosagem suboétima, apresentaram acado sinérgica no estimulo da
proliferacéo das células mononucleares do sangue periférico.

3. O veneno bruto da Bothrops pauloensis na concentracdo de 0,05 pg/mL néo
apresentou atividade citotoxica nas células mononucleares do sangue periférico,
sugerindo a possibilidade de utilizacdo em ensaio com CMN infectadas por

microorganismos.
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Apéndice 1
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Séo Paulo, 30 de abril de 2010.
CEP 0308/10

IImo(a). Sr (a).

Pesquisador (a) IRMTRAUT ARACI HOFFMANN PFRIMER

Co-Investigadores: Luiz Mario Janini; Maria Cecilia Araripe Sucupira; Ricardo Sobhie Diaz (orientador)
Disciplina/Departamento: Infectologia da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador: CAPES.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Atividade antiviral de venenos ofidicos obtidos de serpentes da

regido centro-oeste em células mononucleares do san gue periférico infectadas com HIV-1".

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo para entendimento de certa doenca e seu tratamento.
RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, com coleta de sangue.
OBJETIVOS: Avaliar a atividade antiviral de venenos brutos isolados das serpentes Bothrops moojeni,
Bothrops neuwiedi, Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus terrificus e Bothrops alternatus da regido
centro-oeste em células mononucleares do sangue periférico infectadas com HIV-1. Avaliar atividade
citotoxica dos venenos brutos em células primérias humanas. Identificar a concentracéo inibitéria minima do
veneno bruto capaz de inibir a replicacéo viral.

RESUMO: Serdo coletadas amostras de sangue de individuos sadios para obtencdo de células
mononucleares periféricas (PBMC). As células serdo isoladas e contadas e cultivadas. Sera realizada uma
distencdo celular para verificar o grau de pureza da amostra e tratadas para posterior infecc¢éo viral. Antes de
serem aplicadas as diferentes concentra¢g@es dos venenos dos oficios nas PBMC, sera realizado um teste de
viabilidade celular com o corante de Azul de Trypan. A infecg&o viral se dard mantendo as células em cultura
com o virus por 2 horas em meio de cultura tratado, e apds esse periodo serdo realizadas 3 lavagens com
meio RPM11640 para retirada de virus livres. Sera avaliado o efeito da concentracdo néo citotoxica do
veneno em células infectadas com HIV-1. de acordo com o teste: infectar as células mononucleares do
sangue periférico com HIV-1 e posteriormente aplicar a concentracéo nao citotéxica do veneno transcorridos
diferentes intervalos de tempo, e utilizando os casos como controles: 1)células mononucleares em meio de
cultura (controle negativo); 2) células mononucleares +(HIV-1)(controle positivo); 3) células mononucleares +
venenos (concentracdo ndo citotoxica (controle negativo). Sera realizado PCR em tempo real transcorridas
72h de interagado entre células, virus e veneno..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: A pesquisa podera gerar beneficios para a populagdo com HIV-1, pois a
identificacdo de venenos com atividade anti-retroviral podera ser um avanco cientifico na procura de um novo
tratamento alternativo contra o HIV-1..

MATERIAL E METODO: Descritos os procedimentos experimentais, que serdo realizados por equipe

especializada.

TCLE: Apresentado adequadamente.Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Séao Paulo /
Brasil Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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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 S&o Paulo/Hospital S&o Paulo
ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracédo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido.
Nestas circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a
resposta do Comité, apds analise das mudancgas 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 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

78

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

Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sdo Paulo 0308/10

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&do Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Atividade anti-viral de venenos ofidicos obtidos de serpentes da regiao
Centro-Oeste em células mononucleares do sangue per  iférico infectadas

com HIV-1.

O objetivo desse estudo € o de avaliar a atividade de venenos de 5 espécies
de serpentes da regido Centro-Oeste do Brasil em células do sangue periférico
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1). O projeto terd uma
duracéo de 36 meses com inicio em marco de 2010 e término em marco de 2013.

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

Na primeira fase da pesquisa serdo realizados os testes de citotoxicidade
celular, ou seja, serao testadas diferentes concentracfes dos venenos em células
sanguineas até identificar a concentracdo que nao seja citotoxica. 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 nao causar

morte das células sera adicionada as células infectadas com o virus da AIDS
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(HIV-1) para se saber se as concentrac6es dos venenos tém efeito contra o HIV.
Essa segunda fase do projeto sera desenvolvida no Laboratério de Biosseguranca
Nivel 1l (P3) do Laboratério de Retrovirologia da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP).

Caso vocé participe, o Unico desconforto sera uma colheita de sangue que
sera feita por puncédo de veia do antebraco, o que pode causar um pouco de dor,
ficar roxo (hematoma) no local ou causar tontura passageira. No total sera preciso
20 mL de sangue correspondendo a 2 colheres de sopa. As células
mononucleares serdo separadas das amostras de sangue, e 0 material restante
sera descartado seguindo os protocolos de biosseguranca.

A pesquisa nao trara beneficios diretos para os participantes, mas podera
gerar beneficios para pessoas infectadas com o virus do HIV-1. A identificacdo de
novos compostos naturais com atividade anti-HIV podera abrir um novo caminho
na producdo de um medicamento capaz de eliminar o virus ou prevenir sua
infecgao, pois lamentavelmente ainda ndo contamos com um medicamento eficaz
no combate do virus.

Em qualquer etapa do estudo, o participante tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O
principal investigador sera a Profa. Dr2. Irmtraut A. Hoffmann Pfrimer que podera
ser encontrada no endereco: Rua Pedro de Toledo, 781 — 16 andar- Vila
Clementino — S&o Paulo — SP, telefone (011)-50844262 / 55712130. Se voceé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14,

5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br.
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As informacdes obtidas pelos pesquisadores serédo analisadas em conjunto
com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum
paciente. O participante tera direito de se manter atualizado sobre os resultados
parciais da pesquisa ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
da pesquisa e existira garantia de sigilo. As pessoas que participarem da
pesquisa ndo 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 estudo, evidenciando-se nexo causal com o procedimento da
puncdo venosa ou qualquer intercorréncia relacionada a coleta do material o
participante tem direito a tratamento meédico bem como as indenizacbes
legalmente estabelecidas.

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

somente para esta pesquisa.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Figura 8. Gel de eletroforese da extracdo do DNA
do cultivo celular de CMN ap@s o tratamento com
0 veneno da Bothrops pauloensis nas
concentracdes 5 pg/mL e 50 pg/mL (Bp50 e Bpb)
por 06 horas.

PB Bnm Bp50

Figura 9. Gel de eletroforese da extracdo do DNA
do cultivo celular de CMN apds o tratamento com
0 veneno da Bothrops pauloensis nas
concentracdes 5 pg/mL e 50 pg/mL (Bp50 e Bpb)
por 24 horas.
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