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RESUMO

A peconha da serpente Philodryas nattereri € uma mistura de proteinas e peptideos toxicos
com diversas acdes locais e sistémicas importantes, similares as que ocorrem nos acidentes
botrépicos. Os mecanismos envolvidos nas acdes locais e sistémicas desta peconha sao
pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos renais, cardiovasculares,
citotéxicos e a identificagdo molecular da peconha bruta. O teor proteico total da peconha foi
de 85-90% de proteinas. Foram utilizados ratos Wistar nos experimentos de perfusédo
de rim isolado, em que o orgdo foi perfundido com a peconha da serpente Philodryas
nattereri em diversas concentracdes para se determinar as possiveis alteracbes em
parametros funcionais, além de alteracdes vasculares em anel de aorta e presséo
arterial. A peconha foi utilizada em células epiteliais de tdbulos renais de cachorro
(MDCK) e macréfago peritonial de rato (RAW) e mensurada por pletismografia. O
edema de pata, as contor¢cdes abdominais e a injecdo intramuscular foram realizados em
camundongos Swiss. A peconha foi testada em cepas de bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis subsp, Staphylococcus aureus e as
culturas foram diluidas 100x. Para a determinacdo do numero de cromossomos da
serpente Philodryas nattereri e Philodryas olfersil, utilizou-se uma cultura temporaria
de leucdcitos. Da glandula de Duvernoy construiu-se uma Biblioteca de cDNA com o
objetivo de identificar seus genes. A peconha bruta foi submetida a RMN
(Ressonéancia Magnética Nuclear). Os resultados encontrados demonstraram que a
peconha da Philodryas nattereri promoveu alteracbes em todos os parametros renais
estudados, principalmente na diminuicdo da pressdo renal (PP) e da resisténcia
vascular renal (RVR), assim como um aumento do fluxo urinrio (FU) e do ritmo de
fitracdo glomerular (RFG). O resultado mais relevante € que essa peconha é
altamente lesiva aos tubulos renais, sendo tal fato comprovado com a reducdo do
percentual de transporte dos eletrdlitos de sodio (Na*), (K") e cloreto (Cl) nas
concentracdes estudadas, independente da reducdo da PP. O clearance osmético e
as alteracbes nos glomérulos e tubulos com material proteico e hemorragico. As
lesbes foram observadas por analise histologica, mediante indicios de apoptose/
necrose e verificadas na cultura das células MDCK. A reducdo da pressdo arterial e
da frequéncia cardiaca parecem estar relacionadas ao relaxamento de vasos renais,
cujos efeitos vasodilatadores foram comprovados nos protocolos de anel de aorta. A
peconha da Philodryas nattereri parece comprometer o0s tdbulos renais,
independentemente das acfes vasculares. O edema de pata causado pela peconha
atingiu o maximo 2 horas ap6és a inoculacdo e foi inibido pelo dexametasona e 0 soro
anti-bothrops j& a indometacina ndo foi capaz de interferir significativamente no
edema. A injecdo intramuscular de 50ug da peconha produziu efeitos de
desorganizacao das fibrilas musculares, hemorragia interfibrilar, edema infiltrado inflamatorio
e mionecrose dos tipos coagulativa e miolitica. Verificou-se que estas alteragdes
diminuiram com o passar do tempo. As contor¢cdes abdominais causadas pela
peconha parecem ser tdo agressivas quanto o acido acético quando comparado ao
controle salino. A atividade da peconha em cultura de bactérias foi significante para
as culturas S. aureus, P. aeruginosa e Salmomela entretanto ndo apresentou
significAncia para E. Coli. As serpentes Philodryas nattereri e Philodryas olfersii
possuem um numero de cromossomos 2n = 36. Da extracdo do RNAtotal da glandula
da peconha, junto com a enzima transcriptase reversa in vitro produziu-se RNAmM
transcrito a partir de varios genes diferentes. Assim, os DNAc clonados constituem
uma biblioteca de c¢DNA com uma colecdo de genes. Os resultados
espectrofotdmétrico de RMN da peconha bruta da serpente Philodryas nattereri
revelaram na identificacdo da presenca de acoplamentos '°C,'H por comprimento de
onda de radio.

Palavras-chave: Philodryas nattereri. Dano renal. Estudo molecular da peconha.



ABSTRAT

The snake venom of the Philodryas nattereri is a mixture of toxic proteins and peptides with
different important systemic and location actions, which are similar to those occurring in
Bothrop accidents. The mechanisms involved in local and systemic actions of this venom are
not well known. The aim of this work was to study the renal, cardiovascular and cytotoxic
effects as well as the molecular identification of the crude venom. The total protein content of
the venom was 85 - 90% protein. To evaluate renal changes, Wistar rats were used for
perfusion experiments of isolated kidney, in which the organ was perfused with venom to
determine possible changes in parameters, beyond the vascular ring of aorta and blood
pressure promoted by total snake venom of the Philodryas nattereri. The venom was used in
the epithelial cells of dog renal tubules (MDCK) and mouse peritoneal macrophages (RAW).
The paw edema was performed in Swiss mice, as measured by plethysmography reaching
the maximum edema of 2 hours after inoculation. Also an intramuscular injection of 50ug of
venom produced disruptive effects of muscle fibrils. The venom was tested in Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuissubsp and Staphylococcusaureus
bacterial strains; the cultures were diluted 100x. To determine the number of chromosomes
of the snake Philodryas nattereri Philodryas olfersil, itwas used temporary leukocyte culture.
Out of the Duvernoy's gland, it was constructed a cDNA library in order to identify their
genes. The crude venom was subjected to NMR (nuclear magnetic resonance). The results
showed that the venom of Philodryas nattereri promoted changes in all renal parameters
studied, mainly in decreased renal pressure (RP) and renal vascular resistance (RVR), as
well as an increase in urine flow (UF) and glomerular filtration rate (GFR). The most relevant
is that this venom is highly detrimental to the renal tubules, and this fact is proven by
reducing the percentage of transport of the electrolytes sodium (Na +), (K +) and chloride (ClI
) at the concentrations studied, regardless of the reduction of PP. The osmotic clearance
and changes in glomeruli and tubules with hemorrhagic and proteinaceous material. The
lesions were observed by histologic analysis, by evidence of apoptosis / necrosis and verified
in the culture of MDCK cells. The reduction in blood pressure and cardiac frequency seems
to be related to the relaxation of renal vessels, whose vasodilatory effects have been
validated in aortic ring protocols. The Philodryas nattereri’s venom seems to impair the renal
tubules, regardless of vascular actions. The paw edema caused by venoms was inhibited by
dexamethasone and serum anti-bothrops. The indomethacin was not able to significantly
interfere in edema. Intramuscular injection of 50ug of venom produced disruptive effects of
muscle fibrils, interfibrillar hemorrhage, edema, inflammatory infiltration and myonecrosis of
the miolitic andcoagulativetypes, which decrease all this change over time. The abdominal
contortions caused by poison seem to be as aggressive as the acetic acid compared to the
saline controls. This snake has a numberofchromosome 2n = 36 Philodryas olfersii 2n = 36
chromosomes. The activity of the venom in cultured bacteria was significantly associated
with the S. aureuscultures. P. aeruginosa, and Salmomela showed no significance with E.
Coli. From the total RNA extraction of venom gland, along with the reverse transcriptase
enzyme in vitrowas produced mRNA transcribed from many different genes. Thus, the
cloned cDNA constitute a cDNA library with a collection of genes. It was evaluated the NMR
spectrophotometric register of the snake Philodryas nattereri crude venom in the
identification of the presence of *C, 'H couplings, by radio wavelength.

Keywords: Philodryas nattereri; Renal perfusion; Library construction.
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Introdugio




1 INTRODUCAO

No Egito antigo, as cobras foram adoradas e sua réplica foi usada
para decorar as coroas dos imperadores romanos. Na Grécia antiga, 0s
deuses da Medicina foram retratados com um cajado entrelagado por uma
serpente. Este é o0 simbolo usado para representar também a Medicina
Veterinéria, Farmacia e Vvarios outros cursos da area de saude (NASCIMENTO
et al., 2005).

Atualmente h& duas proposi¢cdes sobre o provavel habitat ocupado pela
serpente ancestral: (1) as serpentes surgiram de ancestrais mossaurideos, portanto
eram aquaticas e ocupavam ambientes marinhos (LEE, 1997, 1998; LEE;
CALDWELL, 1998; SCANLON et al, 2010; LEE; SCANLON, 2002); (2) As serpentes
ancestrais eram criptozoicas que cagcavam em tocas, galerias do solo ou folhicos de
chdo ou mata (ZAHER, 1998; RIEPPEL; ZAHER, 2000; TCHERNOV et al., 2000;
RIEPPEL; ZAHER, 2001). A segunda hipotese é mais aceita, porém, hipéteses que
defendem que as serpentes derivaram dos mosassaurideos ou anfisbenideos ainda
nao foram descartadas (ESTES et al., 1988; RIEPPEL, 1988 b).

Embora existam ainda divergéncias no que diz respeito ao relacionamento
das serpentes com os demais Squamatas, a subordem Serpentes tornou-se muito
diversificada e inclui cerca de 2.900 espécies no mundo (GREENE, 1997),
distribuidas em 465 géneros e 20 familias. No Brasil, temos representantes de 10
familias, 75 géneros e 321 espécies, portanto, 10% do total de espécies (FRANCO,
2003).

Os acidentes provocados por serpentes nhdo  peconhentas
representam percentual significativo de casos atendidos em unidades de urgéncia,
por isto, a identificacdo correta da serpente € importante.

Estudos ecologicos e filogenéticos sobre esses animais sdo de
importancia fundamental para compreensdo dos processos haturais de sua
classificacao.

Apesar dos avancos para uma classificacdo mais apropriada dos
grandes grupos de serpentes, muitos conflitos e discordancias ainda surgem,
tanto em analises morfologicas quanto moleculares (GRAZZIOTIN, 2007) e
sugere-se que andlises feitas com base em caracteres tanto morfolégicos

quanto moleculares, sejam realizadas (LEE et al., 2007; ZAHER et al., 2009).



Para se ter uma dimensdo da importancia dos estudos e dos
problemas de sistemética e classificacdo das serpentes, até pouco tempo, a
familia Colubridae, hoje Dipsadidade, era considerada a mais numerosa, contando
mais de 1.800 espécies e aproximadamente 300 géneros.

A espécie Philodryas nattereri, Steindachner, 1870, incluida na familia
Dipsadidae (ZAHER et al., 2009) e subfamilia Xenodontinae (FERRAREZZI,
1994b; UETZ, 2009) é distribuida ao longo dos biomas do cerrado, caatinga e
pantanal do Brasil, além de regides semidridas do Paraguai e da Col6émbia
(UETZ, 2009). A subfamilia Xenodondinae ainda ndo possui uma hipotese
filogenética muito clara e, apesar de ser um dos grupos mais amplamente
estudados atualmente, os estudos ainda apontam muitas discordancias sobre a
irradiacdo deste  grupo (ZAHER, 1999; VIDAL et al., 2000) e esta situagao
persiste, apesar dos recentes avancos (MESQUITA, 2010). Philodryas nattereri
pertence ao género-tipo da tribo philodryadini (ZAHER et al., 2009;
FERRAREZZI, 1994b), caracterizada morfologicamente por possuir denticao
opistdglifa, pupilas redondas, anal dividida, hemipeniano longo e sulco

espermatico centro linear.

Em relacdo a ecologia, a tribo philodryadini € caracterizada por
espécies semi-arboricolas ou arboricolas. A espécie Philodryas nattereri €
caracterizada como semi-arboricola e construtora, mas poucos trabalhos sobre
esta espécie a classificam como terricola (VITT, 1980; VANGILDER, 1983;
COSTA, 2006). Observa-se sobre a atividade sazonal das espécies Philodryas
nattereri que apresenta picos de atividade anual durante os meses mais quentes
e chuvosos, quando ha maior disponibilidade de presas. No bioma caatinga,
existe uma marcante sazonalidade em termos de indice pluviométrico e
apenas uma pequena variacdo de temperatura relacionada a reproducdo das
serpentes de qualquer espécie.

As atividades de reproducdo podem ocorrer um pouco antes destes
meses chuvosos, mesmo havendo o risco de maior exposicdo aos predadores,
mas facilitando a viabilizacdo do nascimento dos filhotes durante o periodo
chuvoso, quando h& maior disponibilidade de recursos e, consequentemente,

maior probabilidade de sucesso reprodutivo (MESQUITA, 2010).
Philodryas nattereri Steindachner, 1870 popularmente chamada de

cobra de cip6 ou corre-campo, apresenta coloragdo verde-oliva com a porcao

final do corpo de cor castanho. Possui em média 1,20 cm a 1,60cm de



comprimento, olhos grandes com pupila redonda, muito veloz e com atividade
didria muito intensa (VITT, 1994). O habitat est4 relacionado a estrutura fisica
do ambiente, disponibilidade de alimento, & presenca de predadores e a
prépria fisiologia destas serpentes, que sao diurnas, arboricolas e semi
arboricolas. Alimentam-se de pequenos mamiferos, aves e lagartos (FUNASA,
2001). S&o oviparas, pdem de seis a 20 ovos. Sua denticdo é opistoglifa.

Philodryas nattereri, machos e fémeas, exibem habitos diurnos com
picos de atividade nos horarios mais quentes do dia, devendo se recolher nos
horarios de menor temperatura. Além disso, pode-se sugerir que esses dados
sejam importantes para fatores filogenéticos desta espécie, uma vez que
Philodryas patagoniensis e Philodryas olfersi, que sdo da mesma familia,
também registram picos nos horarios mais quentes do dia (FOWLER;
SALOMAO, 1994; MESQUITA, 2010).

Encontra-se distribuida em regides aridas e semiaridas da Ameérica
do Sul, sendo mais comum na regido Nordeste do Brasil (Ceara e Rio Grande
do Norte) como mostra a figura abaixo. Informacfdes sobre a reproducédo desta
espécie sao raras e consistem basicamente de tamanho das ninhadas e em
algumas ovos no ovidutos, dimorfismo sexual e ciclo reprodutivo feminino. As
fémeas sdo maiores do que o0s machos. Provavelmente o0s machos
produzem esperma continuamente ao longo do ano e as fémeas ficam férteis

durante nove meses, de fevereiro a outubro (MESQUITA, 2010).

Fonte: http://www.google.com.br/imagens/mapas. NUROF-UFC.



http://www.google.com.br./
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A lImportancia de Estudos de Pegonhas e Toxinas

Durante a evolucdo, as serpentes se especializaram em afetar as
funcdes vitais de suas presas, por via de suas peconhas. As serpentes dos
géneros Bothrops ou Crotalus liberam um elevado numero de toxinas
(enzimas, proteinas e peptideos) que desestabilizam os niveis fisiolégicos dos
hormbnios, alteram atividade das enzimas, receptores, ou canais i0nicos
promovem o desequilibrio do sistema cardiovascular e nervoso de suas presas.
As toxinas das serpentes sdo cada vez mais usadas como ferramentas
farmacologicas e como protétipos para o desenvolvimento de drogas (PAIOLI,
2011).

A peconha das serpentes é composta por varias substancias, cuja
propor¢cdo e caracteristicas variam entre familias, géneros e entre as mesmas
espécies. A composicdo da peconha pode variar ainda em funcdo da idade e
do sexo do animal, habitos alimentares, da distribuicAo geogréafica, do carater
individual entre serpentes e sazonalidade. Exemplo disso ocorre nas fémeas
de Bothrops Jararaca, que produzem cinco vezes mais peconha do que O0s
machos (FURTADO; TRAVAGLIA-CARDOSO; ROCHA et al., 2006).

A peconha de serpentes contém componentes organicos e
inorganicos, sendo que cerca de 90% s&o proteinas enzimaticas ou néo
enzimaticas, carboidratos, lipidios, aminas  biogénicas, nucleotideos,
aminoacidos e peptideos (GUTIERREZ, 2002). Enquanto isso 0s componentes
inorganicos mais comuns sdo Ca'", Cu®, Fe'", K, Mg™, Mn™, Na*, P", Co™,
e Zn'", sendo que alguns exercem funcdo de mantedores de estabilidade
estrutural de certas proteinas, como as metaloproteinases, que sao fatores
hemorragicos e outros funcionam como catalisadores em funcgdes enziméaticas
especificas (FRIEDERICH; TU, 1971; BJARNASON; FOX, 1988/89), como

mostra na Figura 1 a segquir.



Figura 1 — Principais componentes da pegonha de serpentes.
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Atualmente h& um grande numero de toxinas purificadas e
caracterizadas a partir de peconhas de serpentes, sobretudo de varias
espécies Bothrops (THEAKSTON; KAMIGUTI, 2002); dentre essas, o complexo
enzimatico das fosfolipases (PLAs), formacdo de araquidonato, desestruturacéo
de membrana, interferéncia em processos de agregacado plaquetaria,
miotoxicidade e neurotoxicidade, entre outras acdes (GUTIERREZ; LOMONTE,
1995). Em contraste com a vasta literatura existente sobre as peconhas de
serpentes proterdglifas e solendglifas, observa-se pouca investigacdo quanto a
peconha de serpentes opistoglifas. Portanto, a composicdo das secrecdes
orais toxicas de colubrideos e dipsadideos sdao pouco conhecidas, apesar da
grande diversidade de espécies de serpentes onde essas glandulas séao
descritas (ZINGALI et al., 2011).

Os fatores segundo o0s quais a maioria das espécies produz pouca
guantidade de peconha e a ineficacia dos meéetodos de extracdo sustentam as
dificuldades de pesquisa nesta area.

E importante ressaltar, também, que a intensidade dos sintomas
ap6s envenenamento estd relacionada com a quantidade de peconha
inoculada, que por sua vez, depende do tamanho, da idade da serpente,
como também do tempo em que foi alimentada.

O conhecimento dos mecanismos de acdo das toxinas e antitoxinas
animais e vegetais faz-se necessario para a busca de técnicas de diagndstico,
tratamentos alternativos ao envenenamento e/ou para o desenvolvimento de
novos farmacos (SOARES, 2005).

Essas toxinas estdo, normalmente, envolvidas em mecanismos de
defesa, além de possuirem caracteristicas de letalidade, uma vez que séo
utilizadas para captura, abate e digestdo de possiveis inimigos ou presas.
Para tal, elas devem ser biologicamente ativas, havendo possiveis
aplicabilidades terapéuticas para elas. Essa atividade estimula estudos que
podem contribuir para o desenvolvimento de ferramentas farmacolégicas ou a
compreensdao de mecanismos de acdo, proporcionando a melhoria nos
protocolos de tratamento de pacientes envolvidos em acidentes com esses
seres vivos (LEWIS; GARCIA, 2003). Como exemplos de aplicacbes dessas
toxinas na terapéutica, temos a toxina botulinica, derivada de micro-

organismos, que é amplamente utilizada na Medicina estética e em pacientes



com patologias motoras, e o curare, alcaloide letal que € um blogqueador
neuromuscular introduzido na pratica da anestesiologia em procedimentos
cirirgicos. Esse alcaloide serviu de protétipo para o desenvolvimento do
relaxante  muscular conhecido como atracurio (HARVEY et al.,, 1998). Outro
exemplo classico da literatura cientifica foi a utilizacdo do peptideo oriundo da
peconha de uma serpente (Bothrops jararaca), utilizada como protétipo para o
tratamento de doencas cardiovasculares com ampla aplicabilidade clinica. Esse
agente terapéutico € o captopril, inibidor da enzima conversora de
angiotensina, cujos estudos de sua atividade foram iniciados por ROCHA,
SILVA et al. (1949), culminando com as pesquisas de Ferreira (1965) e
concluindo com a estrutura da molécula por Cushman e Odentti (LEWIS;
GARCIA, 2003).

2.2 As Serpentes Brasileiras

O Brasil possui uma das mais ricas faunas de serpentes do
Planeta, sendo conhecidas 366 espécies, pertencentes atualmente a dez
familias: Anomalepididae (6 espécies), Leptotyphlopidae (14), Typhlopidae (6),
Aniliidae (1), Tropidophiidae (1), Boidae (12), Colubridae (34), Dipsadidae (237),
Elapidae (27), e Viperidae (28). Dessas, 15% (55 espécies) sdo consideradas
peconhentas e sdo responsaveis por cerca de 20 mil acidentes ofidicos
anualmente no Pais. O perfil epidemiolégico do ofidismo demonstra que as
principais vitimas séo individuos do sexo masculino, trabalhadores rurais, na
faixa etaria entre 15 e 49 anos e registrando uma letalidade geral de
0,45%(Fonte: (http://www.cobrasbrasileiras.com.br/serpentes_classificacao.html).

As principais caracteristicas e representantes de serpentes brasileiras

estdo representadas na Figura 2.


http://www.cobrasbrasileiras.com.br/

Figura 2 — Caracteristicas Bioldgicas das Principais Serpentes Brasileiras.

Diferenca Géneros de

Fosseta ¢ : I
entre importancia

loreal N P
géneros medica

~ Caudacom
chocalhos

Cauda com

escamas
proeminentes

Fosseta .

anéis
coloridos em
toda
exttensao

| Dipsadidae

Fonte: ARAUJO, 2003.

As serpentes peconhentas no Brasil pertencem a duas familias:
Viperidae (acidentes botropico, crotalico e laquético) e Elapidae (acidente
elapidico). As taxas de letalidade revelam que 90% sdo acidentes botropicos
(letalidade de 0,31%), seguidos de crotalicos (7,7%, com 1,87% de letalidade),
laquéticos 1,4% (0,95% de letalidade) e elapidicos 0,4% (0,52 % de letalidade).
A classificacdo das serpentes € essencial para 0 reconhecimento das
espécies de importancia médica, na formulacdo do antipeconha no tratamento
dos pacientes (BERNARDE, 2000).

As mudancas taxondmicas ocorreram dentro das familias Elapidae e
Viperidae; espécies novas foram sinonimizadas e outras revalidadas ou
elevadas da categoria de subespécie para espécie (NUNEZ et al., 2009).

As serpentes do género Bothrops estdo atualmente distribuidas em

cinco géneros: (1) Bothriopsis com duas espécies de ocorréncia na Amazbnia,


http://www.google.com.br/imgres?q=crotalus&num=10&hl=pt-BR&biw=1446&bih=649&tbm=isch&tbnid=ckXFzYeTQndzbM:&imgrefurl=http://pt.wikipedia.org/wiki/Cascavel&docid=fVUotPr-1ht4BM&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/9d/Crotale_diamantin_40.JPG/220px-Crotale_diamantin_40.JPG&w=220&h=220&ei=_0_sT7rZJ7HN4QSW25CWBQ&zoom=1&iact=hc&vpx=180&vpy=227&dur=827&hovh=176&hovw=176&tx=131&ty=97&sig=108883569394958995284&page=1&tbnh=129&tbnw=129&start=0&ndsp=21&ved=1t:429,r:14,s:0,i:143
http://www.google.com.br/imgres?q=Lachesis&num=10&hl=pt-BR&biw=1446&bih=649&tbm=isch&tbnid=smlN8YO_tSrIDM:&imgrefurl=http://www.interhomeopathy.org/fr-lachesis-write--und--deliver-a-sermon-&docid=L3porjAhLSFb1M&imgurl=http://www.interhomeopathy.org/images/gallery/207-LACHESIS1.JPG&w=544&h=368&ei=lVHsT8-TNobR4QSp0bSWBQ&zoom=1&iact=hc&vpx=516&vpy=299&dur=250&hovh=185&hovw=273&tx=124&ty=115&sig=108883569394958995284&page=1&tbnh=118&tbnw=174&start=0&ndsp=22&ved=1t:429,r:10,s:0,i:130
http://www.google.com.br/imgres?q=Micrurus&hl=pt-BR&biw=1446&bih=649&tbm=isch&tbnid=I3s5dRBDN1c8GM:&imgrefurl=http://www.ib.usp.br/~crinog/pages/Micrurus ibiboboca EEUU site_JPG.htm&docid=aCbk4VgUemmvuM&imgurl=http://www.ib.usp.br/~crinog/images/Micrurus ibiboboca EEUU site_JPG.jpg&w=600&h=409&ei=YVLsT__nItHP4QTv7dGWBQ&zoom=1&iact=hc&vpx=166&vpy=97&dur=593&hovh=185&hovw=272&tx=158&ty=138&sig=108883569394958995284&page=1&tbnh=130&tbnw=167&start=0&ndsp=19&ved=1t:429,r:0,s:0,i:86
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Mata Atlantica e no Nordeste (BA, SE, AL, PE, PB, e CE); (2) Bothrocophias
hyoprora é a Unica representante desse género no Brasil Parana e Rondonia;
no género (3) Bothropoides, foram alocadas 11 espécies anteriormente
incluidas em Bothrops, de ocorréncia nas regides Sul, Sudeste, Nordeste e
Centro Oeste do Brasil; uma espécie de (4) jararaca-pintada, na regidao norte
do Pais nas éareas de cerrado, Amazonas e sul de Rondbnia destaca-se
como do género (5)B. Jararaca.

Nessa nova classificacdo proposta (FENWICK et al., 2009),
permaneceram no género Bothrops com oito espécies presentes em todas
regibes do Brasil. Nesse género, encontram-se a Bothrops moojeni e B.
jararacussu. Quatro espécies anteriormente pertencentes a Bothrops estao
agora no género Rhinocerophis, ocorrendo nas regides Centro Oeste, Sudeste
e Sul do Brasil, com a espécie R. Alternattus.

As  serpentes cascavéis (Caudisona  durissa), anteriormente
pertencentes ao género Crotalus foram recentemente alocadas no género
Caudisona (HOSE; 2009). O acidente com essas serpentes é denominado
crotalico e elas sdo facilmente reconhecidas pela presenca do guizo ou
chocalho na parte final da cauda. Ocorrem nos cerrados do Brasil central, nas
regides aridas e semiaridas do Nordeste, nos campos e areas abertas do
Sul, Sudeste e Norte (SILVA et al., 2008).

As serpentes do género Lachesis a maior espécie peconhenta
também conhecida como a surucucu-pico-de-jaca (Lachesis muta), e os acidentes
com essas serpentes sdo denominado de laquético. E duas subespécies eram
reconhecidas, L. m. muta da Amazbénia e L. m. Rhombeata da Mata Atlantica, é
uma espécies monotipica (sem subespécies) (FERNANDEZ et al., 2004).

Os Elapidae compreendem as corais-verdadeiras. Espécies dessa
familia diferem dos  viperideos por ndo apresentarem fosseta loreal e
possuirem denticdo proteroglifa, cabeca arredondada com olhos pequenos e
pupilas redondas, além de escamas cefalicas grandes (PASSOS, 2012). Essa
familia apresenta dois géneros: Leptomicrurus, com trés espécies, de
ocorréncia na Amazbnia e Micrurus em todo o Brasil. O nome popular das
Micrurus se deve ao padrdo coralino com anéis coloridos ao longo do corpo
(SILVA; SITES, 1999).
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A importancia e necessidade dessas mudancas na classificagao
estdo no fato de apresentarem as relacdes de parentesco entre as espécies
e isso implica as similaridades e diferencas entre a complexa variagdo da
peconha.

Apesar de tradicionalmente serem chamadas de pecgonhentas apenas
as espécies de serpentes das familias Viperidae e Elapidae, alguns casos de
envenenamento em humanos foram ocasionados por espécies de colubrideos
com denticbes o0 opistoglifas (dentes inoculadores localizados na regiao
posterior da maxilar superior) e aglifas (sem dentes especializados na
inoculagdo de peconha (NICKERSON; et al, 1976; PUORTO; et al, 2003)
(Figura 3).

Figura 3 — Aspecto morfolégico do cranio de serpente conforme as
séries de denticdo. A) Serie Aglifa B) Série Opistoglifa; C) Série
Proterdglifa; D) Série Solendglifa.

Fonte: LOPES, P.H, 2008 .

Alguns Colubridae apresentam glandulas tubulares complexas
denominadas glandulas de Duvernoy (TAUB, 1966). Séo glandulas localizadas
na regido temporal, supralabial, atrds dos olhos, compostas principalmente de
células serosas dispostas em l6bulos que se abrem em um duto lobular. Esta
estrutura mostra ampla gama de variacfes, com transicbes desde a auséncia
da glandula até a presenca de somente células serosas em glandulas
totalmente diferenciadas (TAUB, 1966).
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A glandula de Duvernoy € homodloga as verdadeiras glandulas de
peconha das proteroglifas e solendglifas (KOCHVA, 1963; GYGAX, 1971,
OVADIA, 1984). Ambos os tipos de glandulas fazem parte do sistema
alimentar das serpentes, estando envolvidos primariamente com o0
comportamento predatério (KARDONG, 2002). A funcdo biolégica das
secrecbes orais em serpentes contribui decididamente para o0 sucesso da
captura da presa (alimento), degluticio e digestdo, sendo muitas vezes

utilizadas em situacdes de defesa (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Glandula de Duvernoy de Philodryas nattereri
(gD); dente opistoglifo (do); ligamento quadrato-maxilar

(Igm).

Fonte: Serapicos, E. O.

O cranio das serpentes deste género mostra um maxilar com uma
reducdo ao comprimento, e um alongamento do o0sso quadrado na regido
superior, ligado ao osso esquamosal, que se apresenta reduzido (BARBARINI,
1998).

Figura 5 - Denticao opsitdglifa.

Fonte: PUORTO, G.
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Estudos filogenéticos dividiram os colubrideos em duas familias:
Colubridae e Dipsadidae (ZAER; et al, 2009). Os géneros de serpentes aglifas
e opistéglifas que ocorrem no Brasil e que tiveram casos registrados de
envenenamento séo: Apostolepis, Boiruma, Clelia, Erythrolamprus,
Hydrodynastes, Liophis, Oxyrhopus, Phalotris, Philodryas, Sibynomorphus,
Thamnodynastes e Tomodon (ARAUJO; et al 2003; DIAZ; et al, 2004).

2.3 Atividade das Peconhas

2.3.1 Atividade Proteolitica

by

Esta atividade ¢é atribuida a complexa mistura de enzimas
proteoliticas conhecidas por produzirem também os efeitos locais da peconha
(Figura 6). Os fatores da peconha responsaveis por esta atividade incluem
fosfolipases, proteases e toxinas polipeptidicas, que destroem membranas e
células. O modo de acdo pode ser direto por destruicdo celular ou secundario
pela ativacdo de mediadores inflamatorios, tais como leucotrienos,
prostaglandinas e outras substancias (VARGAFTIG et al., 1974). Edema e
necrose sao 0Ss mais importantes sintomas locais observados em
envenenamentos humanos. Além desses efeitos locais, peconhas proteoliticas
podem produzir efeitos sistémicos importantes, tais como choque, alteracdes
na cascata de coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetaria e liberacdo de
autacoides endogenos como histamina, serotonina e bradicinina (BRAZIL,
1982).

Figura 6 — Estrutura de Proteinas Proteoliticas da Pegonha.

Fonte: http://www.google.com.br/imagens/proteinas proteoliticas.
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2.3.2 Atividade Inflamatéria

Aminas biogénicas pré-formadas do tipo histamina, peptideos ou
proteinas como fosfolipase A, esterases, proteases, enzimas liberadas de
cininas (calicreinas, cininogenases) e lectinas sédo responsaveis pelos fendmenos

locais (Figura 7).

Figura 7 — Inflamacdo aguda Imunohistoquimica.

Fonte: http://www.google.com.br/imagens/ '
inflamacéoaguda.

As fracbes da peconha frequentemente possuem atividade indireta,
induzindo ou liberando potentes substancias autacoides, como a bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, que atuam de maneira complexa e
inter-relacionada. Muitas vezes, uma sO fracdo da peconha pode liberar varias
substancias com atividade inflamatoria (LOPES, 2008). A inflamacdo € uma
reacdo do tecido vivo vascularizado a uma lesdo local, podendo ser aguda
ou crbnica, dependendo do tipo e persisténcia do agente lesivo. Na resposta
inflamatdria, s&do caracteristicos: 1) o aumento de fluxo sanguineo com
vasoconstricdo transitéria e vasodilatacdo das arteriola; 2) aumento da
permeabilidade vascular — com exudacdo de proteinas plasmaticas para fora da
circulacdo, o que resulta na formacdo do edema e 3) o recrutamento de
células inflamatérias para o local da lesdo — leucdcitos, principalmente
neutréfilos que migram da circulacdo, passando entre as células endoteliais,
para os tecidos extracelulares. Estes eventos ocorrem principalmente em
decorréncia da liberacdo de mediadores inflamatorios no tecido em virtude da
lesdo local (SAADI et al.,, 2002).


http://www.google.com.br/imagens/%20inflamaçãoaguda
http://www.google.com.br/imagens/%20inflamaçãoaguda
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Varios sdo os mediadores inflamatorios envolvidos nesse processo,
dentre eles os metabdlitos lipidicos e seus derivados, como as prostaglandinas,
os leucotrienos as lipoxinas, originados fosfolipidios de membrana, as aminas
vasoativas, citosinas entre outros, que atuam como importantes moduladores
da resposta inflamatoria. Estes mediadores inflamatorios, sdo produzidos, entre
outras, por células inflamatérias como leucdcitos  polimorfonucleares,
macrofagos e mastocitos, em resposta a uma variedade de estimulos que
podem ser exdégenos ou enddégenos (CABRAL, 2005).

Os mediadores lipidicos sdo produzidos pela acdo da enzima PLA;
sobre os fosfolipidios de membrana, principalmente o acido araquidénico e
seus derivados, os eicosanoides, que sao mediadores de diversas condicdes
patolégicas, especialmente nos processos inflamatorios (CABRAL, 2005). E
importante ressaltar que, no desenvolvimento do quadro local agudo, pode
haver a participacdo da atividade coagulante, desencadeando a formacdo de
trombos na microvasculatura, em consequente hipoxia, agravamento do edema
e necrose tecidual, e atividade hemorragica, determinada pelas toxinas do
guadro inflamatério, mediante sua atividade sobre o fator de necrose tecidual
(TNF) pré-formado, liberando citosina ativa, que tem potente atividade
inflamatdéria (MOURA-DA-SILVA, et al., 1996).

2.3.3 Atividade sobre Plaquetas e Coagulacao

A peconha das serpentes Bothrops possui a capacidade de ativar
fatores da coagulacdo sanguinea, ocasionando consumo de fibrinogénio e
formacdo de fibrina intravascular, induzindo, frequentemente, incoagulabilidade
sanguinea e podendo levar a fibrinogenemia (KAMIGUTI; CARDOSO, 1989;
KAMIGUTI; SANO-MARTINS, 1995). A maioria dessas peconhas possui
substancias que sdo isolada ou simultaneamente capazes de ativar fibrinogénio,
protrombina e fator X. Sao também descritos fatores com atividade sobre a
agregacado plaquetaria. Trombocitopenia pode ocorrer nas primeiras horas e,
eventualmente, durar dias. Os fatores ativadores da cascata de coagulacdo
presentes nas peconhas das viboras sul-americanas agem em trés diferentes
pontos: Fator | (atividade thrombin-like), Fator Il Protrombina e Fator X (atividade
pré- coagulante) (NAHAS, et al, 1979).
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2.3.4 Atividade Hemorragica

Essa atividade é atribuida a componentes especificos denominados
hemorragicos, metaloproteinases que contém zinco. Estas moléculas podem
romper a integridade do endotélio vascular. Degradam varios componentes da
matriz extracelular, como o colageno tipo IV, fibronectina e laminina. Além
disso, sdo potentes inibidores da agregacdo plaquetaria (LOMONTE, 1994),
como mostra a figura 8. Tem como possiveis mecanismos de acdo a digestao
enzimatica da lamina basal da microvasculatura e a ruptura completa das
células endoteliais ou formacdo de gaps. As clivagens especificas em pontos-
chave desencadeam mecanismos endogenos, sendo que, atualmente, ha clara
evidéncia de ataque proteolitico a lamina basal vascular (GOULD, et al.,
1990; BJARNADSON; FOX, 1994; KAMIGUTI, et al., 1992 e 1994).

Figura 8 — (A)Hemacias; (B) Hemorragia no tecido renal.

2.3.5 Atividade Neurotoxica

A atividade neurotOxica € causada por neurotoxinas pré-sinapticas que
atuam em terminacdes nervosas motoras, inibindo a liberacdo de acetilcolina
pelos impulsos nervosos. Essa inibicdo € a principal responsavel pelo bloqueio
neuromuscular e, portanto, pelas paralisias respiratorias e motoras observadas
nos animais. Na peconha de Crotalus, foi identificada a crotoxina como sendo
uma neurotoxina de acdo pré-sindptica, além de outras como a crotamina,
giroxina e a convulxina, cujos efeitos caracterizados experimentalmente né&o
sdo identificados nas manifestacbes do envenenamento humano (VITAL
BRAZIL, 1972, 1980).


http://www.google.com.br/imagens/hemácias/hemorragia
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Figura 9 — Mecanismo de Envenenamento Laquético.
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Fonte: Damico, 2006.

Esse tipo de mecanismo de acdo pode também ativar o sistema
nervoso autbnomo parassimpatico e levar a diversos sintomas ditos

neuroldgicos, como ocorre no envenenamento laquético, como mostra na Figura 9.
2.3.6 Atividade Miotoxica

O envenenamento por Crotalus causa necrose muscular atribuida a
crotoxina, composta pela crotapotina (sem atividade enzimatica) e fosfolipase
A,. A Figura 10 mostra edema em humanos envenenados por Crotalus. Foi
descrita pela primeira vez em 1985 (AZEVEDO-MARQUES et al.,, 1985).
Modificacdo por necrose degenerativa e sinais de regeneracdo em fibras dos
tipos | e lla de musculo estriado tem sido observados (CUPO et al., 1992).
Na mionecrose, as modificacbes morfologicas estdo associadas ao acréscimo
nos niveis plasmaticos de creatinoquinase, uma enzima intramuscular
frequentemente utilizada como marcador de lesdo muscular (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1989). Experimentalmente, muitas espécies de serpentes induzem
miotoxicidade (GUTIERREZ et al., 1992) e a correlacdo destes achados com o

aspecto clinico dos envenenamentos ainda ndo esta totalmente clara.
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Figura 10 — Edema leve induzido pela pegonha.

Fonte:http://www google com. brllmagens/edemaleve.

2.3.7 Atividade Cardiovascular

A atividade cardiovascular é causada pela liberacdo de substancias
farmacologicamente  ativas (bradicinina, histamina, 5-hidroxitriptamina e
prostaglandinas) dos tecidos, pela acdo das peconhas e estas podem
contribuir para o choque circulatério produzido por peconha de viperideos e
elapideos. Vale ressaltar que algumas peconhas contém enzimas coagulantes
ou pré-coagulantes, as quais podem produzir coagulacdo intravascular e
contribuir para as modificacbes cardiovasculares observadas (LEE; LEE, 1979).
O maior efeito hemodinamico produzido por peconha que detém esta atividade
em geral € uma imediata e profunda queda da pressdo sanguinea sistémica,
seguida pelo choque secundario. Efeitos hipotensivos ja foram descritos para
algumas peconhas de Micrurus (RAMSEY et al., 1972; FRANCIS et al., 1993)
Figura 11.


http://www.google.com.br/imagens/e
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Figura 11 — (A) Sistema cardiovascular; (B) Efeito da presséo do coracéo (PP).

Fonte: http://www.google.com.br/imagens/sistemacardiovascular.

A peconha de serpentes do género Bothrops produz efeitos
cardiovasculares, como coagulopatias, sangramentos sistémicos, hipotensao
arterial e insuficiéncia renal. Os mecanismos envolvidos na hipotensdo
causada por peconha de botropicos ndo tem sido estudados sistematicamente,
apesar do envolvimento da bradicinina ser conhecido ha mais de 50 anos
(ROCHA E SILVA, et al., 1949).

2.3.8 Atividade Nefrotoxica

A insuficiéncia renal aguda (IRA) e diversas alteracbes renais sao
descritas apés o0 envenenamento ofidico, dentre as quais glomerulonefrite,
glomerulite, nefrite intersticial, artrite, necrose tubular, necrose cortical e
insuficiéncia renal (SITPRIJA, 2006). A IRA é a alteragdo mais grave, seguida
na incidéncia de necrose tubular aguda, ocasionalmente, glomerulonefrite
(COLARES-BUZATO et al, 2002). Muitos fatores sao implicados na
patogénese da IRA induzida pelo envenenamento botrépico, como
vasoconstricdo renal e consequente isquemia renal, hemolise, deposicdo de
fibrina glomerular, lesdo vascular, liberacdo de substancias vasoativas,
deposicdo de complexos imunes e acao nefrotoxica direta pela atividade
proteolitica da peconha (SITPRIJA, 2006). Alteracdes hemodinamicas
desempenham um papel importante na patogénese da IRA induzida pelo
acidente botropico. Histamina, cininas, eicosanoides, fator de ativacdo
plaquetaria (PAF), catecolaminas e endotelina, sdo alguns dos mediadores


http://www.google.com.br/imgres?q=Atividade+cardiovascular]&um=1&hl=pt-BR&biw=1600&bih=664&tbm=isch&tbnid=0GXyXaERH16ddM:&imgrefurl=http://edfisicatambemeleitura.blogspot.com/2012/06/efeitos-da-atividade-fisica-sobre-o.html&docid=H1FPFi_7z--xUM&imgurl=http://3.bp.blogspot.com/-ZfxRlvby1zQ/T34IT8zq4iI/AAAAAAAAAFU/pYuYjEiDBCc/s1600/sistema-cardiovascular-19[1].jpg&w=400&h=313&ei=NXZcUO3YE4n20gGg_4GIBA&zoom=1&iact=hc&dur=531&sig=101760300303966421642&page=1&tbnh=156&tbnw=195&start=0&ndsp=27&ved=1t:429,r:1,s:0,i:9&tx=113&ty=88&vpx=278&vpy=145&hovh=199&hovw=254
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envolvidos (MORAIS, 2011) dentre as alteragGes cardiovascular e renais, foi
verificada liberacdo de substancias vasoativas apds acidente por vibora de
Russell e aumento de concentracBes plasmaticas de norepinefrina, epinefrina,
dopamina, tromboxano e endotelina, como mostra a seguir nas Figuras 12A e 12B.
O envenenamento por Bothrops induziu elevagbes significativas de TNF-a, IL-
1, IL-6, IL- 10, IFN-Y e NO (SITPRIJA, 2006). Contém uma variedade de
fosfolipases, miotoxicas béasicas que exercem diversos efeitos biolégicos em
diferentes tipos celulares (GUTIERREZ e OWNBY, 2003). A atividade
fosfolipdsica pode produzir diversas prostaglandinas, vasodilatadoras renais
responsaveis pelo aumento do fluxo sanguineo e consequente diurese,
natriurese e caliurese ou por outro lado liberacdo de PGF.a que tem acgao
vasoconstrictora. Por meio da cicloxigenase e PLA; pode ativar o tromboxano
Az, que também tem acdo vasoconstrictora, promovendo reducdo do fluxo

sanguineo renal e da taxa de filtragcdo glomerular (BARBOSA, et al., 2002).

Figura 12 — (A) Glomerulonefrite; (B) Alteragdes renais.

renina

(B)

Fonte: http://www.google.com.br/imagens/alteragbesrenais.

2.4 Epidemiologia

O perfil epidemiolégico dos acidentes causados por serpentes nao
peconhentas foi tracadoa partir de estudos, verificando-se que o namero de relatos
sobre picadas causadas por serpentes nao  peconhentas  aumentou
consideravelmente, tornando-se um problema de saude publica (BIGELLI; et al.,

2012). Entre todos os acidentes registrados no Pais, 40% sdo causado por


http://www.google.com.br/imagens/alteraçõesrenais.
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serpentes ndo peconhentas. Numa tentativa de prevenir acidentes, €
necesséario identificar todas as espécies do ano e a hora do dia em que
esses acidentes ocorrem, e as situacbes mais frequentes envolvendo esses
acidentes ofidicos, (SINAN, 2011). Os acidentes causados pela familia
Dipsadidae, cujos géneros sdo Philodryas nattereri e Philadryas offersi, tém
manifestagfes clinicas semelhantes aos acidentes com Bothrops, destacando-se
hemorragia local, desenvolvimento do processo inflamatério e/ou necrose,
podendo apresentar ou ndo sintomas de ordem sistémica (KUCH; MEBS, 2002;
PUORTO; FRANCA, 2003).

Varias ocorréncias foram citadas como agentes causadores em suas
vitimas, principalmente as manifesta¢fes locais, como dor, edema e bolhas. Dos
sintomas sistémicos, foram citados febre, mal-estar geral, intranquilidade e
angustia (SCHENOME; REYES, 1965). A maioria das manifestacdes pode ser
causada tanto pelo trauma mecanico da picada como pela atividade local das
toxinas presentes na peconha (ACOSTA etal., 2003b; ROCHA, 2005).

Outros relatos mostram que sado diversas as espécies de Dipsadidae
capazes de causar acidentes humanos em varias partes do mundo.

Esquema apresentado na Figura 13 mostra os acidentes das serpentes
Dipsadidae foram tratados com soro antiofidico, porém nem sempre o0
resultado desse tratamento € eficaz, podendo desencadear reacdes alérgicas
e agravar o quadro clinico do paciente (BIGELLI; et al, 2012). Como citado
anteriormente, em nosso Pais, duas familias de serpentes sdo de interesse
em saude publica — a Elapidae e Viperidae. A familia Viperidae formada por
varios géneros: Bothrops responsavel por 90% dos acidentes no Pais; o
género Crotalus, responsavel por 7% dos acidentes; e 0os géneros Lachesis e
Micrurus 0,5%, e 1% das familias Colubridae e Dipisadidae (CASTRO; 2006).



Figura 13 — Tratamento de Acidentes Ofidicos.
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2.5 O Género Philodryas

O género philodryas é composto por 17 espécies restritas a América
do Sul e com ampla distribuicdo geografica, sendo que dez destas ocorrem
no Brasil: P. Aestivus (DUMERIL, 1854); P. Arnaldoi (AMARAL, 1933); P.
Mattogrossensis (KOZOLOWISKI et al.,, 1999); P. Nattereri (STEINDACHNER,
1870); P.Viridissimus (LINNAEUS, 1758); P. Olfersii (LICHTENNSTEIN, 1823);
P. Patagoniensis (GIRARD, 2007); Philodryas livida (AMARAL, 1933); Philodryas
oligolepis (GOMES et al., 2005); Philodryas psammophidea (GUNTHER, 1872).

No Brasil, estas espécies sdo encontradas em &reas das regides
Nordeste e Centro-Oeste e em toda a regidao Sudeste e Sul, estendendo-se
até a Patagonia (HARTMANN; MARQUES, 2006).

Registros de acidentes causados por colubrideos, hoje dipsadideos
datam do inicio do século XIX (ROCHA et al., 2003). Embora a maioria dos
registros nao declare seérias consequéncias nos acidentes causados por
serpentes opistoglifas, varios relatos ressaltam a importancia de suas toxinas.

Os envenenamentos causados por serpentes do género Philodryas
caracterizam-se por acdo local intensa, com dor, edema, hemorragia,
sangramento passageiro e leve aumento de temperatura no local da picada,
eritema, equimose com coagulacdo normal (RIBEIRO et al.,, 1999). A maioria
das manifestacdes pode ser causada tanto pelo trauma mecéanico da picada
como pela atividade local das toxinas presentes na peconha (ACOSTA et al.,
2003b; ROCHA, 2005).

Um caso relatado de acidente humano com Philodryas patagoniensis
mostra proeminente efeito local, que ndo aparece imediatamente. Apos 15
minutos, no entanto, o paciente se queixou de uma constante sensacdo de
prurido, provavelmente causada por uma reacdo alérgica a peconha. ApOs
poucos minutos, um inchagco local se desenvolveu e rapidamente se espalhou
por todo o membro acometido, alcancando mais tarde as axilas. Este quadro
perdurou por 15 dias, o paciente se queixava de intensa dor, perdendo
temporariamente parte dos movimentos (ARAUJO; SANTOS, 1997). Como
citado anteriormente, o0s acidentes com serpentes do género Philodryas
demonstraram atividades semelhantes a peconha botropico (Figura 14).
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Figura 14 — Acidentes causados por serpentes Philodryas nattereri. (A) edema; (B)
edema com controle, médo esquerda nao picada e méo direita picada pela serpente; (C)
mao apos tratatamento; (D) Philodryas nattereri.

f ¢ ﬁ . ..‘: S
Fonte: http://br.images.search.yahoo.com/search/images.

2.5.1 Philodryas nattereri

Philodryas nattereri conhecida como “corre-campo” ou ‘tabuleiro”, € uma
das mais comuns na caatinga e semiarido brasileiros, com uma cor marrom
ou cinzenta, e muito veloz, possuindo habitos terricolas. Estudos recentes
mostram que sdo capazes de utilizar ambientes arboreos com muita eficiéncia.
E uma espécie de habitos diurnos, cacando varios tipos de presas, como
passaros, mamiferos, lagartos, anfibios, ovos de Ilagartos e até outras
serpentes. Ao anoitecer elas se recolhem para repousar (MESQUITA et al.,
2011) (Figura 15).
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Figura 15 — Philodryas nattereri .

Fonte: foto produzida pela autora, 2012.

Philodryas nattereri sdo serpentes com denticdo opistéglifa e com a
glandula de Duvernoy bem desenvolvida, conectada a um dente sulcado,
especializado para a inoculacdo de toxinas (MARQUES et al., 2001). Estes
animais camuflam-se para se confundirem com as folhagem do solo,
(estratégia de defesa). SGo normalmente agressivos, podendo desferir botes
com mordidas (MARQUES et al., 2001).

Possuem uma denticdo pequena, com dois dentes posteriores
maiores localizados exatamente abaixo do ectopterigoide, como mostrado na
figura 5. Estes dentes maiores sdo sulcados e o osso maxilar inferior mostra-
se mais largo, proximo a articulacdo (BARBARINI, 1998).

A glandula de Duvernoy esta localizada na regido poés-orbital inferior,
aderida a musculatura de coloracdo rosea. Essa glandula apresenta forma
ovulada, com superficie granular e coloracdo esbranquicada, com a
consisténcia firme a compressdo. E constituida por tGbulos secretores e dutos
excretores envolvidos por tecido conjuntivo denso, vasos sanguineos e nervos.
Os tubulos séo caracterizados por apresentar em células prismaticas, com
citoplasma acidéfilo e nuacleos cilindricos de cromatina densa, localizados em

sua maioria na porcdo basal das células secretoras.
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Observa-se a presenca de algumas células mucosas, constituindo os
tubulos secretores, nos quais a luz mostra muito pouco ou nenhum conteudo
(BARBARINI, 1998).

2.5.2 A Peconha de Philodryas nattereri

A peconha da Philodryas nattereri parece ser bastante ativa tanto
guanto a da Philodryas olfersii, se julgarmos pelos efeitos locais (SAZIMA;
HADAD, 1992), no entanto, nos casos ja relatados em experimentos
executados in vitro e in vivo (LOPES, 2008). Os sinais locais e sintomas
causados por P. olfersii e P. patagoniensis ezibem alguns efeitos semelhantes
aos citados com as serpentes, P. nattereri que mostram efeitos locais, como
dermonecrose, mionecrose e atividade edematogénica, além de alta atividade
hemorragica, contendo enzimas (metaloproteases hemorragicas) que causam
danos ao endotélio vascular pela perfuracdo da membrana basal das paredes
dos vasos (PEICHOTO et al., 2005), atividade proteolitica, fibrinogenolitica e
proeminente processo inflamatério. Demonstra, também, algumas alteracées na
homeostase, como a atividade de enzimas que hidrolisam componentes
plasmaticos. Estas atividades em conjunto com aquelas que agem sobre a
parede dos vasos sanguineos, levam a uma atividade hemorragica, e podem
resultar em sequelas permanentes ou até causar a morte de vitimas mordidas
por estas serpentes (PEICHOTO et al., 2005).

Dentre as alteracdes locais encontradas em envenenamentos por
serpentes P. nattereri sdo comuns as mesmas desse género — dor, edema,
hemorragia local e dermonecrose, podendo ocorrer também a degranulacdo de
mastocitos, lesbes musculares decorrentes da acdo direta ou indireta de
toxinas presentes na peconha, além de alteracbes microcirculatorias,
promovendo o0 inicio da resposta inflamatéria e consequente infiltrado
leucocitario para o local da inflamacédo (GUTIERREZ; LOMONTE, 2003).

O recrutamento de leucécitos para os locais de inflamacdo € um
processo que contém varios mecanismos de acdo, envolvendo os leucdcitos
circulantes e as células endoteliais. Tal processo é regulado por moléculas de
adesdo, como as citosinas TNF, IL-1, quimiocinas e selectinas endoteliais
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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O reconhecimento da importancia do dano tecidual local e sistémico
por envenenamentos com serpentes do género Philodryas motiva um crescente
namero de estudos sobre sua patogénese, o que pode resultar em novas
modalidades na terapéutica desses acidentes, assim como o0 conhecimento de
mecanismos de injaria de células e tecidos que podem ser comuns a outras
condicdes patologicas, além de proporcionar esforcos para isolar toxinas
especificas responsaveis por tal atividade. Essa linha de pesquisa resulta na
descoberta de inumeras proteinas, algumas das quais, sao extensivamente
caracterizadas em niveis estruturais e bioquimicos (LOPES, 2008).

Como o0 quadro fisiopatolégico local € muito semelhante ao
registrado por pacientes acometidos por picadas de serpentes do género
Bothrops, o tratamento com antipeconha especifica pode ser desnecessario,
podendo levar o paciente a um choque anafilatico e posterior Obito (SILVEIRA;
NISHIOKA, 1992). Os antipeconhas contra toxinas de serpentes peconhentas
ndo garantem “protegcdo” contra as secregbes toéxicas de colubrideos e
Dipsadidaes (THEAKSTON et al., 1979).

Toxinas expressas em baixa quantidade s&o identificadas mais
facilmente pela construcdo de uma biblioteca de cDNA (DNA complementar)
(WAGSTAFF et al., 2010) da glandula de Duvernoy da serpente Philodryas
nattereri. O cDNA pode ser obtido a partr de RNA mensageiro (RNAmM)
isolado de um determinado tecido.

Como o RNAm representa um conjunto de genes que estdo sendo
expressos por aquele tecido num dado momento, o cDNA obtido representa o
DNA codificante, isto €, sequéncias que podem ser traduzidas. O conjunto de
cDNAs obtidos pode ser inserido em vetores e multiplicado em células
hospedeiras, dando origem a bibliotecas de cDNA (DA SILVA, 2003). A leitura
e interpretacdo comparativa das sequéncias obtidas com sequéncias
conhecidas de diversos tipos de toxinas fornecem um direcionamento sobre a
diversidade proteica destas, permitindo, deste modo, a inferéncia sobre a
composicdo total da peconha produzida e, adicionalmente, a identificacdo de
novas moléculas (WATSON et al., 2009).

Em Quimica, a espectroscopia de RMN é frequentemente usada no
estudo da estrutura dos compostos usando técnicas uni ou bidimensionais

simples, substituindo, deste modo, as técnicas de cristalografia por raios X.
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2.5.3 Estudo de Ressonéancia Magnética

O estudo de ressonancia magnética nuclear (RMN) baseia-se no
estudo das propriedades fisicas e quimicas da matéria, interpretando como um
ramo da espectroscopia que explora as propriedades magnéticas de nucleos
atbmicos. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva que permite a andlise de
compostos organicos e alguns inorganicos. A técnica de RMN depende das
variacbes de energia quantificaveis que podem ser induzidas em moléculas
guando estas sdo irradiadas via radiacdo electromagnética. Os requisitos
energéticos da RMN (10°KJ/mol) s&@o relativamente pequenos quando
comparados com outras técnicas espectrofotométricas (a radiacdo de
infravermelho  situa-se nos 10® KJ/mol; ultravioleta no intervalo 160-
1300KJ/mol). Este tipo de espectroscopia esta relacionado com as transicOes
induzidas pelas radiofrequéncias (rf) entre estados quantificados de energia dos
nacleos orientados num campo magnético. Os nucleos de certos elementos e
is6topos comportam-se como se fossem imds girando em torno de um eixo.
Quando se coloca um composto contendo atomos de 'H ou de ¥C num
campo magnético muito forte e simultaneamente se irradia o composto com
energia electromagnética, 0s nuacleos podem absorver energia num processo
denominado ressonancia magnética. A técnica de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), revolucionou a metodologia de
identificacdo e caracterizacdo das moléculas, fornecendo um grande volume
de informacdes sobre as toxinas e peconhas de serpentes como ferramentas
farmacoldgicas (CORREIA et al., 2001).

2.5.4 Proteina do Veneno

Cerca de 90 a 95% do peso seco das peconhas ofidicas tém
propriedade proteica, e sdo essas proteinas as responsaveis por quase a
totalidade dos efeitos bioldégicos encontrados (BON, 1997). Algumas dessas
proteinas exibem atividades enzimaticas, como ja citado. Estas enzimas
incluem fosfolipase A, (PLA;), proteinase, nucleotidase, fosfodiesterase e L-
aminoéacido oxidase (LAAO) (BAILEY, 2001; KINI et al., 2003). As L-aminoacido

oxidases (LAAO), substancias presentes em peconha de serpentes, sao
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flavoenzimas que catalisam a desaminacdo estereoespecifica de um substrato
L-aminoacido, a um a-cetoacido correspondente, com a producdo de perdxido
de hidrogénio e amonia (DU; CLEMETSON, 2002). S&o oxidases FAD-
dependentes e sua toxicidade pode envolver a geracdo de perdoxido de
hidrogénio como resultado da reoxidacdo do cofator flavina por oxigénio
molecular (BRAGA et al.,, 2008). Embora a funcdo biolégica exata das LAAO
isoladas de peconha de serpentes ndo esteja totalmente esclarecida, elas
parecem estar envolvidas na resposta alérgica inflamatoria e, especificamente,
associadas a danos em células endoteliais de mamiferos (IZIDORO, 2006).
Expressam também acdo bactericida, leishmanicida e citotoxica contra células
tumorais, efeitos na agregacdo plaquetaria, edema e inducdo de apoptose
(STABELI et al., 2004; 1ZIDORO et al., 2006).

Os peptideos antimicrobianos sdo armas evolutivamente antigas. Sua
ampla distribuicio em todo o reino animal sugere que tenham papel
fundamental na evolugcdo de complexos organismos multicelulares (ZASLOFF,
2002); eles diferem amplamente quanto a sequéncia e a estrutura, mas se
assemelham na maneira que causam a morte de bactérias, isto €, causam
quebra e destruicio da membrana (HANCOCK; SCOTT, 2000). Estes
componentes sao isolados de uma variedade de fontes naturais, incluindo
peconha de serpentes. Com efeito, a pesquisa do potencial antimicrobiano de
peconha torna-se uma importante ferramenta de screening para a identificacédo
de novas substancias capazes de inibir o crescimento de microorganismos
patogénicos (SCOUBAS; KING, 2009).

Procurando contribuir para o conhecimento da peconha da espécie
Philodryas  nattereri, este estudo investigou, mediante experimentos
bioquimicos, fisiolégicos e moleculares, 0s mecanismos envolvidos na
modulacdo farmacolégica e mecanismo de acdo local e sistémico da peconha
e espera-se que concorra para o0 correto diagndstico e tratamento em acidentes

por esta espécie de serpente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar as alteragcbes renais, vasculares, locais, morfologicas,
citotoxicas e antimicrobianos da peconha da Philodryas nattereri, contribuindo
para a melhoria de possiveis protocolos terapéuticos, além da identificacdo
genética e bioquimica da peconha com a perspectiva de inserir novas

ferramentas farmacoldgicas.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar as  proteinas totais da peconha de Philodryas

nattereri comparando com a Bothrops jararaca.

e Avaliar os efeitos renais da peconha da serpente Philodryas
nattereri. em um sistema de perfusdo de rim isolado de rato

utilizando diferentes concentracdes da peconha;

e Caracterizar possiveis alteracbes histologicas promovidas pela

peconha em rins isolados de ratos.

e Estudar as alteracbes induzidas pela peconha da Philodryas
nattereri em cultura de células de epitélio de tubulos renais de

cdo (MDCK) e (RAW) macroéfagos peritoneais de rato.

e Estudar possiveis alteracdes vasculares em anel de aorta de
rato, utilizando diferentes concentracdbes da peconha de

Philodryas nattereri.

e Verificar possiveis alteracdes histolégicas em anéis de aorta

expostos a peconha de Philodryas nattereri.
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Avaliar a toxicidade cardiovascular da peconha de Philodryas
nattereri, verificando influéncia na pressdo arterial, na frequéncia

cardiaca e na frequéncia respiratéria de ratos.

Identificar a atividade edematogénica e inflamatéria das
contor¢des abdominais por meio da peconha da Philodryas

nattereri .

Avaliar alteragcbes na musculatura, mediante andlise por
histologica em funcdo da aplicacdo intrammuscular da peconha da
Philodryas nattereri.

Caracterizar o infiltrado inflamatorio e os niveis proteina-quinase
(CK) induzido pela pegonha em musculo gastrocnémico de

camundongos.

Avaliar a atividade antimicrobiana da peconha Philodryas
natterreri sobre CEPAS em Escherichia coli (ATCC 10536),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonela choleraesuis
subsp. (ATCC 10708) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

Determinar o niumero de cromossomos da Philodryas nattereri e

Olfersii.

Construir uma Biblioteca de cDNA da glandula de peconha da

serpente Philodryas nattereri e sequenciar os clones.

Sequenciar os clones da Biblioteca de cDNA da glandula de

Philodryas nattereri.

Estudar o espectro da peconha bruta da Philodryas nattereri

através de ressonancia magnética nuclear.

Identificar a estrutura molecular da peconha por RMN.



Metodologia
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4 MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratério de Farmacologia de
Venenos e Toxinas (LAFAVET); Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso
(LAFARMULI), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade
de Medicina da UFC. Laboratérios de Cultivo Celular (LCC) e Microbiologia
(LABMICRO) da Faculdade de Farmacia; Laboratorio de Citogenética, do
Departamento de Biologia, Nucleo Regional de Ofiologia (NUROF), da
Universidade Federal do Ceara (UFC), e Laboratério de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da UFC.

O cDNA se encontra no laboratério de Ciéncias do Mar (LABOMAR)
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Gandhi Rdis Baptista, para futuros estudos
de investigacgoes.

4.1 Aspectos Eticos

Esse trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceard. Processo N° 68/08 do

Comité de Etica.

4.2 Animais

As serpentes (Figura 17A), na sua maioria, foram capturadas na
Fazenda Aroeiras, no Municipio de Upanema, Estudo do Rio Grande do Norte
(Figura 16), transportadas para o Nucleo Regional de Ofiologia da
Universidade Federal do Ceard (NUROF-UFC). Foram mantidas em gaiolas
individuais, recebendo agua a vontade e alimentacdo constituida de
camundongos de aproximadamente 15 g, a cada 30 dias, para obtencdo da
peconha.

Ratos Wistar adultos (Figura 17B), machos pesando 250 e 300g, e
camundongos pesando entre 25 e 30g (Figura 17C), foram utilizados para a
realizacdo dos experimentos e eram provenientes do Biotério Central da UFC,
mas mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Faculdade de Medicina. Os animais foram acondicionados em caixas de
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polipropileno, climatizados entre 22 a 26°C, com um ciclo dia/noite padréo
(12h claro /12h escuro) com acesso a racdo padrdo (Biotect) e &gua ad
libitum. Antes dos experimentos, foram submetidos a jejum de oito a 12 horas

com agua “ad libitum”.

Figura 16 — Fazenda Aroeira — Upanema/RN, habitat onde foram capturadas as espécies
Philodryas nattereri.

Fonte: Foto produzida pela autora, 012.

Figura 17 - Philodryas nattereri, ratos e camundongos utilizados neste trabalho.

K-
wwwphiladiysticom

Fonte: http://br.images.search.yahoo.com/images.
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4.3 Extracao da Peconha

A peconha da serpente Philodryas nattereri foi coletada diretamente da
glandula de peconha em tubos capilares para ndo haver contaminacao com a saliva.
Apbés o escoamento da peconha pelo tubo capilar, a peconha foi congelada e
liofilizada. A coleta estd demonstrada na figura 18.

Figura 18 — Sequéncia da extracdo da peconha da serpente Philodryas Nattereri. (A)
Imobilizacdo do animal e visualizagdo do dente; (B) Acoplamento ou posicionamento do
capilar; (C) Coleta da peconha; (D) Veneno coletado no capilar.

Fonte: foto produzida pela autora, 2012.
(*) Auséncia da luva — para aumentar a sensibilidade.

4.3.1 Peconha, Farmacos, Reagentes e Sais utilizados

A peconha da Philodryas nattereri foi coletada juntamente com a
Professora Dra. Diva Maria Borges Nojosa e Dra. Roberta Rocha, do Nucleo
Regional de Ofiologia (NUROF), do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara. Nesse local, as serpentes séo identificadas e catalogadas. Os
farmacos, reagentes e sais utilizados para a realizagdo dos experimentos foram
obtidos da empresa Sigma® (Saint Louis MO - EUA).
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As solucdes foram preparadas no momento do uso e agitadas em
aparelho Vortex imediatamente antes do uso. Para os procedimentos cirargicos, as
substancias solidas (cristalia) e uretana foram diluidas em solucdo salina (NacCl
0,9%). Albumina bovina (6g%), ureia (0,075g) e inulina (0,075 g) foram adicionadas
a solucéo fisiologica para perfazerem um volume final de 100 ml (pH 7,4), apenas

nos experimentos de perfusao renal.

4.3.1.1 Solucgdes Fisiologicas Usadas Neste Estudo

Tabela 1 — Solucéo de Tyrode (pH = 7,4)

Composicgéo Quantidade (mmol/L)
NaCl 136,00
KCI 5,00
NaH,PO, 0,36
MgCl, 0,98
MgSO, 1,18
CaCl, 2,00
NaHCO; 11,9
Glicose 5,50
Agua destilada g.s.p. 1,00L

Fonte: LAFAVET.

Tabela 2 — Solucéo de Krebs-Henseleit (pH = 7,4)

Composicéo Quantidade (mmol/L)
NaCl 118,00
KCI 4,70
NaH,PO, 1,20
MgSO, 1,20
CaCl, 2,50
NaHCO; 25,00
Glicose 10,00
Agua destilada g.s.p. 1,00L

Fonte: LAFAVET.

4.3.2 Quantificacdo de Proteinas da Peconha pelo Método de Bradford

Com a finalidade de verificar a quantidade de proteina por peso
seco de peconha, uma vez que a peconha da Philodryas nattereri ainda né&o

foi caracterizada, procedeu-se ao método de Bradford (1976). Este método
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espectrofotometrico baseia-se na incorporacdo proporcional do corante
coomassie as proteinas.

A andlise foi realizada por meio de um reagente jA preparado e
pronto para 0 uso — Bradford-Dye®, Bio-Rad ® (Berkeley, CA — EUA), seguindo
a metodologia de acordo com as indicagbes do fabricante — 1mg da pegonha
liofilizada foi ressuspendido em 1mL de solugdo salina fisiolégica 0,9%. Uma
aliquota de 100uL desta solucao foi adicionada a 2,5mL de reagente de
Bradford (em triplicata ).

A mistura foi agitada e, ap6s dez minutos, foram feitas as leituras
das absorvancias — 595nm em espectrofotbmetro (Genesys 10, Spectronic
Unicam, New York, EEUU), utilizando uma curva de calibragdo concentracao
x absorbéancia, (construida com albumina bovina sérica (BSA), em NaCl 0,9%),
para o calculo da quantidade de proteina na amostra.

4.3.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo (PAGE-SDS)

O perfil proteico da peconha foi observado por eletroforese em gel
de poliacrilamida, na presenca de SDS, seguindo a metodologia descrita por
Laemmli (1970). A peconha bruta liofilizada foi ressuspendida em tampao de
amostras (Tris-HCI 0,0625M, pH 6,8 com SDS 2% glicerol, azul de bromofenol e
b-mercaptoetanol) de forma que encerrassem a concentracdo de 1mg/mL.

A amostra foi aquecida a 100°C, durante dez minutos, e
centrifugada a 10.000xg, durante cinco minutos, a 4°C. Em seguida, 20uL da
amostra foram aplicadas em poco feito em um gel vertical de 2mm de
espessura, composto por géis de concentracdo e separacdo que encerravam
5% e 12,5% de acrilamida, respectivamente.

A corrida foi conduzida a uma corrente elétrica constante de 20mA
por placa, durante 1,5 hora. As bandas proteicas foram coradas com solucdo
de “Coomassie Brilliant Blue” R-250 a 0,05%. A descoloracdo foi feita com
solucdo de metanol &cido acetico glacial e agua (1:3,5: 8,v/v/v). Também
foi realizada revelacdo dos géis por nitrato de prata, seguindo metodologia de
Blum et al. (1987). Como padrdo de massa molecular, foram usadas miosina
(212kDa), B-galactosidase (116kDa), fosforilase B (97,4kDa), albumina sérica
bovina (66,2kDa), albumina do ovo (45,0kDa), anidrase carbbdnica (31,0 kDa),
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inibidor de tripsina da soja (21,4/19,7 kDa) e lisozima (14,2 kDa) (AMRESCO Inc.,
Ohio, EEUU).

4.4 Sistema de Perfusao Renal

4.4.1 Sistema de Perfusdo de Rim Isolado

A técnica de perfusdo de rim isolado permite estudar mecanismos
gue controlam a funcdo renal com a vantagem de n&o receber influéncias
sistémicas (NIZET, 1975). A utilizacdo do modelo experimental de perfusédo de
rim isolado com a pecgonha bruta da serpente Philodryas nattereri foi baseada
no trabalho de Fonteles, et al. (1983). Esse sistema consiste na perfusdo de
rim isolado com recirculagdo e é composto por dois subsistemas, um in situ
e outro in vitro em circuito fechado, para realizacdo da perfusdo. Ambos
foram mantidos a mesma temperatura — 37°C. A vantagem desse modelo
experimental € permitir a manutencdo constante de parametros funcionais
renais com utilizacdo de albumina (baixa quantidade) na solucdo perfusora,
mantendo constantes as substancias dialisaveis, além de possuir uma
oxigenacado adaptada ao proprio sistema. O sistema esta demonstrado nas
Figuras 19 e 20.
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Figura 19 — Fotografia do sistema que consiste na perfuséo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET.

Figura 20 — Desenho esquematico do sistema de perfuséo de rim isolado.
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Fonte: LAFAVET.
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4.4.2 Calibragéo do Sistema de Perfusdo Renal

4.4.2.1 Calibragcdo do Sistema

O sistema foi calibrado antes do inicio de cada experimento com
solucdo de NaCl 0,9% mantida a 37°C. Para cada unidade da bomba
peristaltica (Haake, Alemanha) (1, 2, 3, 4, e 5), foram observados o0s seguintes
parametros: pressdo perfusdao (mmg), fluxo da solugdo no sistema (L/min) e o
volume de solugéo coletado em um minuto (mL/min), respeitando um intervalo
de dois minutos entre as medidas. As figuras 21, 22 e 23, que representam O0sS
registros de calibracdo da bomba perfusora, demonstram que o0 sistema

manteve seus parametros constantes.

Figura 21 — Valores de pressédo de perfusdo (PP) registrados durante a calibracéo
do sistema (n=6).
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Fonte: LAFAVET.
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Figura 22 — Valores de fluxo de solugdo no sistema registrados pelo fluxémetro
(L/min) durante a calibracéo do sistema (n=6).

0,06 -
0,05 |
S 0,04 1
£
~
=
o 0,03 -
x
>
T
0,02
0,01 |
0
1 2 3 4 5
Bomba

Fonte: LAFAVET.

Figura 23 — Valores registrados de volume urinario (mL/min) coletados durante a
calibracdo do sistema (n = 6).
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Fonte: LAFAVET.

4.4.3 Solucéo Perfusora

A solucdo perfusora utilizada foi a de Krebs-Henseleit modificada,
contendo albumina 6% (p/v). A solucdo continha NaCl =138g; KCI = 7gq;
NaH,PO4.H,0O = 3,2g; MgS0,4.7H,O = 5,8g e Ureia = 10g. Quarenta e oito horas
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antes dos experimentos, 100mL desta solucdo foram separados e acrescidos
de NaHCOj; = 4,2g; CaCl,.2H,0 = 0,74g; glicose = 2g e penicilina G potassica
cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000mL com
agua bidestilada. Foram retirados 300mL desta solucdo, volume ao qual
adcionou-se albumina bovina (6g%). Esta solucdo final foi dializada com a
albumina, auxiliada por um homogeneizador. A didlise teve como objetivo
retirar substancias contaminantes, como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN,
KOOK, LITTLE, 1977; ROSS, 1978). A solucdo para didlise foi trocada apés
as primeiras 24 horas, sendo acrescidas a solugdo perfusora 0,15g de inulina
ajustando o pH para 7,3 a 7,4, (HANSON; BALLARD, 1968).

4.4.4 Técnica Cirurgica

Os animais usados para 0s experimentos foram mantidos em jejum
de 12h antes do procedimento cirirgico, com agua ad libitum.

A técnica cirdrgica utilizada para obtencdo de rim isolado foi
realizada segundo Bowman (1970) e modificado por Fonteles et al., (1983). Os
animais (n = 6) foram anestesiados com pentobarbital so6dico na dose de
50mg/Kg de peso corporal.

Inicialmente, a veia femural foi isolada e injetados 3 mL solucéo de
manitol (3mL de solucdo 100mg/mL — independentemente do peso) (Figura 24), a
fim de facilitar a visualizacdo e a fixacdo da canula ao ureter. Ap0s assepsia
da parede abdominal, procedeu-se a incisdo, penetrando a cavidade peritonial,
sendo feito o deslocamento cuidadoso das algas intestinais, para melhor
visualizacdo do rim direito e estruturas adjacentes (figura 25).

O ureter direito foi identificado, dissecado e canulado com tubo de
polietileno PE-30 (Figura 26), bem como a artéria mesentérica superior, artéria
renal (Figura 27) e a glandula suprarenal identificados.

A cépsula renal do rim direito foi cuidadosamente retirada e a
artéria renal foi canulada via artéria mesentérica superior. Com canula
metdlica foi introduzida na artéria mesentérica superior até a artéria renal,
onde foi realizada a fixacdo da canula (Figura 28), iniciando a perfusdo do

orgao.



Figura 24 — Administragdo de manitol (300mg/3mL - indepen-
dentemente do peso) pela veia femoral no animal anestesiado.

Fonte: LAFAVET.

Figura 25 — Visualizacdo do rim direito e
estruturas circunvizinhas.

Fonte: LAFAVET.
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Figura 26 — Identificagcéo (A) e Canulacao (B) do Ureter.

Fonte: LAFAVET.




Figura 27 - Visualizagdo da artéria
mesentérica (A) e da artéria renal (B), na qual
também se identifica a artéria aorta (C).

Fonte: LAFAVET.

Figura 28 — Canulacao da artéria renal pela artéria mesentérica.

Fonte: LAFAVET.
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Durante o0 procedimento cirdrgico, uma parte da solucdo ja
oxigenada (40mL) foi desviada para o sistema de perfusdo in situ, para
perfundir o rim ainda in loco, evitando qualquer isquemia ao Orgdao.
Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfusdo in vitro, sem a
interrupgcdo do fluxo (Figura 29).

Figura 29 — Fotografia do rim isolado do rato no sistema de perfuséo.

Fonte: LAFAVET.

4.4.5 Protocolo Experimental

Os experimentos foram iniciados apos a estabilizacédo e adaptacdo do 6rgao
as novas condicfes. Ao final dos 30min iniciais (utilizados como controle interno) foi
adcionada a peconha de Philodryas nattereri em duas diferentes concentracdes
(1pg/mL, e 3,0pg/mL). A cada cinco minutos, foram registrados a pressao de
perfusdo e o fluxo de perfusdo em manémetro e fluxémetro, respectivamente, em um
periodo total de 120min. Amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada dez
minutos, alternadamente. Depois, as amostras foram congeladas a -20°C para
posterior dosagem de sédio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, fundamentais

para os calculos dos parametros da fungéo renal (FONTELES et al., 1983).
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4.4.6 Andlises Bioquimicas

Nas amostras de urina e perfusato, foram realizadas determinacdes de sadio,
potassio e cloreto pelo método do ion eletrodo seletivo (RapidChem 744 - Bayer®
diagnostica). Esses parametros foram determinados no Laboratério de Farmacologia
de Venenos, Toxinas e Lectinas (LAFAVET) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrélise direta, conforme
Walser et al., (1955) e Fonteles et al., (1983), com modificacbes que utilizam menor
guantidade de amostras e reagentes. A osmolaridade das amostras de urina e

perfusato foi medida com o emprego de um osmdmetro (WESCOR®, modelo

Vapro® 5520). Esses parametros foram determinados no Laboratério de
Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas (LAFAVET) do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do

Ceara.

4.4.7 Céalculos dos Parametros Renais Avaliados

A Tabela 2 apresenta as formulas utilizadas para determinacéo de parametros
funcionais renais utilizados para obtencdo dos valores e dos graficos utilizados na
tese. Os calculos demonstrados foram realizados em planilhas do software Microsoft
Office Excel 2007® (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1983).



Tabela 3 — Determinacdo dos parametros da fungdo renal.
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Parametro Renal Unidade Formula
L L FU= (Peso do volume
Fluxo Urinario (FU) mL. g~. min urinario/Peso do rim
esquerdo/10 min.
Pressdo Perfusdo (PP) mmHg Leitura em mandmetro
RFG= (DOU in / DOPinxFU)
. . ~ DOU in=densidade otica da
Ritmo de Filtrac&o a4 S )
Glomerular(RFG) mL. g™~ . min !nEIma na urina DOP o
in=densidade 6ética da inulina
no perfusato.
Fluxo Perfusdo Renal(FPR) mL. g . min Registrado a cada 10 min/peso

do rim/intervalo de tempo.

Resisténcia Vascular
Renal(RVR)

mmHg/mL. g™.min

RVR=PP/FPR.

FNa'= RFGxPNa"

Sédio Filtrado (FNa") HEgQ. g™ min™ (PNa+ = Concentracgéo de
sodio no perfusato).
o 14 ENa+ = FUxUNa+
Sédio Excretado(ENa+) MEQ. g~. min UNa+ = Concentrac&o de sddio
na urina).
Sodio Transportado (TNa") MEQ. g'l. min™ TNa'= FNa'- ENa’
Percentual de Sddio o . _ + +
Transportado (% TNa") %TNa = TNa” x 100/FNa
Percentual de Sédio
Proximal %TpNa" = TpNa® x 100/ FNa"
Transportado(%TpNa’)
o . . . FK" = RFG x PK"
Potassio filtrado (FK") MEQ. g~ min’ (PK™ = concentrac&o de
potassio na urina).
. . N EK"= FU x UK”
Potéssio Excretado (EK") MEQ. g~ min’ (UK" = Concentracéo de
potassio ha urina).
Potassio Transportado (Tk") HEQ. g . min™ TK* = FK *x EK*
Percentual de Potassio o P +
Transportado (%TK") ) ATK = TK X100/ FK
Proximal Percentual de
Potassio Transportado - %TpK* = TpK* x 100 / FK"
(%TpK")
_ ] 4 FCI'= RFG x PCI’
Cloreto Filtrado (FCI') HEQ. g~ min PCI" = Concentrag&o de cloreto
no perfusato.
Cloreto Transportado (TCI") HEQ. g . min™ TCI = ECI' x ECI’
Percentual de Cloreto 0 - . .
Transportado(%TCI) ) % TCI'=TCI x 100/ FC
Percentual de Cloreto
Proximal Transportado - TpCl =TpCI x 100/ FCI
(%TpCl)
. Cosm = [Uosm /Posm] X FU
Clearance Osmético mL. g*.min™ Uosm = Osmolaridade da urina

(Cosm )

Posm = Osmolaridade do
perfusato

Fonte: Martinez-Maldonado, et al., 1978.
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Cada um desses parametros permite fazer inferéncia a diversos
efeitos. A PP indica se a substédncia ou a peconha que se esta testando €
capaz de modificar as forcas que regem a perfusdo renal. Em relacdo a
RVR, esse parametro possibilita investigar se as alteracbes na PP estdo
relacionadas a contracdo ou relaxamento dos vasos que irrigam o tecido renal.
O FU permite observar se o tecido renal estd produzindo um volume de
urina maior ou menor. Em relacdo ao RFG, verifica-se se a depuracdo ou
clearance aumentou, por intermédio de marcadores, como a inulina. O
percentual de transporte tubular (total e proximal) permite que se possa
observar possiveis alteracdes tubulares em relacdo ao crescimento ou reducédo
da reabsorcao/excrecdo de eletrdlitos, verificando a manutencdo da funcédo
tubular. O clearance osmoético, por sua vez, verifica como o0 rim esta
depurando substancias osmoticamente ativas e se essas estdo sendo
eliminadas em maior ou menor quantidade na urina. Todos esses parametros
da fisiologia renal, associados a analise histologica, permitem verificar possiveis

mecanismos de manutencdo e alteracdo da funcao renal (SOUSA, 2010).
4.4.8 Estudo Histologico Renal

Ao final de cada experimento, foi retirado um fragmento longitudinal do rim
perfundido (direito) e ndo perfundido (esquerdo), que foram colocados em formol a
10%, por um periodo de 24h, para posterior andlise histolégica.

Os fragmentos obtidos foram submetidos a desidratacdo e diafanizacéo,
e, em seguida, cortados em uma espessura de 5um. Foram realizadas coloracdes
de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas a microscopia de luz
(NIKON®). Também foi realizado o estudo histolégico nos rins perfundidos somente
com solucéo de Krebs-Henseleit modificada (controle perfundido — controle externo).
Todas as fotomicrofotografias foram realizadas em um microscépio Olympus® CKX
41® com camera digital acoplada (Evolt E3030® Olympus®), em colaboracdo com o
Professor Doutor Dalgimar Beserra de Menezes, do Departamento de

Patologia e Medicina Legal da UFC.
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4.5 Contratilidade em Anéis de Aorta
4.5.1 Técnica Cirurgica

A avaliacdo dos efeitos vasculares da peconha de Philodryas
nattereri em vasos de condutancia foi realizada mediante os ensaios em anel
de aorta isolada de ratos Wistar machos. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical imediatamente antes do inicio dos experimentos para
obtencdo dos tecidos.

Mediante uma incisdo no abddémen do animal, o segmento da aorta
toracica foi removido (Figura 31) e cortado transversalmente em segmentos
cilindricos como anéis (Imm x 5mm), acoplados em pecas triangulares de aco
inoxidavel ligadas a um fio de algodao (Figura 32), com remocao cuidadosa de
tecido adiposo adjacente e montadas em camaras de 5mL para cada anel
com solucdo modificada de Tyrod (Figura 33), com a seguinte composicdo em
mM: NaCl 136,0; KCI 5,0; MgCl, 0,98; CaCl, 2,0; NaH,PO,0,36; NaHCO3; 11,9
e glicose 5,5 (pH 7,4, mantida a 37°C). Os anéis de aorta foram mantidos
em uma tensdo basal de 1g na cuba com a solucdo devidamente aerada,
conforme esquematizado na figura 34. ApOs a preparacdao dos tecidos, estes
eram montados em camara de vidro de capacidade para 5mL de solucéo
fisiologica, aerada com mistura carbogénica e com temperatura de 37°C
mantida constante pela circulacdo de agua proveniente de banho-maria com
propulsdo. Uma extremidade dos tecidos era fixada a um transdutor de forca,
conectado a um amplificador e este a um sistema de aquisicdo de dados
para registro das alteracGes contrateis.

O periodo de estabilizacdo dos anéis no sistema foi de 60 minutos.
Apés o periodo de estabilizacdo, a solucdo do meio nutritivo foi trocada a
cada 15min para prevenir a interferéncia de metabdlitos.

Apés a estabilizacdo, foram induzidas duas contracfes similares com
K'60mM. Na maior parte dos protocolos, essas respostas contrateis foram
usadas como contracbes de referéncia e o0s resultados obtidos foram
expressos como percentual da média destas contracdes.



Figura 30 — Visualizagcdo do Segmento
Toracico da Aorta.

Fonte: Laboratério de Farmacologia do
Musculo Liso.

Figura 31 — Segmento da aorta toracica isolado
devidamente dissecado.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso.
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Figura 32 — Anel de aorta acoplado em pecas metdlicas
triangulares.

by

Fonte: Laboratério de Farmcologia do Musculo Liso.

Figura 33 — Anel de aorta na cuba com solu¢do de Tyrod
devidamente aerada.

Fonte: Laboratorio de Farmacologia do Masculo Liso.

A Figura 34 mostra o sistema em que foram montados os banhos de 6rgaos,

conectados para aquisi¢cdo de dados (Datag® PM-1000, EUA).
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Figura 34 — Fotografia demonstrando o sistema de aquisi¢cdo
de dados de anel de aorta isolado de rato.

4.5.2 Protocolos Experimentais

Foram realizados protocolos experimentais nos quais a peconha de
Philodryas nattereri , utilizada nas concentracdes de (0,1 — 200 pg/mL), foi
adicionada nas preparacfes de aorta isolada de rato na tensdo basal ou apés pré-
contracdo do tecido com estimulo eletromecanico (K* 60 mM) ou farmacomecanico
(fenilefrina 1 uM). Apds a confeccéo das curvas concentracéo efeito para a peconha
de Philodryas nattereri, as preparacfes foram lavadas e, entdo, contraidas

novamente com K* 60mM para avaliar a recuperacéo do tecido (Figura 35).
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Figura 35 — Sistema utilizado nos experimentos de contratilidade in vitro em aorta de rato.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso.

4.6 Avaliacdo da Toxicidade no Sistema Cardiovascular

4.6.1 Pressdo Arterial

Para o estudo da presédo arterial F.C. e F.R, utilizou-se Ratos Wistar,
machos, pesando de 250 — 300g, submetidos a jejum de 24 horas, sendo
depois anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg ) e submetidos a
cirurgia. Secionou-se a linha mediana da regido cervical, com isolamento das
glandulas parotidas direita e esquerda, aprofundando a incisdo até a traqueia.
Apés divulsdo marginal deste orgdo, foi identificado o feixe vascular nervoso,
de onde foi isolada a artéria carétida esquerda, preservando sempre 0 hervo

Vago. Segui-se entdo, a canulacdo desta artéria para registro da presséo
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arterial média. Manobra semelhante foi realizada a fim de canular a veia
jugular externa com o propésito de injetar as substancias-testes (pegonha) e
os padrbes. Os registros das experiéncias foram realizados com transdutores
P 23 Statham (Gould, Oxnard, CA, EUA) acoplados a um poligrafo Narco
BioSystems (4 — DMB, Houston, TX, EUA). Antes do inicio das experiéncias, foi
procedido & calibracdo do instrumento utilizado como padrdo, um manémetro
de mercario numa escala 50 a 250mmHg.

A pressdo arterial média foi calculada segundo a equacgdo:
PMA = PD +( PS — PD )/3; onde PAM — Pressdo arterial média; PD — Presséo
diastdlica; PS — Presséo sistdlica.

A peconha bruta de Philodryas nattereri foi testada nas doses de
0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 100,0 e 300,0ng/kg e observada sua resposta
pressora. Em outro grupo, para avaliar se efeitos hipotensores obtidos eram
oriundos de reflexo do tipo Bezold — Jarisch por acdo da pegonha em
guimioceptores ventriculares, realizou-se 0 mesmo procedimento, em animais
atropinizados (1ug/kg de atropina). O procedimento foi realizado até que um
bloqueio positivo fosse obtido, ou seja, 80% ou mais de diminuicdo da

resposta ao agonista.

Figura 36 — Animal canulado para registro da pressao
arterial sistémica.

Fonte: LAFAVET.
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4.7 Avaliacdo da Peconha em Processo Inflamatério

4.7.1 Edema de Pata Induzido pela Peconha

Para este experimento, utilizou-se camundongos Swiss (20 — 30g )
machos (grupo de seis animais cada um), divididos em grupos. Em relacdo ao
tratamento destes grupos, 0s animais receberam uma injecao intraplantar de
3,0ug/50puL e 10,0pg/50uL de Philodryas nattereri (1,0 mg/ml) para visualizagéo
do edema na pata direita traseira. Foi registrado o volume da pata antes e
nos tempos 0.5h, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h, ap6s a administracdo da peconha
(WINTER et al., 1962).

Figura 37 — Modelo esquematico da medida do edema de pata em camundongos.

camundongos
com peconha

Zi< i<
ity e Z —
1t )
*x

Medicao
controle
(tempo Med|gé0
zero) do volume
da pata.
Plestimémetro

Fonte: Adaptado pelo autor de Carlos Camara (2009).

O volume do edema em mililitros (mL) foi registrado por meio de um

pletismégrafo (Ugo Basile, Italia) onde a pata posterior direita do animal foi
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submergida, até a juncao tibiotarsal, na camara de leitura do aparelho. O
volume de liquido deslocado foi registrado e considerado o volume da pata
(Figura 40). Os resultados foram expressos como a diferenca entre o volume
da pata nos referidos intervalos de tempo e o volume antes da injecdo da
peconha. O edema foi expresso de acordo com a seguinte formula:

_ _ (MF-MI) x 100
E=(%) = M
Onde:

MF = Medida final da pata.

MI = Medida incial da pata (antes da injecdo).

O mesmo procedimento foi utilizado na pata esquerda, como controle do
experimento. ApOs obter os valores para cada um dos tempos e para ambas
as patas de cada animal, calculou-se o edema (%) propriamente dito, de

acordo com o seguinte:

A =PD-PE
Onde:
PD = Média das medidas da pata direita obtidas pela formula;

PE = Média das medidas da pata esquerda obtidas pela formula.

Com os valores obtidos, montou-se um grafico da evolucdo do

edema em funcdo do tempo.

4.7.2 Edema Pré-tratado com Indometacina (Indo + Peconha)

Para avaliar o efeito da indometacina sobre a atividade do edema,
uma dose de 3,0ug da peconha foi incubada com 2mg/mL de indometacina
por 30 minutos (CHAVES et al.,, 1995). Foram utilizados trés grupos de seis
camundongos (n=18). O primeiro grupo recebeu no coxin plantar da pata
traseira direita (experimental) 50uL da solucdo do peconha. Outro grupo foi pré-

tratado com indometacina mais pegonha (indo + pegconha). O terceiro grupo de
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animais recebeu injecdes somente de salina estérii na pata contralateral
(controle). A leitura foi realizada em pleitismografo, apés 30 minutos da
injecao.

A medida foi realizada como descrito anteriormente. O volume do
edema em mililitros (mL) foi registrado por intermédio de um plestimografo (Ugo
Basli, Itdlia) onde a pata posterior direita do animal foi submergida, até a
juncdo tibiotarsal, na camara de leitura do aparelho. O volume de liquido

deslocado foi registrado e considerado o volume da pata.

4.7.3 Edema Pré-tratado com Dexametasona (Dexa +Peconha)

Para avaliar o efeito da dexametasona sobre a atividade do edema,
uma dose de 3,0ug da peconha foi pré-tratada com 1mg/kg de dexametasona
por 30 minutos. Os edemas e suas leituras foram realizadas em plestimografo

conforme descrito no item anterior.

4.7.4 Edema Pré-incubado com SAB (Soro Antibothrops)

Avalou-se 0 efeito do soro antibothrops (SAB) sobre a atividade do
edema, com uma dose de 3,0ug da peconha pré-incubada com o soro
antibotropico diluido de 1:5 a temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura

foi realizada em plestimdmetro, conforme descrito no item 4.8.2 (Figura 40).

4.7.5 Analise Histologica

Ao final de cada experimento, foi retirado um fragmento dos tecidos
experimentais e controle, os quais foram fixados em formol 10% para
posterior exame histolégico. Os fragmentos foram submetidos a desidratacdo e
diafanizacdo e, em seguida, cortados em uma espessura de 5um. Coloracdo
de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas através de um
microscopio de luz (Nikon) em colaboracdo com o professor Doutor Dalgimar
Beserra de Menezes do Departamento de Patologia e Medicina legal da

Universidade Federal do Ceara.
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4.7.6 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo programa Graph
Pad Prism 5.0 (USA). Os resultados foram representados pela Média + Erro-
Padrdo da Média (E. P. M.), considerou-se estatisticamente significante p < 0,05.

Os dados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA),
utiizando  teste post hoc Student-Newman ou Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste de Dunns, conforme os dados analisados.

4.8 Atividade Miotéxica Avaliada por Histologia

Escolhida a dose final de 50ug, avaliou-se a cinética dos efeitos da
peconha sobre o tecido muscular nos intervalos de 2h; 4h; 8h; 12h e 24
horas, ap0s a inoculacdo. Nos cinco grupos de quatro camundongos, foi
injetada, via intra-muscular, no gastrocnémio direito, a dose de 50ug/10uL de
salina estéril, para o controle 10uL de salina estéril.

A cada duas horas ap0s a injecdo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e 0os muculos experimentais e controles foram retirados
e fixado em solucdo de formol 10% por 48h. As amostras foram
encaminhadas ao laboratério de histologia para preparacdo histolégica de
rotina, cortadas em uma espessura de 5um, e coradas com hematoxilina-
eosina (HE) para observacdo histolégica das alteracbes musculares. As
laminas foram analisadas por meio de um microscopio de luz (Nikon) e sob a
responsabilidade do professor Doutor Dalgimar Beserra de Menezes, do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do

Ceara.

4.8.1 Atividade Miotoxica por Dosagem de Proteina-quinase (CK)

Foi coletada amostra de sangue, centrifugada a 3500 r.p.m. por 15
minutos para separacdo do plasma. As aliquotas de plasma foram transferidas
para microtubos e congeladas a -20-C até o momento das dosagens. Foram
analisados parametros indicativos de funcdo hepatica (transaminase oxalacética

e transaminase pirtvica), de funcdo renal (creatinina, ureia e acido Urico).
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Todas as analise bioquimicas foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa em Bioquimica do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas,
da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da UFC, sob
orientagcdo da professora Doutora Maria Goretti R. de Queiroz. Para as
determinagdes bioquimicas, foram ultilizados Kits comerciais, produzidos pela
Lab Test.

4.8.2 Teste das Contor¢cBes Abdominais Induzidas por Acido Acético e a
Peconha de Philodryas nattereri

Camundongos Swiss machos, pesando entre 25 e 30g divididos
em trés grupos de seis animais, foram tratados com uma injegao
intraperitonial (i. P.) de salina (0,9%), controle negativo, outro grupo com
solucdo de &acido acetico a 0,6 % (v/iv) controle positivo e outro grupo a
peconha de Philodryas nattereri na dose de 100mg/kg diluido em salina
0,15M (0,9%) também por via intraperitonial. Decorridos 10 minutos da
administracdo de cada substancia, o numero de contorcdes abdominais foi
determinado, para cada animal por um periodo de 20 minutos. Uma contorgao
deve ser identificada como uma extensdo das patas traseiras acompanhada
de constriccdo do abdémen (KOSTER et al., 1959).

4.9 Ensaio com Cultura de Células
4.9.1 Cultivo das Células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)

Para investigar se a peconha bruta da Philodryas nattereri estudada
possui citotoxidade em células de tubulos renais, utilizou-se culturas de células
epiteliais de tdbulos renais de cachorro MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)
gue foram cedidas pela Professora Doutora Julia Manso (Departamento de
Bioquimica, Universidade S&o Paulo — USP). Os experimentos destas células
foram realizados no Laboratério de Cultivo Célular (LCC), do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem da Universidade Federal do Ceara, sob a coordenacdo da
Professora Doutora Alice Maria Costa Martins Nunes.
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As células MDCK foram cultivadas em frascos plasticos, com meio
RPMI — 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
antibidticos penicilina e estreptomicina. As células foram mantidas em estufa
a 37C com atmosfera de 5% de CO, seguindo-se da observacdo do
crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo (Olympus® CKX
41®) a cada 24horas.

4.9.2 Cultivo das Células de Macrofago Peritonial de Camundongo
(RAW-264.7)

Para investigar se a peconha estudada possui citotoxidade em
células de RAW-264.7 de macrofago de camundongo (ATCC, USA), essas
células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 75cm?),
utilizando o meio de cultura DMEM-High-Glucose suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células
foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, seguido-se
da observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de inversao
(Olympus® CKX 41®) a cada 24 horas (BUTLER; DAWSON, 1992). Foram
empregadas as mesmas técnicas descritas com as mesmas contracdes da peconha

para as células MDCK realizadas com MTT.
4.9.3 Estudo da Atividade Citotoxica In Vitro
4.9.3.1 Ensaio com MTT

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica que mede
indiretamente a citotoxidade (MOSMANN, 1983). O MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2-H brometo é um sal de tetrazdlio soluvel em agua, o qual é
convertido em cristais de formazan de cor purpura, insoliveis em agua, apos
clivagem do anel de tetrazdlio por desidrogenasses mitocondriais e outras
enzimas lisossomiais. Na verdade, o MTT nao interage diretamente com as
desidrogenasses e sim com seus subprodutos, NADH e NADPH. Os cristais
de formazan séo solubilizados, formando um produto colorido cuja medida da
densidade optica é feita em espectrofotbmetro a 570nm de absorbancia,

permitindo, dessa maneira, quantificar o percentual de células vivas. A
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intensidade do produto colorido formado é diretamente proporcional ao numero
de células viadveis presentes na amostra, confirmando a capacidade redutora
do sistema sobre o MTT (HEINRICH et al.,2005).

4.9.3.2 Ensaio Colorimétrico com sal de Tetrazolium (MTT)

Para realizacdo do ensaio com MTT, as células MDCK e RAW foram
mantidas em meio de cultura RPMI 1640 sem soro bovino fetal (SBF) por 24
horas para sincronizé-las na fase Gp do ciclo celular. Em seguida, foram
deslocadas das garrafas de cultura por meio da exposicdo a tripsina-EDTA
(0,25/0,02% v/iv) e ficaram em contato com esse reagente por
aproximadamente 10min em estufa de CO, a 37°C, depois de suspensas em
meio de cultura e centrifugadas por 5min a 4000 rpm, ressuspensao e
guantificacdo em camara de Neubauer, utilizando coloracdo com azul de
trypan. Conhecido o numero de células por mL, estas foram transferidas
(200pL — 1x10° células/mL) para placas de 96 pocos. Passadas as 24horas de
incubacdo a 37°C e 5% de CO, foram adicionadas diferentes concentracdes
da peconha de Philodryas nattereri — 1,56; 3,12; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00; e
100,00pg/mL. Como controle negativo, foi utilizado tampéo fosfato (PBS-
phosfate buffer solution) estéril, pH 7,4. Apés 24 horas de incubacdo com a
peconha, foram removidos 100uL do sobrenadante do meio de cultura, que
foi armazenado em freezer a -70°C para determinacdo da enzima lactato-
desidrogenase (LDH) (Proliferacdo Toxiciade), segundo indicacbes do fabricante
(Labtest®- equipamento semiautomatico Labquest®). Quando aumentada, a
atividade da enzima LDH prové indicios de extravasamento e lesdo da
membrana celular, permitindo verificar o tipo de dano de que a célula foi alvo
(dano direto e/ou apoptose). Aos 100uL do sobrenadante do meio de cultura,
adicionamos 10puL da solucdo do sal de tetrazolium (MTT) (Viabilidade)
dissolvido em PBS. Apds incubacdo por quatro horas em estufa com 5% de
CO; a 37°C, somamos 90uL da solucdo de dodecil sulfato de sédio 10%
(SDS) dissolvido em HCI 0,01N para solubilizar os cristais de formazan
formados. As placas foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C e,
ap6s 17 horas, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro com comprimento
de onda de 570nm (Figura 38 e 39).
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Figura 38 — Esquema simplificado das etapas do cultivo e tratamento das células MDCK (Madi-Darby
Canine Kidney).
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Fonte: Laboratério de Cultura de Célula.
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Figura 39 — Esquema simplificado das etapas do ensaio de viabilidade e proliferacdo das células
MDCK (Madi-Darby Canine Kidney).
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Controle negativo correspondeu a 100%

de sobrevivéncia das
células MDCK tratadas apenas com o veiculo de diluicdo da substancia-teste

(PBS), e, a viabilidade celular foi determinada por comparacdo entre o0s
percentuais meédios de células vivas neste grupo e nos demais tratados com
a substancia teste (MOSMANN, 1983).
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4.9.4 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como percentagem de viabilidade celular
versus concentracdo da peconha. Foi determinada a Clsp (concentragao
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito méaximo), a partir de uma
curva de regressao nao linear, utilizando o programa ghaphPad Prism, versao
5.01. Os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida
do teste de Dunnett.

4.9.5 Analise de Dados

Os resultados foram expressos na forma de meédia * erro-padrao
médio (EPM). Para comparagdo, foram empregados o teste “t”e ANOVA (com
pos-teste de Bonferroni), utilizando-se como critério de significancia p< 0,05.
Os programas utilizados para efetuar a analise estatistica foram Micosoft
Excel 2007® e GraphPad Prism 5.0®.

4.9.6 Determinacdo do Numero de Cromossomos da Serpente
Philodryas nattereri

O método de cultura temporaria de leucdcitos foi descrito por Becak
et al., (1966) para determinacdo de cariétipo humano. Essa técnica permite o
estudo de cromossomo em células somaticas do sangue de serpentes e
outros répteis, apresentando resultados bastante satisfatérios. A quantidade de
sangue €é reduzida em torno de 0,05mL a 0,25mL. O sangue é colocado em
tubo Falcon, contendo uma solucdo de 5mL de RPMI, 1mL de soro fetal
bovino e 0,1mL de fito hemaglutinina. Apés 72 horas de incubacdao a 30-C, a
colchicina é adicionada em uma concentragdao de 1x10°M. Depois de seis
horas, a cultura é transferida para um tubo de centrifuga e submetida a
centrifugacdo de 900 rpm por cinco minutos. O sobrenadante é descartado e ao
precipitado adiciona-se a solucdo hipotbnica de KCI a 0,075M, deixando em
repouso por 20 minutos em temperatura ambiente. Centrifuga-se novamente a
900 rpm, o sobrenadante é descartado e ao precipitado adiciona 5mL da
solucdo de fixacdo metanol e &cido acetico 3:1, que sera centrifugada por
cinco minutos a 900 rpm — essa por trés vezes.
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Pronta a suspensao, preparam-se as laminas com uma pipeta
Pasteur, deixando cair uma ou duas gotas da suspensdo. A coloragdo é feita
com Giemsa 5% em tampéo fosfato (pH 6,8 ) por dez minutos, fazendo um
flme com o corante sobre a lamina. Terminado o tempo, as laminas sao
bem lavadas com &gua destilada e postas a secar em temperatura ambiente

(Figura 40).
As metafases foram identificadas em microscépio Optico Nikon AFX

automatico, fotografadas, e o0s cromossomos recortados para montagem e
analise dos caribtipos, organizando-se 0s cromossomos segundo o tamanho e
a localizacdo do centrobmero. A determinacdo do comprimento dos bracos
(maior ou menor), foi feita para determinar a relacdo de bracos. Os
cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos (SM) e subtelocéntricos (ST)
foram considerados com dois bracos, enquanto os acrocéntricos (A) constituidos
por um sO braco (LEVAN, et al., 1964).

Figura 40 — Técnica de determinacdo do cromossomos.
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Fonte: http://www.google.com.br/imagens/determina¢do do cromossomo.

4.9.7 Células Bacterianas

Foram utilizadas cepas de bactérias Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella choleraesuis subsp.
Choleraesuis sorotipo cholerasuis ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC

6538. Estas provém da Cole¢cdo de Microrganismos mantidas em Laboratorios
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de Microbiologia do Departamento de Analise Clinicas e Toxicoldgicas da
Faculdade de Farmécia da UFC, sob a coordenacdo da professora doutora
Nadia Accyole. Estas culturas sao estocadas de forma a conservarem
inalteradas suas caracteristicas bioquimicas e perfil de sensibilidade

antimicrobiano.
4.9.8 Determinagdo do Potencial Antimicrobiano

O potencial antimicrobiano da peconha foi estimado pelo método da
microdiluicdo em caldo de cultura (NCCLS, 2003). As bactérias em estudo
foram subcultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), e seu crescimento foi
ajustado de acordo com o tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente
10® UFC/mL). As culturas bacterianas foram diluidas 100x(aproximadamente 10°
UFC/mL) em caldo BHI e adicionadas em placas de 96 pocos (80uL/poco)
com diferentes concentracbes da substancia em estudo (20uL/poco)
(0, 98 — 200pg/mL), previamente preenchidas (100uL/poco) com caldo BHI. Para
controle negativo, foram utilizados pocos contendo meio de cultura e in6culo
da bactéria em estudo, e, para controle positivo, pocos contendo meio de
cultura, um agente antibacteriano de uso comercial (amicacina) e inoculo da
bactéria em estudo. As placas foram entdo incubadas a 35°C/24 horas e a
inibicdo do crescimento bacteriano foi determinada por auséncia de turvacéo

visual e por meio da mensuracdo da absorbancia a 492nm (Figura 41).

Figura 41 — Ensaio de Microdiluicdo em Caldo.
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4.9.9 Analise de Dados

Os resultados foram expressos na forma de média £ erro padrdo medio
(EPM). Para comparacdo, foram empregados o teste “t” e ANOVA, com poOs-
teste de Bonferroni, utilizando-se como critério de significancia p< 0,05. Os
programas utilizados para efetuar a andlise estatistica foram Micosoft Excel
2007® e GraphPad Prism 5.0®.

4.10 Biblioteca de cDNA da Glandula da Peconha da Philodryas Nattereri

4.10.1 Extragdo da Glandula da Pegonha

Para a construgdo da biblioteca cDNA da glandula de pecgonha,
foram dissecadas as glandulas de serpentes adultas de Philodryas nattereri
capturadas na Fazenda Aroeiras, do Municipio de Upanema/Rio Grande do
Norte, e tombadas para o Nuacleo Regional de Ofiologia da Universidade
Federal do Ceard. Duas serpentes foram sacrificadas e dissecadas as
glandulas de peconha (Figura 42) que foram conservadas em solucdo Side
RNAlater (Quiagen) para preservacdo do RNA. As glandulas mantidas no
RNAlater foram acondicionadas em -80-C para produzir a purificacdo e anédlise
de RNA.

Figura 42 — Glandula de Duvernoy de Philodryas nattereri [(gD);
dente opsistéglifo (do); ligamento quadrato-maxiliar (Igm)].

Fonte: Desenho - Claudemir Duran Filho.
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4.10.2 Sintese de Biblioteca de cDNA

4.10.2.1 Isolamento do RNA Total do Gene gque Codifica a Pegconha

O RNA total da glandula de peconha para construcdo da biblioteca
de cDNA foi isolado como segue: as glandulas de peconha congeladas foram
trituradas em um almofariz com nitrogénio liquido. Depois o RNA total foi
purificado, com uso do reagente Trizol®, de acordo com as instrucbes do
fabricante.

A quantidade e orendimento do RNA total foram verificados para a
integridade do rRNA 28S e 18S, por meio de gel de agarose desnaturante e
eletroforese, usando espectrofometria (260/280nm). Poly(A+)-RNA foi purificado
a partir do RNA total para um complexo de oligo(dT)- biotina e particulas
paramagnéticas de estreptavidina Megne Sphere (sistema poly A Tract, Promega,
EUA). RNAm, seguida foi quantificada e empregada para sintese cDNA usando
0 mecanismo de comutacdo na extremidade 5 do RNA através da
transcriptase  (SMART) o protocolo (Cretor a SMART e DNA da biblioteca
constructrin  Kit BD Biosciences, EUA), que preferencialmente purifica a

biblioteca final com cDNA de cumprimento completo (Figura 43).



Figura 43 — Isolamento de mRNA poli(A).
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4.10.3 Sintese de cDNA

Foi realizada de acordo com recomendacbes do fabricante do IN-
Fusion® SMARTer™ Directional cDNA Library Construction Kit User Manual
(Clontech, Mountain View, CA-USA). Uma aliquota de 1pg de RNA foi
misturada e homogeneizada com 1uyL de o 3' SMART CDS Primer IIA e agua
deionizada para completar um volume de 4,5uL. O tubo foi incubado a 72-C
por 3 min e, logo apds, a temperatura foi reduzida para 42°C por 2 min.
Adicionou-se o tampdo para sintese de fita simples (2uL), DTT (0.25uL),
mistura de dNTP (1pL), do oligonucleotideo(SMARTer Il A), do inibidor de
RNAse (0,25uL) e da enzima transcriptase reversa (1pL) (SMARTScribe
Reversa Transcriptase). ApO0s homogeneizacdo, o0 tubo foi incubado a
42-C/90min e, entdo, armazenado em freezer a -20-C (Figura 44).

Figura 44 — Sintese de cDNA.
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4.10.4 Amplificagdo por PCR

Em um tubo de reacgdo, foram adicionados e homogenizados 2pL
do cDNA obtido no item anterior, 82uL de &gua mili-Q autoclavada, 10uL de
tampédo para PCR, 2uL de dNTP, 2uL de primer 5para PCR, e a enzima
polimerase fornecida pelo kit (2uL, homogeneiza). Logo apds, o tubo foi
colocado no termociclador para o primeiro ciclo a 95°C/1min, o qual foi
seguido por varios ciclos a 95°C/15seg, 65°C/30seg e 68°C/6min. Em seguida
5uL do produto do PCR foram analisados em gel de agarose (1,2%), utilizando
um marcador molecular de DNA (1kb). O gel foi corado em brometo de etidio
para visualizagdo do cDNA em luz ultravioleta. Esta andlise eletroforética
serve para determinar a qualidade do cDNA produzido e o perfil do tamanho
em pares de base do cDNA sintetizado. Um cDNA de boa qualidade
apresenta um arrastado no gel normalmente entre 0,1 a 4kb. As amostras

foram estocadas a -20-C.

4.10.5 Purificacdo e Fracionamento do cDNA

Esta etapa foi realizada por meio de uma coluna cromatografica
CHROMA SPIN™ DEPC presente no kit de sintese de biblioteca de CcDNA,
equilibrada com tampdo e uma amostra de 85 ou 95uL. Essa coluna foi
acoplada a um tubo coletor e centrifugada a 700rpm/Smin. A amostra
purificada foi transferida para um tubo de microcentrifuga e adicionados
glycogen (1,5uL), acetato de soédio 3M pH 4,8(10uL) e etanol 100% gelado
(250uL). O tubo foi incubado a 20-C/1h para precipitar o cDNA. Apds a
precipitacdo, o tubo foi centrifugado a 14.000rpm/20min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado etanol
70%(100uL), e centrifugado, 14.000rpm/5min, o sobrenadante descartado e o
cDNA precipitado € ressuspenso em 15uL de tampao TE (Figura 45).



Figura 45 — Purificag@o de DNA plasmidial de Escherichia coli.
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4.10.6 Adicdo do cDNA ao Vetor

Em tubos de eppendorf de 0,5mL, adicionou-se diferentes
guantidades (A=3uL; B=4uL; C=5uL) de cDNA obtido nas etapas anteriores;
2uL do vetor (pSMART2IF); 2uL do tamp&o de ligagédo (In-Fusion Reaction
Buffer); 1pL de DNAligase e Hy0 deionizada para um volume final de 10pL,
gue foram incubados por 15min/37-C, seguindo-se 15min/50-C .

Apo6s este periodo, os tubos foram mantidos em gelo e adicionados
90uL de H,O estéril 1,5uL de glicogénio em cada tubo de reacdo que foi
homogeneizado para adicionar 280uL de etanol 100% incubado a -70-C/1-
2horas. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados a 15.000rpm/20min,
0 sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 10uL de H,O
deionizada em que ficaram incubados a -20-C até o uso com mostra na figura
46.



Figura 46 — Etapas basicas de clonagem de DNA em um
plasmideo.
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4.10.7 Transformacdo de Plasmidio Recombinante em E. Coli

Adicionou-se o0 volume dos tubos de ligacdo (A, B, C) ao volume de
25uL de células de E. Coli eletrocompetentes. A mistura foi eletroporada em
cubetas refrigeradas de 0,1cm. O volume foi transferido para tubos de Falcon,
contendo 970uL de caldo LB (Luria-Bertani) e incubados, sob agitacdo, a
37-C/1hora. Em outros trés foram adicionados 50uL de caldo LB e ao final
de incubacdo, foram retirados 2uL da mistura e adicionados aos tubos
contendo 50uL de caldo LB; uma aliquota da mistura foi subcultivada em
agar LB contendo 100ug/mL de ampicilina 1mM de IPTG, 75mg/mL de X-Gal
e incubada a 37-C/overnight. As placas que conttm as bactérias
transformadas confluentes podem ser comparadas com o controle negativo
(sem crescimento, amostra sem DNA) e positivo (crescimento, amostra
contendo plasmideo intacto). Os clones foram titulados através de diluicbes
seriadas, devendo apresentar um ndmero >10% ufc/ml (Como mostra na figura

anterior).
4.10.8 Analise dos Clones Obtidos

Apoés titulacdo da biblioteca de cDNA sintetizada e as devidas
amplificacbes deste, os diversos clones foram analisados via reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com a utilizacdo dos iniciadores especificos para
o vetor utilizado. Para a execucdo do experimento, uma aliquota de 10uL da
biblioteca foi subcultivada em placa de &gar LB. Cada clone obtido foi
analisado e separadamente coletado da placa apds crescimento em estufa a
37-C/18horas. O clone foi coletado em um tubo de eppendorf (0,2mL)
contendo 50uL de H,O Mili-Q autoclavada. Os tubos seguiram para o0
termociclador onde foram aquecidos por cinco minutos a uma temperatura de
95-C. Um volume de 2,5uL do sobrenadante foi amplificado por PCR, como
descrito acima, os iniciadores M13 especificos ao vetor empregado na sintese
da biblioteca. Utilizou-se a enzima GoTaq Green (Promega), usando como
protocolo um primeiro ciclo de 95°C por cinco minutos seguido de 30 a 35
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos; anelamento a 60-C por 30

segundos; e extensao a 72°C por um minuto. Repetiu-se os 30 a 35 ciclos de
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amplificagao, realizou-se uma extensdo final a 72°C por dez minutos. Todos 0s
produtos obtidos foram avaliados em gel de agarose 1% e fotodocumentados
pelo equipamento Chemidoc XRS (Bio-Rad/USA). Apo6s a verificagdo do
tamanho dos insertos por eletroforese, uma aliquota deste PCR foi purificada
no QIAquick Purification Kit (QIAGEN/USA), anteriormente ao processo de
sequenciamento. Os podutos da PCR purificados foram avaliados por um
sequenciador automatico de DNA 3100Avant (Applied Biosystems, USA). As
sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias presentes no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) no

sitio eletronico (Ver figura 47).

Figura 47 — Analise de col6nias azuis/brancas para reconhecer vetores que contém insertos.
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4.10.9 Sequenciamento de Clones Aleatdrios

Uma aliquota do PCR foi purificada no QIAquick Purification Kit
(QIAGEN/USA) anteriormente ao processo de sequenciamento, seguindo as
instrucées do fabricante. Os produtos da PCR purificados foram avaliados por
um sequenciador automatico de DNA 3100Avant (Applied Biosytems, USA),
utilizando-se o ABI Prism BigDve Termintor v3.0 Cycle Sequencing Ready
Reactions (DETWILER et al.,, 2005) (Figura 48). As sequéncias obtidas foram
comparadas com outras sequéncias presentes no banco de dados do National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

Figura 48 — Sequenciador automatico de DNA 3100Avant
(Applied Biosytems, USA).

Fonte: http://www.google.com.br/Sequenciador++autom.

4.11 Ressonancia Magnética Nuclear

Para analisar a peconha bruta da Philodryas nattereri, usou-se a
espectometria de ressonancia magnética nuclear (RMN). Usamos entre 5 e 7 mg
da peconha bruta da Philodryas nattereri. Esse composto contém atomos de *H
ou ¥C num campo magnético muito forte e simultaneamente se irradia o

composto com energia eletromagnética, os nucleos podem absorver energia


http://www.google.com.br/Sequenciador++autom
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num processo denominado ressonancia magnética. A radiagdo utilizada no
espectrbmetro de RMN ¢é a radiofrequéncia (rf), de comprimento de onda
altissima (da ordem de metros) e baixa energia (da ordem de 10°Kcal/moL).
A absorcdo desta radiacdo pelos nucleos desses elementos € quantizada e
produz um espectro caracteristico. Esta absor¢do ndo ocorre a menos que a
frequéncia da radiacdo e a intensidade do campo magnético tenham valores
bem definidos. Os espectrometros medem a absorcdo de energia pelos
nicleos de 'H e °C, além do nlcleo de outros elementos.

Os espectros de RMN H; 500, 400 e 200MHz; C: 125 e 50MHz
(incluindo  experimentos especiais 1D e 2D ) foram obtidos com
espectrometros Bruker modelo DRX - 500 do CENAUREMN do sob a orientagéo
do Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Inorganica e
Organica da UFC. O sinal residual do solvente deuterado utilizado na
dissolucdo das amostras ou o TMS (tetrametilsiliano — (CH3)sS; contém 12
prétons) foi utilizado como referéncia interna.

Os espectrofotometros de ressonancia magnética nuclear sao
constituidos por[3]:

— um oscilador de radiofrequéncia;

— um receptor de radiofrequéncia,

— um registrador;

— Calibrador e integrador; e

— um compartimento de amostra que permite o posicionamento desta
em relacdo ao campo magnético principal, a especie do transmissor

e a especie do receptor.

Existem varios tipos de espectrofotdmetros, entre os quais:

— espectrofotbmetro de onda continua — a frequéncia é variada de
forma continua e linear, por modulacao de frequéncia basica; e

— espectrofotdbmetro de impulsos ou de onda pulsada (transformada de
Fourrie) — a radiacdo de radiofrequéncia € muito mais intensa, mas €&

aplicada durante curtos intervalos de tempo.
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4.12 Ressonéancia Magnética Nuclear Bidimensional — 2D

Um dos desenvolvimentos mais importantes para a espectroscopia
durante os anos de 1960 — 1970 foi o desenho de novos magnetes, baseados em
materiais supercondutores. Este novo tipo de magnetes possibilitou a obtencéo de
campos magnéticos maiores e mais estaveis, levando a obtencdo de espectros com
muito melhor sensibilidade e resolucéo.

A partir deste momento, se podia estudar sistemas mais complexos,
porém, o grande desenvolvimento surgiu com Ernst, que desenvolveu em 1975 um
sistema de FT-RMN bidimensional (2D), baseado nas técnicas de pulsagcdo. O
diagrama ilustra o desenvolvimento do tempo do metodo FT-RMN unidimensional
(1D) e FT-RMN (2D) (Figura 49).

Figura 49 — Pico mostrado em 1 e 2 dimencdes.
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Fonte: UNIVERSIDADE DA MADEIRA. Departamento de Quimica.

Em RMN (1D), os spins nucleares séo expostos a um pulso, apés o qual,
€ detectado um sinal no receptor em funcéo do tempo t;. Em RMN (2D), os spins
nucleares sao sujeitos a dois ou mais pulsos, com um intervalo de tempo t;.

Apdés o0 segundo pulso, o sinal é obtido da mesma forma que para RMN
(1D), embora aqui se designe a variavel de tempo por t,. Depois desta etapa, o
espectrofotobmetro retoma o mesmo procedimento mas repetindo-o com outros
valores de t;. A variacdo de t; modifica o sinal medido durante t,. Esta situacéo
origina, entdo, uma tabela bidimensional que contém a intensidade do sinal como

funcao da t; e t; (Figura 50).
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Figura 50 — A RNM em 1D a um pulso e 2D a dois
ou mais pulsos.
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Fonte: Universidade da Madeira. Dep. de Quimica.

Apoés estas variaveis serem submetidas e transformadas de Fourrier,
obtém-se um espectro de frequéncia bidimensional na forma de um mapa, que
mostra a dependéncia da intensidade do sinal em duas variaveis de frequéncia,
denominadas F; e F..

Os dois eixos de frequéncias correspondem as frequéncias de
ressonancia de protons e carbonos 13. A ocorréncia de um sinal num determinado
local significa que o atomo de carbono, que no mapa corresponde a “latitude”, esta
diretamente ligada ao proton cuja frequéncia de ressonancia € dada pela “longitude”.

Os espectros unidimensionais de proton e de carbono 13 sao ilustrados

nos extremos da seguinte Figura 51.
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Figura 51 — Espectro de correlacdo de uma molécula organica.
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Fonte: UNIVERSIDADE DA MADEIRA. Departamento de Quimica.

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear tornou-se um
método padrdo em muitos laboratérios de Quimica. Esta técnica ¢é
reconhecidamente a mais importante para a investigacdo a nivel molecular,
permitindo obter informacao estrutural e dindmica para qualquer estado da matéria,
uma vez que existem relacdes muito proximas entre os dados obtidos por *H-RMN e
o0 arranjo dos prétons na molécula em investigacdo (CORREIA et al., 2001).

Em muitos casos, este conhecimento permite:

— predizer espectros de moléculas, com base apenas na formula
estereoquimica;

— propor uma estrutura para uma molécula desconhecida, com base
apenas no seu espectro; e

— decidir entre varias estruturas possiveis para uma molécula, com
base no espectro obtido, ou pelo menos um limite de vérias

possibilidades.
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A aplicagdo da Espectroscopia de RMN baseia-se, deste modo,

essencialmente, na correlacdo empirica das estruturas com deslocamentos quimicos

observados e constantes de acoplamento.

Em termos de investigacéao clinica e desenvolvimento de imagem, a RMN

direciona-se para determinados objetivos, nomeadamente para:

comparar a RMN com outras modalidades;

aproveitar as caracteristicas Unicas da imagem RMN;

determinar as técnicas mais Uteis para cada local ou doenca;
determinar a utilidade de medidas diretas de T1 de tecidos normais e
de lesbes benignas e malignas;

interrelacionar com a cirurgia e radioterapia na preparacao,
planeamento e estudo da resposta ao tratamento de cancros e
linfomas;

avaliar o problema da seguranca; e

desenvolver técnicas de aumento de contraste (CORREIA et al.,
2001).

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear € uma técnica que

vem sendo utilizada fruto das enormes vantagens que possui, nomeadamente a

possibilidade de estudar um elevado numero de nucleos e em todas as fases (gas,

liquido e sodlido), elevados intervalos de temperaturas, técnica ndo destrutiva e

segura. O recurso a esta técnica, no entanto, também traz alguns inconvenientes

gue se referem a insensibilidade do método, bem como a impossibilidade de analisar

misturas multicomponentes e ao elevado custo dos aparelhos e sua manuntencéao
(NASCIMENTO et al., 2001).

A versatiidade da NMR, contudo, faz dela um dos métodos mais

importante e perspicazes usados nas mais diversas ciéncias, onde tém aplicacéo, tal

como a area cientifica onde devem ser respeitados alguns cddigos impostos pelos

organismos proprios e resumidos no apéndice (CORREIA et al., 2001).
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5 RESULTADOS

5.1. Caracterizagdo Bioquimica

5.1.1 Dosagem Proteica

De acordo com os experimentos realizados, comparou-se o teor de
proteina total da peconha bruta liofilizada Philodryas nattereri, com a peconha
de Bothrops jararaca (pegonha Referéncia Nacional). A concentracdo de
proteinas da amostra [P] [P] = AbxF* x d; * Fator = concentracdo/absorbancia; [P]
= 863,9ug/mL foi o teor proteico total da peconha de Philodryas nattereri.

Como mosta a tabela abaixo a proteina total bruta da Bothrops jararaca
corresponde a 100% de proteina bruta enquanto a Philodryas nattereri corresponde
a 86% de proteina bruta.

Tabela 4 — Teor proteico total das peconhas de Philodryas nattereri e Bothrops jararaca. (*)

Diferenca significativa, analisado por Teste t Student (p < 0,05), utilizando o software
Statsoft Statistica 6.1.

Espécie Proteinas Contetdo
P pg/mg de Pegonha %
Philodryas nattereri 863,9pg/mL 85-90
Bothrops jararaca 1027,10 £ 0,02* (p:0,049535) 100

Fonte: Autora (2012).

5.1.2 Perfil Proteico da Peconha Bruta

O perfil proteico da peconha de Philodryas nattereri analisado por
SDS (PAGE-SDS) (Figura 52) mostra alta densidade nas bandas nas regibes

de baixo, médio e alto peso molecular.
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Figura 53 — SDS-PAGE das peconha em gel de poliacrilamida (7,5-17,5%) de acordo
com o método de LAEMMLI et al., 1970. 1) Padr&o de peso molecular albumina de soro
bovina (67 kDa); 2) Peconha de Bothrops jararaca (60 pg) nao reduzido; 3) Peconha de
Philodryas nattareri (60 pg) ndo reduzido; 4) Peconha de Bothrops jararaca (60 ug)
reduzido; 5) Ovalbumin, 6) anidrase carbbnica, 7) inibidor de tripsina de soja; 8)
lisozima (14.4 kDa) e 9) Padrdo de peso molecular albumina de soro bovina.

kba 9 8 7 6 5 4 3 2 1 9 8 7 6 5 4 2 1

3
ull N = = ;
67 _ |
2 " R '
' ‘.' ‘e !-
30 -
. . .. "
21,1 . -~ rr
", M, - . .
14_‘__~__‘~~

Fonte: Autora (2012).

5.2 Caracterizacédo Biolbgica

5.2.1 Avaliacdo do Efeito da Peconha da Serpente
Philodryas nattereri sobre Células MDCK

5.2.1.1 Ensaio de Viabilidade Celular

A citotoxidade da peconha da Philodryas nattereri foi avaliada em
células tubulares renais (MDCK) apds 24 horas de exposicdo a diferentes
concentragbes da peconha (em pg/mL: 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100). No
ensaio com o MTT, observa-se que a peconha reduziu significativamente a
viabilidade das células MDCK nas concentracdes de 50 e 100ug/mL testadas,
guando comparadas ao controle, com uma ICs, de 1,25ug/mL. A figura 53
representa a percentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle, cuja
absorbancia foi considerada 100%.
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Figura 53 — Percentagem de viabilidade celular em relacdo a
peconha de Philodryas nattereri.
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Fonte: Autora, 2011.

O percentual de viabilidade das células MDCK (Mardin-Darby Canine Kidney)
apos exposicdo a peconha da serpente Philodryas nattereri (3,12; 6,25; 12,50; 25,0; 50,0 e
100ug/mL), cujos os resultados foram expressos em média e erro-padrdo da média (EPM) em
termos de percentual de viabilidade celular, representa p<0,05 em relagdo ao grupo-controle (n
=3 ANOVA —Tuker).

Tabela 5 — O Percentual de Viabilidade Celular das Células MDCK Expostas a Peconha da
Serpente Philodryas nattereri (ph N) nas Concentracées de 3,12; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00 e 100,0
pg/mL.

Grupos Experimentais
Controle PhN 3,12 PhN 6,25 PhN 12,50 PhN 25 PhN 50 PhN 100

Média| EPM |Média| EPM |Média| EPM |Média| EPM |Média| EPM| Média | EPM |Média| EPM
99,95| 1,92 |105,5| 5,95 |114,2|7,793|100,8 | 6,21 |89,98 | 6,87 | 78,54* |4,648 |71,90*| 8,79
Fonte: Autora, 2011.

Os resultados dos experimentos (n = 3) foram expressos em média mais
erro-padrao da média EPM), em % de viabilidade celular, Foi considerado p < 0,05

em relacdo ao grupo-controle (ANOVA- Tukey).
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5.3 — Macrofagos - RAW - 264.7

5.3.1 Viabilidade Celular e Citotoxidade com Sal de Tetrazolium (MTT)

A citotoxidade da peconha bruta da Philodryas nattereri foi avaliada
em cultura de macréfagos apos 24 horas de exposicdo a diferentes
concentragbes da peconha na cultura de 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200ug/mL.

Para essas concentracdes, as absorbancias obtidas demonstraram
gue s6 na maior concentracdo foi capaz de produzir formazan, entre as
concentragbes estudadas. Esses resultados podem ser visualizados na figura 54
e na tabela 6.

Figura 54 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas
nattereri sobre a viabilidade de macréfago (RAW — 264.7),
com MTT.
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Fonte: Autora (2011).

Os dados sdo expressos por média + EPM da absorbancia e representam o
percentual de células viaveis. Considerou-se um p < 0,05 em relacdo ao grupo-controle (n =3,
amostras em triplicata (ANOVA — Tukey).

Tabela 6 — Valores de percentual de viabilidade celular das células de Macréfago (RAW —
264.7) expostas ao Peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) nas Concentracdes de 6,25;
12,50; 25,00; 50,00; 100,0 e 200,0ug/mL.
Grupos Experimentais

PhN PhN PhN PhN PhN PhN
6,25ug/ml 12,5ug/ml 25,0pg/mL 50,0pg/mL 100,0pg/mL | 200,0pg/mL
Média| EPM |Média| EPM |Média| EPM |Média| EPM [Média| EPM| Média | EPM |Média| EPM
100,2| 3,07 | 98,2 | 6,16 | 97,2 | 5,69 | 97,6 | 7,58 | 96,5 | 7,78 | 89,2 | 7,87 | 87,8 | 7,0
Fonte: Autora, 2011.

Controle
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Os resultados dos experimentos (n = 3) foram expressos em média mais erro-
padrdo da média (EPM), em % de viabilidade celular. Considerou-se p < 0,05 em relagdo ao

grupo controle (ANOVA — Tukey).

5.4 Perfusdao Renal

5.4.1 Rim Isolado

ApOs a aplicacdo da peconha Philodryas nattereri nas doses de
Img/mL e 3mg/mL, foram observadas alteracbes na fisiologia renal. Em
termos de pressdao de perfusédo (PP), notou-se que houve aumento
significativo desse parametro aos 90min na concentragdo de 1mg/mL. Na
concentragdo de 3mg/mL, a PP foi reduzida significativamente no tempo de
60 e 90min retomando a valores proximos ao do grupo-controle (Figura 55 e

Tabela 7).

Figura 55 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (ph N)
na pressdo de perfusdo renal (PP).
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Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e ph N (1,0 e
3,0ug/mL- n=6) foram expressos em média mais erro-padrdo da média (EPM), compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min); “a” representa p<0,05 em relagcdo ao
grupo-controle interno e "b“ significa p<0,05 em relagdo ao grupo-controle externo no mesmo

tempo avaliado (ANOVA-Holm Sidak).
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Tabela 7 — Valores de pressédo de perfusdo renal (PP ) dos experimentos
realizados com a pegonha da serpente Philodryas nattereri (PhN) nas
concentracbes de 1mg/mL e 3mg/mL.

Grupo Estudados
Tempo (Min) Grupo Controle PhN(1mg) PhN(3mg)
Média EPM Média EPM Média EPM
30 110,30 0,50 110,70 0,33 111,60 0,33
60 108,30 0,68 | 114,70ab 6,46 | 91,57ab 7,10
90 108,70 0,22 | 119,00ab 2,18 | 92,23ab 4,59
120 110,30 0,50 119,00 2,18 105,90 3,82

Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n = 6) e PhN, 1,0; 3,0mg/mL -
n = 6) foram expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em mmhg,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min); (a) representa p < 0,05
em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,05 em relacdo ao grupo-controle

externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).

A resisténcia vascular renal (RVR) também se mostrou aumentada
aos 60 e 90 minutos, quando o rim foi perfundido com PhN na concentracéo
de 1,0mg/mL, sem alteracdo em 120min. Com relacdo ao controle, na
concentracdo de 3,0mg/mL da PhN, foi capaz de reduzir a RVR nos tempos
de 60 e 90 min. A reducdo desse parametro foi tanto em relacdo ao controle

interno do experimento quanto grupo controle externo (Ver Figura 56 e Tabela 8).

Figura 56 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) na resisténcia
vascular renal (RVR).
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Fonte: Autora (2011).
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Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (1,0mg/mL e
3,0mg/mL, n=6) foram expressos em média mais erro-padrdo da média (EPM), copilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90, 120min); (a) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo-
controle interno e (b) significa p< 0,05 em relacdo ao grupo-controle externo no mesmo tempo
avaliado (ANOVA- Holm Sidak).

Tabela 8 — Valores da resisténcia vascular renal( RVR) dos experimentos
realizados com a pegonha da serpente Philodryas nattereri( PhN)
nas concentracbes de 0,1ug/mL e 0,3pug/mL.

Grupo Estudados

Tempo
(Min) Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)

Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM
30 5,49 0,04 5,62 0,06 5,55 0,01
60 5,75 0,11 5,81 0,30 4,17ab 0,51
90 5,67 0,09 6,12ab 0,12 4,42ab 0,48
120 5,44 0,12 5,90 0,01 5,83 0,30

Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos e dos grupos-controles (n=6) e PhN (Img/mL e
3mg/mL, n=6) foram expressos em média * erro-padrdo na média (EPM), unidade em mmHg.
mL g Lmin 1, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min); (a) representa
p<0,05 em relacdo ao grupo controle interno e (b) significa p < 0,05 em relacdo ao grupo-

controle externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA— Holm Sidak).

Na Figura 57 e Tabela 9, visualizou-se o fato de que o fluxo urinario (FU)
foi alterado pela peconha PhN. O FU foi reduzido aos 60min na concentracéo
de 1,0mg/mL em relacdo ao controle externo e ao controle interno, bem como
em relacdo a concentracdo de 3,0mg/mL nos tempos de 60 e 90min.
Enquanto isso, houve um aumento significativo na concentracdo 1,0mg/ml nos
tempos de 90 e 120min; na concentracdo de 3,0mg/mL, o aumento foi no

tempo de 120min. em relacdo aos controles interno e externos.
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Figura 57 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) no fluxo
urinério (FU).
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Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (1,0mg/mL e
3mg/mL— n=6) foram expressos em média e erro-padrdo da média (EPM), compilados e
distribuidos em quatro periodos de tempo (30, 60, 90 e 120min); (a) representa p<0,05 em
relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,05 em relacdo ao grupo externo em

relacdo ao tempo avaliado (ANOVA—Holm Sidak).

Tabela 9 — Valores do fluxo urinario (FU) dos experimentos realizados com
a peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) nas concentragbes de
1,0mg/mL e 3,0mg/mL.

Grupo Estudados
T(?wr?r?)o Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)
Média EPM Média EPM Média EPM
30 0,15 0,01 0,14 0,00 0,14 0,00
60 0,17 0,01 0,13 0,01 0,09 0,04
90 0,18 0,01 0,30ab 0,05 0,11 0,03
120 0,17 0,00 0,48ab 0,02 0,33ab 0,03

Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (Img/mL e
3mg/mL, n=6) foram expressos em média + erro-padrdo da média (EPM), unidade em mL.g L.
min 1, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min);(a) representa
p<0,05 em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,05 em relagdo ao grupo-

controle externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA—Holm Sidak).
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O ritmo de filtragdo glomerular (RFG) também foi alterado pela peconha
PhN. Verificou-se que o RFG cresceu em 90min e 120min na concentragdo de
1,0mg/mL em relagdo ao controle externo e ao controle interno, bem como,
em relacdo a concentracdo de 3,0mg/mL nos tempos de 60 e 90min, diminui o
ritmo de filtragdo glomerular em relagdo aos controles interno e externo, como

mostram a figura 58 e a tabela 10.

Figura 58 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN)
no ritmo de filtragdo glomerular (RFG).
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Fonte: Elaborada pela autora (2011).

Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (1,0mg/mL e
3,0mg/mL —n=6) foram expressos em média e erro-padrao da média (EPM), compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min); (a) representa p<0,05 em relacdo ao
grupo-controle interno (b) significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo no mesmo

tempo avaliado (ANOVA—Holm SidaK).

Tabela 10 - Valores de ritmo de filtracdo glomerular (RFG) dos
experimentos realizados com a peconha da serpente Philodryas nattereri
(PhN) nas concentracdes de 1,0mg/mL e 3,0mg/mL.

Grupo Estudados
T((IE\ATrF]))O Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)
Média EPM Média EPM Média EPM
30 0,66 0,01 0,65 0,06 0,69 0,04
60 0,66 0,01 0,51 0,05 0,27ab 0,08
90 0,72 0,03 0,97ab 0,15 0,28ab 0,06
120 0,71 0,02 1,58ab 0,19 0,65 0,06

Fonte: Autora (2011).
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Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (1,0mg e 3,0mg —
n=6 ) foram expressos em média + erro-padrdo da média (EPM), unidade em mL.g % min 1,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min); (a) representa p<0,05
em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p,0,05 em relagdo ao grupo-controle

externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).

O transporte dos eletrdlitos Na*, K* e CI foi alterado,
independentemente da concentracdo da peconha no rim perfundido.

Para o percentual de transporte de Na* (%TNa*), as concentracdes
de 1,0mg/mL e 3,0mg/mL reduziram significativamente esse parametro nos
tempos (60, 90 e 120min), embora a 60min essa alteracdo seja observada no
controle interno, os tempos de 90 e 120min foram reduzidos o transporte de
soédio, tanto com relacdo ao controle interno e o grupo de controle externo
(Figura 59 e Tabela 10).

Figura 59 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) no
percentual de sédio (%TNa").
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Fonte: Elaborada pela autora (2011).

Os resultados dos experimentos em relacdo ao sodio dos grupos-controle (n=6) e
PhN (1,0mg/mL e 3,0mg/mL - n=6) foram expressos em média + erro-padrdo da média (EPM),
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min.) (a) representa p<0,05 em
relacdo ao controle interno e (b) significa p<0,05 em relacdo ao grupo do controle externo no

mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).
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Tabela 11 — Valores de percentual de transporte de sddio (%TNa*) nos
experimentos realizados com a peg¢onha da serpente Philodryas nattereri
(PhN) nas concentracbes de 1,0mg/mL e 3,0mg/mL.

Grupo Estudados
T(?\Ar?ﬁ)o Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)
Média EPM Média EPM Média EPM
30 81,94 0,35 80,27 1,45 83,66 0,78
60 81,11 0,84 74,39 a 0,97 76,52 a 1,17
90 79,26 0,67 68,24 ab 1,49 66,81 ab | 3,05
120 79,76 0,10 65,66 ab | 3,67 | 56,88 ab 1,97

Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos em relacdo ao sodio dos grupos-controle ( n=6) e
(1,0mg/mL e 3,0mg/mL —n=6) foram expressos em média * erro-padrdo da média (EPM),
unidade em %, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min.) (a)
representa p < 0,05 em relacdo ao grupo controle interno e (b) significa p < 0,05 em relacdo

ao grupo controle externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).

Figura 60 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) no
percentual de transporte de potassio (%TK™).
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Fonte: Elaborada pela autora (2011).

Os resultados dos experimentos em relagdo potassio dos grupos-controle (n=6) e
PhN (1,0mg/mL e 3,0mg/mL —n=6) foram expressos em média + erro-padrdo da média (EPM),
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min); (a) representa p<0,05
em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,05 em relagdo ao grupo-controle

externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).



Tabela 12 — Valores de percentual de transporte de potéssio (%TK*) nos
experimentos realizados com a peg¢onha da serpente Philodryas nattereri
(PhN ) nas concentracbes de 1,0mg/mL e 3,0mg/mL.

Grupo Estudados
Tempo

(Min) Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)
Média EPM Média EPM Média EPM
30 71,18 0,17 72,20 0,85 72,83 0,93
60 70,88 1,06 70,06 3,66 61,48 ab 2,13
90 71,33 0,38 63,13 4,46 55,26 ab 2,75
120 70,84 0,16 67,20 2,39 48,32 ab 2,36
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Os resultados dos experimentos relacdo ao potassio dos grupos-controle (n=6) e

PhN (1,0mg/mL e 3,0mg/mL —n=6) foram expressos em média + erro-padrdo da média (EPM

), unidade em %, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min.) (a)

representa p<0,05 em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,0 em relacdo ao

grupo-controle externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).

Figura 61 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri

percentual de transporte de cloreto (%TCI ).
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Fonte: Elaborada pela autora (2011).

Os resultados dos experimentos em relagdo ao cloro dos grupos-controle (n=6) e

PhN (1,0mg/mL e 3,0mg/mL — n=6 ) foram expressos em média e erro-padrdo da média

(EPM), compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min.);

(a) representa

p<0,05 em relagdo ao controle interno e (b) significa p<0,05 em relacdo ao controle externo

no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak ).



Tabela 13 — Valores de percentual de transporte de cloreto (%TClI) nos
experimentos realizados com a peconha da serpente Philodryas nattereri
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(PhN) nas concentracbes de 1,0mg/mL e 3,0mg/mL.

Grupo Estudados
Tempo (Min) Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)
Média EPM Média EPM Média EPM
30 79,85 0,50 78,05 1,61 82,69 1,03
60 81,38 1,31 73,43 0,73 71,66ab 1,18
90 78,45 0,28 68,42ab 1,44 66,02ab 2,03
120 78,94 0,79 65,68ab 3,52 55,21ab 0,94

Os resultados dos experimentos relagéo ao cloro dos grupos-controle (n=6) e PhN
(1,0mg/mL e 3,0mg/ml—n=60 ) foram expressos em média * erro-padrdo da (EPM), unidade
em %, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min.); (a) representa
p<0,05 em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,05 em relacdo ao grupo-

controle externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).

Para verificar a capacidade de depuracdo do rim isolado em nivel
de moléculas osmoticamente ativas, realizou-se o calculo do clearance

osmotico (Cosm). Na concentracdo de um 1,0mg ocorreram alteracdes
significativas nos tempos de 90 e 120min, em relacdo aos controles externo e
interno. Na concentracdo de 3,0mg ndo ocorreu alteracdes significativas (Figura

62 e Tabela 14).

Figura 62 — Efeitos da peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) no
clearance osmético (Cosm).
Cosm.
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Fonte: Autor, 2011.
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Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (1,0mg e 3,0mg—
n=6) foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM), compilados e distribuidos
em quatro periodos ( 30, 60, 90 e 120min); (a) representa p<0,05 em relacdo ao grupo
controle interno e (b) significa p<0,05 em relagdo ao grupo controle externo no mesmo tempo
avaliado (ANOVA—Holm Sidak) média e erro-padrdo da média (EPM), unidade em ml.g t.min 2,

compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min).

Tabela 14 — Valores de clearance osmotico (Cosm) nos experimentos realizados
com a peconha da serpente Philodryas nattereri (PhN) nas concentragbes de

1,0mg e 3,0mg.
Grupo Estudados
Tempo (Min) Grupo-controle PhN(1mg) PhN(3mg)

Média EPM Média EPM Média EPM
30 0,12 0,009 0,113 0,0135 0,106 0,011
60 0,117 0,008 0,122 0,017 0,087 0,014
90 0,15 0,007 | 0,282ab 0,04 0,082 0,012
120 0,14 0,011 | 0,467ab 0,07 0,121 0,02

Fonte: Autora (2011).

Os resultados dos experimentos dos grupos-controle (n=6) e PhN (1,0mg/mL e
3,0mg/mL — n=6 ) foram expressos em média *+ erro-padrdo da média (EPM), unidade em
mL.g .min %, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min; (a)
representa p<0,05 em relacdo ao grupo-controle interno e (b) significa p<0,05 em relacdo ao

grupo controle externo no mesmo tempo avaliado (ANOVA — Holm Sidak).

5.5 Histologia dos Rins Perfundidos

As laminas analisadas demonstraram que 0sS rins esquerdos
utilizados como controle possuiam estruturas normais (glomérulos, tubulos,
vasos e intersticio normais), assim como os rins do grupo-controle perfundidos
somente com solucdo de Krebs (Figuras 63 a 65).

Nos rins perfundidos com a peconha na concentracdo de 1mg/mL,
observou-se dilatacdo tubular, principalmente no tdbulo contorsido distal, alca
de Henle, acumulo de material proteinAceo e sangue dentro dos tdbulos;

vasos e interticios normais, e dilatacdo tubular.
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Figura 63 — (A) Fotomicrografia do rim esquerdo
(controle), demonstrando tubulos (T) e glomérulo (G)
normais (n = 6, coloracdo de hematoxilina-eosina —
aumento de 400X).

L 4
Fonte: Autora (2011).

Figura 64 — (B) Fotomicrografia na concentracdo de 1pg/mL da pegonha — congestéo,
dilatacdo dos vasos, intersticios normais, glomérulos e tubulos com material proteinaceo,
nos tubulos em maior quantidade e de modo difuso (n = 6, coloragdo de hematoxilina-eosina

— aumento de 400X).
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Fonte: Autora, 2011.
Figura 65 — (C) Fotomicrografia na concentracao de 3ug da peconha. Evidente degeneragéo
dos tdbulos. Material proteinaceo dentro dos tdbulos e nos espacos de Bowman. Tabulos e
glomérulos com alteragBes, dilatacdo dos vasos e intersticios (n = 6, coloracdo de
hematoxilina-eosina — aumento de 400X).

M IR o

| \ O e

Fonte: Autora (2011).

Como pose ser visualizado nos rins perfundidos com a peconha na
concentracdo de 3ug/mL observou-se evidente degeneracdo dos tubulos,
presenca de material proteinaceo dentro dos tubulos e nos espacos de
Bowman; glomérulos com alteracbes discretas e tubulos com alteracéo

moderadas; nao foi observado alteracdo nos vasos.

5.5.1 Anel de Aorta

5.5.1.1 Efeito da Peconha de Philodryas nattereri na Tensédo Basal de Aorta de Rato

Adicionada de maneira cumulativa em concentracdes crescentes

(0,1 — 200pg/mL), a peconha de Philodryas nattereri ndo alterou a tensdo basal em

preparacdes de aorta isolada de rato (Figura 66).
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Figura 66 — Efeito da peconha de Philodryas nattereri na tenséo basal de aorta
isolada de rato, em solucéo de K* 60mM.
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Fonte: Autora, 2011.

Os valores sé@o expressos como Média £ EPM. O efeito foi calculado em
relagdo a contragdo controle induzida por K* 60mM. A peconha de Philodryas

nattereri ndo alterou significativamente a tenséo basal.

5.5.1.2 Efeito da Peconha de Philodryas nattereri na Contracéo

Induzida por Potéassio

Como pode ser visualidado na Figura 67 a peconha de Philodryas
nattereri (0,1 — 200 pg/mL) apresenta dependéncia com a concetracdo sendo este

efeito mais pronunciado a partir da concentracédo de 30 pg/mL.
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Figura 67 — Efeito da peconha de Philodryas nattereri na contrag&o induzida por
K* 60 mM. Concentracdes crescentes de peconha Philodryas nattereri inibiram
parcialmente a contracdo induzida por K" 60 mM.
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Fonte: Autora, 2011.

Os valores sé@o expressos como Média £ EPM. O efeito foi calculado em
relacdo a contracdo maxima induzida por K+ 60 mM. * p < 0,05, ANOVA One-Way,
seguido do teste de Holm-Sidak.

5.5.1.3 Efeito da Peconha de Philodryas nattereri na Contracdo Induzida por
Fenilefrina

A peconha de Philodryas nattereri (0,1 — 200 pg/mL) inibiu, de maneira
dependente de concentracdo (p < 0,05, Holm-Sidak), a contracdo induzida pelo
agonista adrenérgico fenilefrina (1uM) para 58,04 + 8,67 % em relacdo a contracéo

maxima. Efeito que comecou a ser significante na concentracdo de 100 pg/mL
(Figura 68).
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Figura 68 — Efeito da peconha de Philodryas nattereri na contrag&o induzida por

fenilefrina.
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Fonte: Autora, 2011.

Concentracdes crescentes da peconha de Philodryas nattereri inibiram
parcialmente a contracdo induzida por fenilefrina 1uM. Os valores sdo expressos
como Média + EPM. O efeito foi calculado em relacdo a contragcdo maxima induzida
por fenilefrina 1uM. * p < 0,05, ANOVA One-Way, seguido do teste de Holm-Sidak.

5.5.2 Recuperacédo do Tecido ap0s Exposicédo a Peconha de
Philodryas nattereri

A exposicdo a peconha de Philodryas nattereri nédo alterou a resposta
funcional ao estimulo eletromecénico, uma vez que a recuperacdo da preparacao
com K* (60 mM) obteve resposta semelhante quando comparada a resposta-controle
inicial como pode ser visualidado a seguir na Figura 69.
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Figura 69 — Recuperacdo de anéis de aorta de rato com K"
60mM apo6s exposi¢ao a pegonha de Philodryas nattereri.
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Fonte: Autora, 2011.

Os valores sédo expressos como Média + EPM. O efeito foi calculado em
relagdo a contragio-controle induzida por K* (60 mM) no inicio do experimento.

5.6 Histologia do Anel de Aorta

Nos protocolos estudados ndo observou-se alteraces histolégicas no anel

de aorta, seja nos grupos-controle ou nos grupos expostos a peconha de Philodryas
nattereri; independentemente da concentracdo estudada.

Figura 70 — Fotomicrografia dos anéis de aorta representativos de cada grupo estudado. (A)
representa o efeito da peconha na tensdo basal, ndo ocorreu alteracdo (B) contragdo com K*
revertida pela peconha e (C) controle (n=4 — coloragdo de hematoxilina-eosina-aumento de 400X).

Fonte: Autora (2011).



106

5.7 Avaliagdo da Toxicidade Cardiovascular

5.7.1 Efeito da Peconha da Philodryas nattereri na Pressdo Arterial Média,

Frequéncia Cardiaca e Respiratéria

5.7.1.1 Pressao Arterial Média

A pressao arterial média (PAM) em ratos anestesiados, com peconha
da Philodryas nattereri foi avaliada nas doses 0,3, 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 100,0 e
300,0pg/mL, injetadas lentamente pela veia jugular com intervalo minimo entre
as injecdes de dez minutos. O registro da pressdo arterial média (PAM) nas
doses (100,0pg/mL e 300,0pg/mL) demonstrou uma reducdo significativa,
comparado ao controle (100mmHg) e (PhN10Oupg/mL = 60mmHg), (PAM

PhN300ug/mL = 60mmHg).

Figura 71 — Efeitos da peconha da Philodryas natterreri na pressao
arterial média (PAM) em ratos anestesiados (n=6). Registros da
queda da PAM nas doses de 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 100,0 e
300,0pg/mL com uma reducdo significativa nas doses de 100 e
300 pg/mL comparado ao controle (controle = + 100mmHQ)
PhN1pg/mL = 80mmHg +2,6 e PhN 100ug/mL, 300ug/mL = 60mmHg +

11,6.
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Fonte:
Autor, 2011.

A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de
Bonferrni ) e testet de Student, considerando p<0,05. Os dados sS&0 expressos

em médiat EPM, em comparacdo com 0 respectivo grupo controle em cada

dose.
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5.7.1.2 Frequéncia cardiaca(FC) e Frequéncia respiratoria (FR)

As frequéncias cardiaca (FC) e respiratdria (FR) apos a aplicacdo da
peconha da Philodryas nattereri nas doses de 1,0ug/mL; 3,0pug/mL;
10,0pg/mL;  30pg/mL; 100,0pg/mL e 300,0pg/mL, comparadas ao controle,
demonstraram uma reducdo significativa (controle = £ 100 batimentos/min, n=6)
na concentracdo de 100ug/mL e 300upg/mL, para a frequéncia cardiaca de (=t
76b.p.m). A frequéncia respiratoria (FR) nas doses de 100ug/mL e 300ug/mL
reduziu apés a infusdo da peconha PhN em relacdo ao contole.

Figura 72 — Efeitos da peconha da PhN na frequéncia
cardiaca (FC), nas doses : 1,0ug/mL, 3, 10, 30, 100 e
300pg/mL a FC.
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Fonte: Autora, 2011.

A analise estatistica foi realizados pelo teste ANOVA (Bonferroni)
e teste t de Student, considerando p < 0,05. Os dados sdo expressos em

média + EPM; em comparacdo com o grupo-controle em cada dose.
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Figura 73 — Reducgao da Frequéncia respiratéria (FR), nas doses
da 100pg/mL e 300pg/mL, de PhN em relacdo ao controle
(Controle = £100mL/min, n= 6).
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Fonte: Autora, 2011.

Os efeitos da peconha da Philodryas nattereri sobre a frequéncia
respiratdria nas doses de 100ug/mL e 300pg/mL demonstraram reducao
significativa (controle = +100mL/min, PhN 100ug/mL = 84 mL/min £ 2,4 e PhN
300pg/mL = 81mL/min £ 1,0 min).

A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA teste de
(Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados séao
expressos em meédia £ EPM, comparando com o0 respectivo grupo-controle em
cada dose.

5.8 Edema de Pata

A peconha da Philodryas nattereri mostrou relevante atividade
edematogénica. A analise da evolucgdo do edema demonstrou uma acao
rapida, induzindo um edema bem pronunciado nas primeiras duas horas apos
a inoculacdo, atingindo seu efeito maximo as duas horas, na concentracdo de
10pg (280,70 + 16,38)uL e regredindo gradativamente até 24 horas, como
mostra a Figura 74. Na concentracdo de 3ug, 0 edema apresentou o
comportamento semelhante ao da concentracdo de 10ug nas 24 horas, em
relacdo ao controle.
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Figura 74 — Cinética do edema de pata induzido por Philodryas
nattereri em (3ug/50uL) e em (10ug/50pL).
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Fonte: Autora (2011).

Os dados sdo expressos com a diferenca do volume da pata
experimental em relacdo a pata-controle. Cada ponto representa em média +
EPM de seis animais (*) significativamente diferente do grupo-controle (p<0,05),

analise estatitica por ANOVA e teste de Tukey.

5.9 Modulacdo Farmacoldgica no Edema de Pata

Os estudos de modulacdo farmacolégica consistram da avaliacao
dos efeitos do pré-tratamento dos animais com drogas usadas na clinica e
blogueadores de vias relacionadas a dor e edema. Foram analisados a
potenciacdo ou reducdo das atividade edematogénicas, utilizando as doses de
3ug e 10ug da peconha, com ativida maxima de duas horas respectivamente.

O edema induzido pela peconha da Philodryas nattereri (280,7 £
16,38) foi reduzido em animais pré-tratados com o anti-inflamatério esteroidal
dexametasona na concentracdo de 1mg/kg (106,9 * 6,22%) e soro anti-bothrops
(97+ 15,94%) em relacdo ao grupo controle na auséncia de qualquer tratamento
(150,67 + 0,49). Entretanto, o anti-inflamatorio indometacina 2mg/kg néo
apresentou nenhuma modificacdo no edema (202,0 + 17,51), como pode ser visto
na Figura 75 e Tabela 15.



110

Tabela 15 — Caracterizacdo farmacoldgica das atividades edematogénicas da
peconha da Philodryas nattereri. (*) Diferenca significativa do grupo tratado apenas
com a peconha (p< 0,05). Analise estatistica pelos teste de Mann Withney,
utilizando o software Statsoft Statistica 6.1.

Tratamento Dose Ed;ma Mann-withney
0 valor p
Peconha 3ug-10ug 280,7+16,38 <0,05
Dexametasona 1mg/kg 106,9+6,22 <0,05
Indometacina 2mg/kg 202,0+17,51 >0,05
Soro Anti-Bothrops 1:5vol. 97,0+15.94 <0,05

Fonte: Autora (2011).

Figura 75 — Representacdo grafica da modulacdo farmacolégica
do edema induzido pela peconha da Philodryas nattereri. PhN
representa o grupo-controle tratado somente com a peconha.
Cada ponto representa a média + erro-padrao da média de seis

animais.
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Fonte: Autora (2011).

5.10 Histologia do Edema

Nas Figuras 76 a 80 sdo apresentadas fotomicrografia do edema de pata
onde pode se vé as varias fases do processo inflamatério bem como a inibicédo
causada com a administracdo das drogas indometacina, dexametasona e Soro

antibothrépico.
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Figura 76 — Fotomicrografia do edema de pata
com solugdo salina; laminas analisadas
através de um microscopio de luz (n=6 -
coloracdo de hematoxilina-eosina-aumento de
100X).

Fonte: Autora (2011).

Figura 77 — Fotomicrografia do edema de pata causado pela pegonha
Philodryas nattereri na concentragdo de 10ug atingindo o pico maximo em duas
horas com bastante edema e infiltrado inflamatério nas laminas A e B (n=6 —
coloracdo de hematoxilina-eosina-aumento de 400X).

Fonte: Autora (211).



Figura 78 — Fotomicrografia do edema de pata causado pela pegonha Philodryas
nattereri na concentracdo de 10ug inibido com indometacina, processo
inflamatério em toda espessura, presenca de granuldcitos e neutréfilos nas
laminas A e B (n = 6, coloracéo de hematoxilina-eosina-aumento de 400X).

B AF - T WY

Figura 79 — Fotomicrografia do edema de pata causado pela pegonha Philodryas
nattereri na concentragdo de 10ug pré-tratado com dexametasona, leve edema
envolvendo toda espessura e infiltrado inflamatorio, granuldcitos e neutréfilos nas
[dminas A e B (n = 6, colorac@o de hematoxilina-eosina-aumento de 400X).
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 80 — Fotomicrografia do edema de pata causado pela peconha Philodryas
nattereri na concentracéo de 10ug prétratado por soro antibothrépico, edema néo
muito intenso, epiderme normal com discreto processo inflamatorio, poucos
granuldcitos e neutréfilos nas laminas A e B (n = 6, coloracdo de hematoxilina-
eosina-aumento de 400X).
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Fonte: Autora, 2011.
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5.11 Atividade Miotoxica Avaliada por Histologia e Proteina-quinase (CK)

A inoculacdo da pegonha da Philodryas nattereri no muasculo
gastrocnémio de camundongos com doses de 50ug avaliada nos tempos 2h, 4h,
24h, 48h demonstraram que a mesma produziu alteracées, como hemorragia em
focos, edema, parte da fibra muscular integra e balonizada em menor numero,
presenca de exsudato inflamatério e mionecrose. Nas quatro horas
permanecem a hemorragia em focos; a fibra muscular é destruida focalmente
e ha presenca de moderado exsudato inflamatério, que permanece até as oito
horas. Nas 24 e 48 horas, as fibras musculares apresentaram poucas
alteracbes em reparo e regeneracdo, discreto exsudato inflamatério.

O masculo gastrocnémio de camundongo injetado com salina
(0,05mL) preserva as caracteristicas normais de musculo estriado esquelético,
com células cilindricas multinucleadas, com nucleos periféricos e estriacdes
transversais visiveis ao microscopio optico (Figura 81 a 85).

A miotoxidade esta relacionada ao tempo, ou seja, apos 30 min da
injecdo, pode-se observar 0 inicio de mionecrose e apés duas horas, observa-se
o0 aparecimento de um infiltrado hemorragico que se estende até a 82 hora
(Figuras 81 e 82).

Apos este periodo iniciam-se uma regressdo e uma leve regeneracao
das fibras (Figuras 83 e 84) mostrando em 24 horas fibras normais circundadas
por infiltrado inflamatorio, hemorragia e restos de mionecrose (Figura 85).

Identificamos hemorragia em focos e parte da fibra muscular integra e
balonizada em menos namero, sem presenca de exsudato inflamatorio, no periodo

de duas horas.
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Figura 81 — Laminas com edema induzido por PhN (50ug) apds duas horas, visualizando no
microscopio 6ptico com (A) ocular de 10x e objetiva de 10x e (B) ocular de 10x e objetiva de
40x.

“

Fonte: Autora (2011).
Na figura 82, identificamos hemorragia em focos e parte da fibra muscular
destruida focalmente, bem como presenca de moderado exsudato inflamatério, no

periodo de quatro horas.

Figura 82 — Laminas com edema de 4 horas, visualizando no microscépio 6ptico com (A) ocular
de 10x e objetiva de 10x e (B) ocular de 10x e objetiva de 40x.
r ~ . e W | 7 . -
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Fonte: Autora (2011).

Na figura 83, identificamos hemorragia em focos e parte da fibra muscular
com degeneracdo e balonizagdo; moderado exsudato inflamatério, no periodo de

oito horas.
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Figura 83 — Laminas com hemorragia de oito horas, mostrando a atividade inflamatéria aguda,
visualizadas no microscopio 6ptico com (A) ocular de 10x e objetiva de 40x e (B) ocular de 10x e
objetiva de 40x.

Na figura 84, identifica-se fibra muscular com poucas alteracdes e em

reparo e regeneracao; discreto exsudato inflamatorio, no periodo de 24 horas.

Figura 84 — Laminas em regeneracao de 24 horas, visualizadas no microscépio 6ptico com (A)
ocular de 10x e objetiva de 40x e (B) ocular de 10x e objetiva de 40x.
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Na figura 85, identifica-se fibra muscular com poucas alteracdes e em

reparo e regeneracao; discreto exsudato inflamatorio, no periodo de 48 horas.
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Figura 85— Laminas em regeneracdo de 48 horas, visualizadas no microscopio 6ptico com

(A) ocular de 10x e objetiva de 40x e (B) ocular de 10x e objetiva de 40x.
N X 3 g | |

Fonte: Autora (2011).

5.11.1 Investigacdo da Participacdo de Proteina Quinase na Miotoxicidade

A degradacao de proteinas miofibrilares foi perceptivel a partir de
duas horas ap6s a inoculacdo da peconha. Neste mesmo tempo, as proteinas
decresceram para 364,0 92,0 mg/mL, quando em comparacdo com o musculo
controle. A analise evidencia metaloproteinas que a peconha €é capaz de

causar degradacdo de proteinas musculares.

Tabela 16 — Dosagem de proteina-quinase dos musculos inoculados
com 50pg da peconha da Philodryas nattereri. (*) Diferenca
significativa em relacdo ao grupo-controle (p>0,05). Andlise pelo Teste
t Student, utilizando o software Statsoft Statistica 6.1.

Controle Philodryas nattereri

Tempo média média

EPM EPM
2 horas 80,33 = 8,30 364,00 +92,00*
4 horas 53,25 * 6,30 248,30 + 69,60*
8 horas 54,00 + 6,00 157,00 + 41,00*
24 horas 75,50 = 10,49 72,33 * 14,15
48 horas 60,00 * 6,90 32,00 * 8,00

Fonte: Autora (2011).
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Figura 86 — Dosagem da proteina-quinase inoculada pela injecdo da
Philodryas nattereri. Cada ponto representa a média + erro-padrdo da
média de seis animais (*) significativamente diferente do controle. (p<0,05).
Andlise estatistica por ANOVA e Tukey, utllizando o software Statsof
Statistica 6.1.
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Fonte: Autora (2011).

5.12 Contor¢cbes Abdominais Causadas pela Peconha da

Philodryas nattereri

A atividade analgésica foi avaliada pelo teste de contor¢des
abdominais em camundongos Swiss machos, pesando entre 25 e 30g. A
peconha da Philodryas nattereri na dose de 100mg/kg, diluida em salina, foi
injetada por via intraperitonial. Os dados foram observados pelas contor¢cbes
abdominais, registradas durante um periodo de 30 minutos. A média de
contor¢cdes no grupo-controle (salina) foi de (20,0 £ 1,2) Figura 88. No grupo
tratado com acido acético e peconha, as médias e EPM foram 45,1 + 2,1 e

40,0 + 1,2, respectivamente.
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Figura 87 — Efeito da peconha de Philodryas nattereri
(100mg/kg) sobre as contorcoes abdominais em
camundongos Swiss.
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Fonte: Autora, 2011.

Salina foi utilizada como controle negativo e acido acético (0,8% v/v)
foi usado como controle positivo. Cada experimento representa a média =*
EPM de seis animais (*) significativamente diferente da salina p < 0,05, quando
em comparacdo com 0s grupos tratados. Analise estatisticamente por ANOVA,

seguida do teste de Newman-Keuls.



Determinagio dos Cromossosmos da

Philodryas nattereri e Olfersii
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6 DETERMINACAO DOS CROMOSSOMOS DA PHILODRYAS
NATTERERI E OLFERSSI

Os individuos das espécies Philodryas nattereri e Philodryas olfersii
apresentaram a mesma constituicdo cromossomica, independentemente do
local de coleta. Também ndo foram detectadas diferencas significativas entre
cariotipos de machos e fémeas analisados, ndo se constatando, portanto,
nenhum tipo de heteromorfismo cromossomico relacionado ao sexo. Os
cariétipos sdo compostos de 2n=36 cromossomos, como mostra as Figuras 88 a

91. O pareamento € discutivel, pelo decréscimo suti do tamanho dos

Cromossomaos.

Figura 88 — Metéfase de células da fémea de Philodryas nattereri com
2n = 36 cromossomos. Cari6tipo com 16 macrocromossomos e 20
microcro-mossomos, com a constricdo secundaria no quinto par de
Macrocromossosmos metacéntrico.
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Fonte: ALVES, 2011.



Figura 89 — Metafase de células sanguineas do macho de
Philodryas nattereri com 2n = 36 cromossomos. Cariétipo com 16
macro-cromossomos e 20 microcromossomos, com a constricdo
secundaria no quinto par de macrocromossosmaos metacéntrico.
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Fonte: ALVES, 2011.
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Figura 90 — Metafase mitotica de células sanguineas do macho de
Philodryas olfersii com 2n = 36 com a constricdo secundaria no
quinto par de macrocromossosmos metacéntrico. Cariétipo com
16 macrocromossomos e 20 microcromossomaos.
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Fonte: ALVES, 2011.
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Figura 91 — Metafase mitdtica de células sanguineas da fémea de
Philodryas olfersii com 2n = 36 com a constricdo secundaria no
quinto par de macrocromossosmos metacéntrico. Cariétipo com 16
macrocromossomos e 20 microcromossomos.
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7 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DA PECONHA DA SERPENTE
PHILODRYAS NATTERERI

O potencial antimicrobiano da peconha da serpente Philodryas
nattereri foi verificado pelo método de microdiluigdo em caldo de cultura sobre
as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella choleraesuis subsp.
Choleraesuis sorotipo cholerasuis ATCC 10708. Esse meétodo baseia-se na
avaliagdo da turvacdo visivel decorrente do crescimento microbiano no caldo
BHI. Foi observada presenca de turvagcdo em algumas concentracbes no
estudo, o que foi comprovado apdés a medicdo da absorbancia e andlise
desses resultados através de graficos.

Os resultados foram expressos na forma de meédia + erro-padrao
médio (EPM). Para comparagdo foram empregados o teste “t”e ANOVA (com
pos-teste de Bonferroni), utilizando-se como critério de significancia p< 0,05. Os
programas utilizados para efetuar a andlise estatistica foram Micosoft Excel

2007® e GraphPad Prism 5.0®.

Figura 92 — Perfil de inibicdo do crescimento bacteriano da
peconha da Philodryas naterreri. Os resultados séo expressos
em média + EPM. * p < 0,05 quando em comparac¢do com 0
correspondente grupo-controle.
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Fonte: Autora (2011).



Figura 93 — Perfil de inibicdo do crescimento bacteriano da
peconha da Philodryas naterreri. Os resultados séo expressos
em média + EPM. * p < 0,05 quando em comparacdo com o

correspondente grupo-controle.
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Fonte: Autora (2011).

Figura 94 — Perfil de inibicdo do crescimento bacteriano da
peconha da Philodryas naterreri. Os resultados sdo expressos
em média £ EPM. * p < 0,05 quando em compara¢do com o

correspondente grupo-controle.
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Fonte: Autora (2011).
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Figura 95 — Perfil de inibicdo do crescimento bacteriano da
peconha da Philodryas naterreri. Osresultados séo expressos
em média + EPM. * p < 0,05 quando em comparacdo com o

correspondente grupo controle.
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Fonte: Autora (2011).
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8 BIBLIOTECA DE cDNA

8.1 Resultados da Biblioteca de cDNA

A biblioteca de DNA foi iniciada com RNA extraido das células da
glandula da Philodryas nattereri (Ph), [DV] Dinoponera quadriceps (Glandula
Duvernoy); [DD] Dinoponera quadriceps (Glandula Ferrdo); [ARA] Aranha da
Amazonia; [PAC] Protopalitoua (Coral); [ML] Micrurus; [MM] Modelo molecular, junto
com a enzima transcriptase reversa usada in vitro para produzir transcritos de
DNA fita simples a partir das moléculas de RNAm. O gel de agarose mostrou
0 grau de pureza do RNA em que a quantidade e orendimento do RNA total
foram verificados para a integridade do rRNA 28S e 18S, por meio de gel de
agarose. Relembra-se que a extremidade 3 possui uma extensdo de adenina
(A) como oligonucleotideo iniciador para a transcriptase reversa. Os protocolos
seguem os Kit BD Biosciences, EUA.

Apés a degradacdo enzimatica do RNAmM, uma segunda fita de
DNA, complementar a primeira, é sintetizada pela DNA-polimerase. O DNA fita
dupla resultante foi chamado de DNA complementar (DNAc) (CAMPEBELL,
2010), como mostra nas figuras a seguir (Figura 96 a 99).

Figura 96 — Eletroforese em gel de agarose (TAE/Formamida) do
RNA total da glandula de peconha de Philodryas nattereri (Ph). [DV]
Dinoponera quadriceps (Glandula Duvernoy) [DD] Dinoponera
guadriceps (Glandula Ferrao); [ARA] Aranha da Amazoénia.

Fonte: Autora, 2011.



130

Figura 97 — Eletroforese em gel de agarose do DNA obtido a partir
do RNA total glandula de peconha de Philodryas nattereri (Ph).
[DV] Dinoponera quadriceps (Glandula Duvernoy); [DD]
Dinoponera quadriceps (Glandula Ferrdo); [ARA] Aranha da
Amazdnia; [PAC] Protopalitoua (Coral); [ML] Micrurus; [MM]
Modelo molecular.

Fonte: Autora (2011).

Figura 98 — Fracionamento do DNA, de acordo com o padrdo de distribuicdo de peso molecular dos
fragamentos.

Fonte: Autora (2011).
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Figura 99 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR de
clones isolados da biblioteca de cDNA da glandula de peconha de
Philodryas nattereri.
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Fonte: Autora, 2011.

8.2 Resultados dos clones da Biblioteca de cDNA

Os clones foram obtidos mediante a técnica de utilizacdo da DNA-
polimerase que faz copias parciais do fragmento de DNA que foi sequenciado
dos clones F3, H3, As: Clone 01 = F3, Clone 02 =H; e Clone 03 = A,.

>Clone01
GCTAGCGTATTAGCAAAATGGAGGTTGTCAAATTTCTCTTCGGAATTATACTAA
TTGTCTCAGCAGCGATGATTTCCATTGCTTTTGGATCTCCGATTGCCGATGCTC
GTGGAACTCCGGATGCTTATAGTTTTGGATCTTCGGGTGTTATTCCAGACGACT
TTCGGATTCGTTAAACGTGCGTGAAACCGGAAATTGTCCTGACAAGAAAATAA
AGAAAAAGGACAACTATACTTAATGAACGGAATATATGATATTTATGATACAG
TATATGTAATACCGCATAAATGTAGTATTGCTACTGTGAAATAAATTTTTCGTA
AAAATAAAAAAAAAAAA

>Clone02
CGTATTAGCAAAATGGAGGTTGTCAAATTTCTCTTCGGAATTATACTAATTGTC
TCAGCAGCGATGATTTCCATTGCTTTTGGATCTCCGATTGCCGATGCTCGTGGA
ACTCCGGATGCTTATAGTTTTGGATCTTCGGGTGTTATTCCAGACGACTTTCGG
ATTCGTTAAACGTGCGTGAAACCGGAAATTGTCCTGACAAGAAAATAAAGAAA
AAGGACAACTATACTTAATGAACGGAATATATGATATTTATGATACAGTATATG
TAATACCGCATAAATGTAGTATTGCTACTGTGAAATAAATTTTTCGNAAAAATA
AAAAAAAAAAA
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>Clone03
CCAAGCCAAGCCAAGATGCATCTCCAGGCTGTAGCTTCTGCTTTCCTCATCGT
TTTCCTTTGCCAACACAATGCTTTGGTCTCTGCCCTTGTGGATCTAACCCAGAC
ACTCCAAGGAAAACAGACCATCCCAGGACTGAATGATGGAGAATTAGCGAAG
ATACTTCAATGTATTCAAATCTCTGGCAAAGCCATCGACCTCATGGAAACACT
CAAGAGGATTGAGATTGTCACNCAGGTTTTGGTCAAAAAGCCAGATATGACCC
GCCCAGGACTGAATGATGAAGAATTANCGAAGATACTTCAGTGTCTTCAATCC
ACTGGCTTATCCGACAACAAGGAGAAATTAGCCAAGCAGCTTAAGGCTATGA
ACGAGGTTTTGGTCAAAAAGCCAGATATGCTTGCTGGACTGCTCAGTACACTC
GGTTCAACCGTAGAAAATCTCGGTTCAACCGTA

8.3 Sequenciamento Automéatico de DNA e Analise de Bioinforméatica

Todas essas andlises em Bioinformatica foram realizadas,
simultaneamente, com 0S parametros dados pelos programas
(http://lwww.unb.br/ib/cel/biomol/).

As sequéncias nucleotidicas com alta qualidade foram submetidas a
predicdo da sequéncia de aminoacidos, utilizando-se a ferramenta Bio Edit, e a
identificacdo das regides ORFs, que marcam o inicio da traducdo, com o cédon ATG
(metionina), e o término e desacoplamento do complexo ribossémico com os
cédons: TAA, TAG ou TGA (stop coédons). Foram identificadas também as
sequéncias que possuem a poliadenilacdo na regido C-terminal, bem como a
sequéncia sinal, AATAAA para a poliadenilacéo.

Todas as sequéncias (contigs e singletos) foram submetidas aos
programas de busca de similaridade em banco de dados ndo redudantes de
proteinas, por meio do algoritmo BLAST, a fim de atribuir provaveis funcées. Foram
utilizados os subtipos de Blast: blastn, que analisam a sequéncia de nucleotideo,
comparando-a com sequencias de nucleotideos depositadas e blast onde a
sequencia € traduzida nas seis possiveis fases de leitura e a andlise € feita contra
banco de proteinas (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) com valores de
expectancia (e-value) ajustados para <10 para a identificacdo das possiveis
funcdes desses ESTs (ALTSCHUL et al., 1990). As regides de provaveis peptideos
sinais foram preditas com o programa SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/) e os alinhamentos multiplos foram obtidos com o programa CLUSTALW?2

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).


http://www.unb.br/ib/cel/biomol/
http://www.unb.br/ib/cel/biomol/
http://www.cbs.dtu.dk/services/%20SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/%20SignalP/
http://www.unb.br/ib/cel/biomol/
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9 ESPECTROFOTOMETRO DE RESSONANICA MAGNETICA NUCLEAR

O espectroscopia **C-RMN reconheceu o esqueleto dos compostos do
carbono de acoplados ao **C-'H, decorrente da irradiacdo simultanea da amostra
com uma banda de frequencia intensa (desacoplamento de banda larga) como
mostra as Figuras 100 a 102.

Figura 100 — Espectrofotrometro de RMN da peconha da Philodryas nattereri (1d e 2d).
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Figura 101 — Espectrofotrometro de RMN da peconha

philodryas nattereri (1d e 2d) (Continuagéao).
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Figura 102 — Espectrofotrémetro de RMN da peconha da

philodryas nattereri (1d e 2d) (Cont.).
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10 DISCUSSAO

Neste ensaio, utilizamos diferentes metodologias para a analise dos
efeitos farmacolégicos da peconha da serpente Philodryas nattereri.

As peconhas ofidicas sdo, em geral, misturas complexas, contendo
componentes orgénicos e inorganicos, sendo que cerca de 90% destes sé&o
proteinas com ou sem atividade enzimatica, carboidratos, lipidios, aminas
biogénicas, nucleotideos, aminoacidos e peptideos (DEUTSCH; DNIZ, 1955;
IWANAGA; SUZUKI, 1979; BJARNASON; FOX, 1988/89). Enquanto isso, 0s
componentes inorganicos mais comuns sdo Ca'’, Cu'’, Fe'", K', Mg, Mn"",
Na®, P", Co™, e zZn™, sendo que alguns exercem funcdo de mantedores da
estabilidade estrutural de certas proteinas, como as metaloproteinases, que
sdo fatores hemorragicos, e outros funcionam como catalisadores em funcgdes
enzimaticas especificas (FRIEDERICH, TU, 1971; BJARNASON; FOX,
1988/89). No entanto, grande variabilidade na composicdo e atividade das
peconhas ofidicas é relatada em diversos trabalhos e pode ser observada em
diversos niveis: entre familias, géneros, inter e intra-especifica, sazonal,
ontogenética, sexual, geografica (CHIPPAUX, et al., 1991).

Segundo Weinstein e Kardong (1994) Hill e Mackessy (2000) e
Mackessy (2002), o teor de proteinas totais das peconhas de Dipsadidae é
amplamente variavel, ocorrendo diversificacdo da ordem de 15 a 100% em
varias peconhas estudadas.

A peconha da Philodryas nattereri, ap0s a liofilizagcdo, apresentou o
conteudo de proteinas totais de aproximadamente 80 — 86%, sendo, desta
forma, menos protéico do que a peconha de referéncia nacional de Bothrops
jararaca, o qual apresenta teor protéico total da ordem de 100%. Estes
achados corroboram o0s estudos realizados por Rocha e Furtado (2007) e
Acosta et al. (2003b).

No referido estudo, a peconha de Philodryas nattereri tem como
parametro de comparacdo a peconha de Bothrops jararaca. Ambas
apresentaram varias bandas, quatro delas como majoritarias em faixas de
peso molecular aproximado (20 a 80 Kda). Estes achados podem reforcar

hipoteses de estreita semelhanca no que diz respeito as acbes e atividade da
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peconha de representantes das familias Dipsadidae e Viperidae e corroboram
a analise eletroforética realizada em Rocha et al., (2005).

As peconhas das Dipsadidae, nos dultimos anos, s8o0 mais
frequentemente estudadas e muitos de seus componentes e acdes sao
descritos. De modo geral, sugere-se que ha uma grande semelhanca entre
algumas destas toxinas e dos membros da familia Viperidae, em razdo da
presenca de proteases, fosfolipases, hialuronidases, entre outras enzimas que
levam a lesdo local, culminando em edema, dor (hiperalgesia), equimose,
bolhas e necrose (PUORTO ; FRANCA, 2003; SALOMAO et al, 2003), e
complicagbes sistémicas mais severas como insuficiéncia renal aguda (ROCHA
et al., 2008) e alteragcbes no sistema cardiovascular.

Os fatores que influenciam na composicdo e, consequentemente, na
atividade bioléga da peconha sdo a localizacdo geografica do animal,
alimentacdo, idade, género e espécie (ROCHA e FURTADO, 2005). Uma vez
gue ha variabilidade dos sinais e sintomas dependendo da espécie, o0 estudo
de peconha de serpentes até entdo nao conhecidas e estudadas é
fundamental para se compreender as possiveis complicagcbes que possam vir
a ocorrer no caso de acidentes com essas serpentes.

Com o objetivo de esclarecer os mecanismos pelos quais a
peconha da Philodryas nattereri induz varios efeitos farmacoldgicos, estudamos
o sistema de perfusdo de rim isolado, o qual permite avaliar os efeitos
funcionais e morfolégicos de uma substancia sobre esse 6rgdo, sem
interferéncias de fatores sistémicos.

A administracdo da peconha de P. nattereri (lpug/mL e 3upg/mL) no
sistema de perfusdo renal sugere uma acdo nefrotdxica, pois verificamos
reducdo na pressdo de perfusdo (PP), na resisténcia vascular renal (RVR), e
no ritmo de filtracdo glomerular (RFG). Ocorreu, contudo, um aumento
significativo em relacdo ao fluxo urinario nos tempos de 90 minutos e 120
minutos. O percentual de transporte total de sddio (%TNa) e potassio (% K) e
cloro (% CI) diminuiu, enquanto o clearance osmotico (Cosm) foi maior em
relacdo aos controles.

Esses resultados tém muita semelhanca com os encontrados por
Monteiro e Fonteles (1999), Havt et al. (2008) e Braga (2006) com as peconhas

das serpentes Bothropos jararaca e Bothrops insulares nas mesmas condi¢des
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experimentais. Como € bastante difundido, as peconhas botropicas sé&o
caracterizadas por promoverem hipotensdo em diversos casos de acidentes
envolvendo as serpentes desse género. OS mecanismos que promovem esse
vasorrelaxamento sistémico provavelmente sd8o 0s mesmos que afetam a
pressdo de perfusdo renal de forma a reduzir os valores desses parametros
como encontrado nos estudos realizados com a peconha da Philodryas
nattereri.

Por ndo conhecemos em sua totalidade a peconha bruta da
Philodryas nattereri, ndo se pode afirmar que a reducdo da pressdo de
perfusdo renal observada nos experimentos realizados pode decorrer de um
componente especifico. Mesmo com essa limitagdo, mediadores como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF —a), interleucina-1 (IL -1), IL-6, IL -10 e interferon-
gama (IFN-Y) podem estar envolvidos nesse processo de diminuicdo da
pressdao de perfusdao renal, uma vez que peconhas geralmente induzem a
liberacdo dessas substancias, como reportado anteriormente (PETRICEVICH et
al., 2000). Pode haver, ainda, compostos que exercam acao direta no tecido
renal. Esses mediadores inflamatérios, com potencial relaxante, podem ter
contribuido para a reducdo da resisténcia vascular renal neste experimento.

Sabe-se que nas peconhas ofidicas existem varias enzimas com
atividade proteolitica, dentre elas, as metaloproteinases, hialuronidades,
fosfolipases A,;, que podem atuar por acdo direta sobre diferentes substratos,
causando destruicdo de estruturas teciduais renais pela ativacdo e liberacdo de
mediadores celulares e moleculares do processo inflamatério como
prostaglandinas, citocinas e fatores do complemento (GUTIERREZ; RUCAVO,
2000).

As prostaglandinas (PGE, PGIl,) sdo poderosos vasodilatadores
intrinsecos e atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores
inflamatorios, como a histamina e a bradicinina. Os niveis basais das
prostaglandinas PGE,, PGIl, sdo importantes na manutencdo do fluxo
sanguineo renal e do ritmo de filtracdo glomerular (RANG; DALE; RITTER,
2007). Como os resultados apresentaram semelhanca com os das peconhas
das botropicos, esses destacaram varios peptideos que intensificam a resposta
a bradicinina, um peptideo isolado da peconha de varias bothrops (FERREIRA
et al., 1970, 1992, 1998). A bradicinina participa fisiologicamente da regulacao
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da pressdo sanguinea e da funcéo renal. Trata-se de uma potente substancia
vasodilatadora que atua através da ativagdo de receptores [3,, estimulando a
liberacdo de NO, prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(MOREAU et al.,, 2005). Guimardes et al. (1986) demonstraram que a
bradicinina diminuiu a resisténcia vascular renal e da pressdo de perfusdo
observados em estudos como este.

A peconha da Philodryas nattereri na dose de 3ug/mL alterou a
histologia renal como dilatacdo tubular, tendendo para degeneracéo, lesdes
reversiveis que refletem as fases iniciais da agressdo tOxica da peconha. A
retencdo de ions é a causa dessa degeneracdo ocorrendo a reabsorcao
tubular, promovendo uma reducdo do transporte de ions sbdio, potassio e
cloreto, assim como o aumento do clearence osmatico (BRAGA, 2006).

Observou-se depésito de material proteico dentro dos tubulos e nos
espacos de Bowman, sem alteragbes nos vasos, lesdo no epitelial tubular,
acarretando o acumulo de proteinas liberadas no citoplasma das células
lesadas, juntamente com residuos citoplasmatios. Esses achados histolégicos
corroboram o0s resultados de espécies do género Bothrops (HAVT 2001;
BRAGA 2006, BURDMAN et al., 1993).

Avaliou-se 0 potencial citotoxico da peconha da Philodryas nattereri
utilizando cultura de células tubulares renais (MDCK). Trata-se de uma
linhagem com caracteristicas morfologicas e funcionais semelhantes as células
do tdbulo coletor distal de mamiferos (COLLARES-BUZATO; SUEUR; CRUZ-
HOFLING, 2002).

Inicialmente verificamos se a peconha da Philodryas nattereri era
capaz de induzir morte celular, utilizando o ensaio do MTT, técnica usada
para verifiar a capacidade de reducdo mitocondrial e viabilidade celular
(MOSMAN et al.,, 1993). Os resultados mostram que a peconha apresentou
toxicidade para as células, reduzindo de forma significativa a viabilidade
celular nas concentracbes 50 e 100ug/mL.

Véarios autores concordam com a idéia de que a acdo proteolitica das
peconhas ofidicas tém um importante papel citotoxico em varios tipos
celulares (DAMICO, 2007; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; PRIANTI-JR et al.,
2003), podendo, desta forma, provocar efeitos deletérios no epitélio tubular

renal. Isso poderia também ocasionar a perda da funcdo de transporte das
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células epiteliais renais, diminuindo o transporte de eletrolitos, como saédio,
potassio e cloro observados nesse estudo.

A peconha também apresenta metaloproteinases que podem causar
protedlise da matriz extracelular, interrompendo a adesdo célula- matriz e
induzindo apoptose em linhagens de células endoteliais (BALDO et al., 2008).
A peconha da Philodryas nattereri demonstra efeito citotoxico em Vvarias
linhagens celulares. A citotoxidade se mostra como inducdo de apoptose e
parece envolver a producdo de peréxido de hidrogénio, e o aumento na
concentragdo de H;O, pode induzir a ruptura de membranas, parada do
crescimento celular e consequentemente morte celular (NAUMANN et al.,
2011).

Analisando os resultados referentes aos experimentos utilizando o
modelo de pressédo arterial, foi notada uma diminuicdo significativa da pressao
arterial média em ratos tratados com a peconha de Philodryas nattereri sendo
dose — dependente. As frequéncias cardiaca e respiratdria também reduziram
significativamente apd6s a infusdo da peconha nas concentracdes das doses de
100 e 300pg/mL.

Embora o mecanismo de acédo hipotensor da peconha nao seja
elucidado, mas partindo-se de uma premissa cientifica seguida por Rocha e
Silva (1949) e Ferreira (1970), onde, mediante observacdo de efeitos causados
pela picada da serpentes Bothrops jararaca que provoca uma subita queda
de pressdo arterial nas vitimas, € possivel sugerir que o efeito hipotensor
decorra de um fator potencializador de Bradicicina presente na peconha de
jararacas (FERREIRA, 1965; AMORIM et al.,, 1967; FERREIRA et al.,, 1994).
Assim como foi pesquisado anteriormente na peconha das B. jararaca, €
possivel investigar o mecanismo envolvido no efeito hipotensor da Philodryas
nattereri.

Por outro lado, o endotélio vascular vem aumentando seu papel na
importancia do controle do ténus vascular e no controle da pressao arterial,
fluxo cardiaco e débito cardiaco, atuando ndo apenas como barreira passiva
entre o plasma e o liquido extracelular mas como fonte de numerosos

mediadores quimicos potentes.
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Esses mediadores controlam ativamente a contracdo do musculo
liso subjacente e também influenciam a acdo das plaquetas e das células
mononucleares (WANG, et al.,, 2004).

As células endoteliais tém a capacidade peculiar de sintetizar e
secretar substancias vasoativas que controlam o fluxo sanguineo, por exemplo,
o0 Oxido nitrico, a prostaciclina e peptideo vasoativo, como a endotelina
(FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

O fator de relaxamento derivado do endotelio (EDRF, Factor of
Endotelial Relaxation) foi descoberto por Furchgott e Zawadzki, em 1980, e
identificado subsequente como 6xido nitrico (NO) pelos grupos de Moncada e
Ignorro (Dusse et al.,, 2003). O reconhecimento deste mediador expandiu
enormemente a compreensdo do papel desempenhado pelo endotélio.

O NO é o ativador enddégeno da guanilato-ciclase sollavel, resultando
na formacdo de GMP., que atua como segundo mensageiro em muitas
células, incluindo nervos, musculo liso, mondcitos e plaquetas (DUSSE et al.,
2003).

O NO mostra-se particularmente importante nos vasos de resisténcia,
em virtude da sua liberacdo continua, produzindo um ténus vasodilatador e
contribuindo para o controle fisiolégico da pressédo arterial (RANG et al., 2007);
(FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

A peconha da serpente de Philodryas nattereri promoveu, em anel de
aorta, vasodilatacdo parcial da contracdo, induzida tanto por estimulo
eletromecanico como por estimulo farmacomecanico. E improvavel que esta agéo
decorra de um suposto efeito indireto, visto que a recuperacdo do tecido apds a
exposicao a peconha de Philodryas nattereri foi possivel, indicando que seus efeitos
sdo reversiveis. Seu efeito vasodilatador pode ser o efeito reflexo dos
barorreceptores relacionado a sua capacidade de reduzir a pressao arterial média
em ratos anestesiados, conforme 0s experimentos anteriores em que
concluimos essa hipétese.

As peconhas de Dipsadidae, nos dltimos anos, sdo mais
frequentemente estudadas e muitos de seus componentes e acdes sao
descritos. De modo geral, sugere-se que ha uma grande semelhanca entre
algumas destas peconhas e membros da familia Viperidae, em razdo de

presenca de proteases, fosfolipase, hialuronidases, entre outras enzimas que
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levam a lesdo local, culminando em edema, dor (hiperalgesia), equimose,
bolhas e necrose (PUORTO; FRANCA, 2003; SALOMAO et al., 2003).

As proeminentes atividades edematogénica e hiperalgésica,
caracteristicas em acidentes ofidicos, e seus rapidos desenvolvimentos, sao
tipicos sinais do processo inflamatério agudo, decorrente da acao de
substancias enddgenas liberadas apdés o estimulo lesivo, como bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, entre outros (LOMONTE, 1994; CHACUR et al.,
2001). Varios componentes das peconhas podem ser responsaveis pela
formacdo do edema, tais como aminas biogénicas, pequenos peptideos,
proteinas, esterases, enzimas liberadoras de cininas; porém ainda sao
escassas as pesquisas quanto a purificacdo e caracterizacdo destes
componentes (GUTIERREZ ; LOMONTE, 2003).

E interessante notar que poucos trabalhos tratam da elucidacio dos
processos envolvidos no edema e na hiperalgesia, que s&o 0s sintomas mais
evidentes nos envenenamentos causados por colubrideos e Dipsadidae
(NICKERSON ; HENDERSON, 1976; SILVA; BUONONATO, 1983/84; RIBEIRO
et al., 1999; SALOMAO et al., 2003). Estudos do desenvolvimento do edema
induzido por Philodryas nattereri determinaram sua dose minima
edematogénica como 3ug, sendo mais edematogénica do que algumas
peconhas de botrépicos (ACOSTA et al., 2003b; PEICHOTO, et al., 2004).

Experimentos realizados com peconha de serpentes mostram que a
iniciacdo e o tempo requerido para que 0 edema atinja sua acdo maxima
variam consideravelmente (VISHWANATH et al.,, 1987; SELISTRE et al., 2005;
TAN; SAIFUDDIN, 1990).

Os resultados mostraram que a peconha traz uma acéo
edematogénica maxima de duas horas apOs a inoculacdo, seguida por um
gradual declinio igualando-se ao controle em 24 horas, sendo 3ug a dose
minima edematogénica determinada, achados estes que corroboram o0s
resultados encontrados por Rocha et al.,, (2006). A peconha de Philodryas
nattereri demonstra uma cinética rapida de duas horas enquanto outras
peconhas como, por exemplo, Bothrops alcancam seu pico de edema trés
horas ap6s a inoculacdo (BARBOSA et al.,, 2003).

Observou-se ainda, que as respostas nociceptivas apresentaram um

padrdo onde a maior reatividade dos animais se mostrou aproximadamente
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entre 20 e 30 minutos apds a inoculagdo e o pico maximo de edema é
atingido em duas horas ap6s a inoculacdo. Poderia sugerir, entdo, que tais
atividades estariam ligadas diretamente ao processo inflamatério, porém
estudos mais especificos, como as investigacfes realizadas por Teixeira et al.
(1994) para a peconha de Bothrops jararaca, Ferreira (2000) para a peconha
do peixe Thalassophryne nattereri e, Chacur et al. (2001) para a peconha de
Bothrops asper, sd@o necessarios para a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na dor e no edema, bem como sua ligacdo com a reacgao
inflamatéria. A lesdo tecidual local representa a principal causa de dor e
isso resulta possivelmente na liberacdo local de uma ampla variedade de
agentes bioquimicos que podem estar envolvidos na formacdo do edema e
gue agem sobre as terminagcdes nervosas. Os receptores opioides nas
terminacdes nervosas mediam a inibicdo da liberagdo de neurotransmissores,
gue podem agir diretamente ou propiciar a liberacdo de outros mediadores
gue atuariam no desenvolvimento da dor e do edema. Segundo Lopes (2008),
com a peconha de Philodryas patagoniensis observou os mesmos resultados
encontrados em nossos experimentos. Para testar o envolvimento de
receptores opioides na mediacdo da dor e do edema, eles usaram um
analgésico opiode de acdo central. O analgésico foi capaz de reduzir a dor,
mas ndo o edema.

Inibidores do metabolismo do acido araquidénico podem prevenir o
edema induzido por numerosos agentes flogisticos (HO et al.,, 1993; ERD et
al.,, 1993).

A ciclooxigenase (COX) é a enzima que catalisa a biossintese de
prostaglandinas a partir do substrato acido araquidénico (VANE et al., 1998).

Os eicosanoides prostaglandinas (PGs) tém uma gama de atividades
biolégicas, as quais sdo importantes em processos fisiologicos e
fisiopatoldgicos, incluindo a inflamacdo (MITCHELL etal., 1995; PORTANOVA
et al., 1996; SMIT et al., 1998). Prostaglandina E, (PGE;) €& o principal
produto em sitios inflamatdrios e contribui para o aumento do fluxo sanguineo
local, formacdo de edema e sensibilizacdo a dor (GIULIANO; WARNER,
2002).

Metabdlitos do araquidonato possivelmente produzidos pela via das

ciclooxigenases podem estar envolvidos na formacdo do edema e na inducao
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da nocicepcdo pela peconha da P. nattereri, uma vez que a Indometacina,
um inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases, nao foi capaz de reduzir ambas
as atividades, como demonstrado em nosso trabalho.

Outra evidéncia da participacdo da via que envolve os metabdlitos
do acido araquiddnico no desenvolvimento do edema por P. nattereri também
foi encontrada, uma vez que o corticoster6ide dexametasona reduziu
significativamente a atividade edematogénica da peconha, assim como ocorre
nas peconhas de Philodryas patagoniensis (LOPES, 2008), Bothrops
lanceolatus (GUIMARAES et al., 2004), Bothrops asper e Bothrops jararaca
(OLIVO et al.,, 2007), Bothrops insularis (BARBOSA et al., 2003), e Lachesis
muta rhombeata (SOARES DE MOURA et al., 1998).

A dexametasona, de forma indireta inibe fosfolipase A,, uma enzima
criticamente envolvida na mobilizagdo do acido araquidénico dos fosfolipidios
de membrana, mediante a liberacdo da lipocortina (FLOWER, 1989). Os efeitos
aqui observados podem também ter um envolvimento na acdo direta sobre
leucocitos e outros tipos celulares que inibem a liberacdo de citocinas
(ANGELI et al., 1999) ou outros mediadores inflamatérios envolvidos nas
respostas induzidas pela peconha.

Estes corticosteréides podem, adicionalmente, interferir com a
expressdo da molécula de adesédo intercelular (ICAM-I ) e a liberacdo de
guimiocina KC de mastdcitos, suprimindo assim, a acumulacdo leucocitaria
(TAILOR et al., 1999), e também inibir a penetracdo dos leucdécitos por meio
das juncbes das membranas (KATORI et al.,, 1990). Estes e outros efeitos da
dexametasona ndo mediados pela lipocortina poderiam contribuir para o efeito
do corticosteroide no edema induzido pela peconha.

Dentre o0s mediadores possivelmente envolvidos em vias de
desenvolvimento de dor e edema, testamos também as chamadas aminas
vasoativas, como a serotonina e a histamina, que exercem papel fundamental
na inflamacédo, sendo capazes de causar dilatacdo de vénulas pdés-capilares e,
consequentemente, aumentar o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular
(BARNES et al., 1995). Além disso, elas estdo implicadas em processos
inflamatérios (BESSON, 1997). A  histamina e a serotonina agem

sinergicamente com a bradicinina, induzindo hiperalgesia (LAVICH et al., 2003).
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A serotonina é estocada em plaguetas e mastocitos, sendo capaz
de ser liberada sob estimulo inflamatério (HOURANI; CUSACK, 1991). Esta
amina estd envolvida na inflamacdo por via de receptores serotoninérgicos 5-
HT,;, 5-HT,, 5-HTs;, 5HT; e HT; (SUFKA et al., 1992; DOAK ; SAWYNOK,
1997; PARADA et al.,, 2001; LAVICH et al.,, 2003). Por outro lado, diversos
autores mostram que a serotonina desempenha importante papel na inducao
do edema por diversas peconhas (GUIMARAES et al., 2004; NASCIMENTO Jr.
et al., 2005).

Nossos resultados ora aqui relatados demonstraram que o0 pré-
tratamento com soro antibothrépico inibe o edema induzido pela peconha da
Philodryas nattereri pela metade.

O soro antibotropico contém imunoglobulinas espécificas purificadas
do plasma de animais hiperimunizados, que foram capazes de neutralizar as
atividades hemorragica, hemolitica e necrosante do processo inflamatorio.

Grande parte das peconhas com acdo local exibe altos niveis de
atividade fosfolipasica A,. Entretanto a peconha aqui estudada expressa
diminuta atividade de fosfolipase (ROCHA et al., 2006) e a auséncia desta
atividade pode sugerir que mecanismos peculiares estejam envolvidos no
desenvolvimento dos sinais locais ocasionados por estas peconhas. Entéo,
resolvou-se investigar mais profundamente as alteracdes induzidas diretamente
na microcirculagdo, uma vez que a manutencdo da integridade do tecido
depende da microvasculatura e modificacbes no comportamento da rede
microcirculatoria levam a condicbes patoldgicas. As modificacbes vasculares
associadas a processos inflamatérios, hipertensdo, distirbios de coagulacdo
ocorrem em virtude desses eventos que se iniciam no plano microvascular
(BRAIN, 1994).

A resposta inflamatéria compreende eventos vasculares, celulares e
linfaticos (ALBEDA; BUCK, 1990; OSBORN, 1990) e esta intimamente ligada a
inducdo e a severidade dos efeitos locais desencadeados por peconha de
ofidicos.

Entre os eventos vasculares, estdo as alteracbes hemodinamicas
gue culminam no extravasamento de proteinas plasmaticas para o tecido

adjacente. Inicialmente ocorre uma vasoconstriccdo transitéria, seguida de uma
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vasodilatacdo, que favorece o aumento de fluxo sanguineo, causando calor e
rubor no local da injuria.

Essas alteracbes sdo seguidas por mudancas estruturais na parede
do vaso, caracterizadas, principalmente, pela contracdo de células endoteliais
e abertura de juncbes entre essas células. Isto, por sua vez, leva ao
crescimento da permeabilidade vascular e extravasamento de proteinas
plasmaticas para o tecido intesticial (KOWAL-VERN et al., 1997; RANKIN,
2004), que caracteriza o edema inflamatério (JANEWAY; TRAVERS, 1994;
TEDGUI; MALLAT, 2001). As vénulas pos-capilares sdo o principal sitio de
controle do processo inflamatorio e participam ativamente dos seus eventos
vasculares, pois €& nesses vasos que as células endoteliais irdo agir,
dependendo do estimulo, aumentando a permeabilidade vascular, levando a
formacdo do edema e ou iniciando eventos que levam a acumulacdo de
células inflamatérias em tecidos (BRAIN, 1994; LOPES, 2008).

As alteracdoes de diametros de vénulas aqui observadas indicam que
a peconha de P. nattereri pode agir na inducdo dos eventos inciais do
processo inflamatério agudo, o qual, posteriormente, culminard no aumento da
permeabilidade vascular, formacdo do edema e acumulo de células no local
da inflamacédo. Tal perfil de diametros de vénulas aqui relatado foi também
observado por Farsky et al.,, (1999) com a peconha de B. Jararaca, e Lopes,
(2008), com a peconha Philodryas patagoniensis.

A mionecrose pode ser causada pela acdo direta de miotoxinas das
peconhas sobre a membrana plasmatica das células musculares, e indireta,
pelo desenvolvimento de isquemia, resultante de drasticas alteracbes causadas
por tais peconha (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989; GUTIERREZ; RUCAVADO,
2000; MACKESSY, 2002). As miotoxinas sdo um grupo de componentes
responsaveis pelo dano muscular, sendo estes componentes denominados
“‘miotoxinas com estrutura de fosfolipase A,”. Se, entretanto, em algumas, pode
estar ausente o efeito enzimatico (MANDELBAUM; ASSAKURA, 1988; HOMSI-
BRANDEBURGO et al., 1988; GUTIERREZ et al., 1989; SELISTRE et al.,
2005; MOURA-DA-SILVA, et al., 1991; LOPES, 2008).

Em decorréncia de pouca informag¢do disponivel sobre a importancia
da miotoxicidade no modo de acdo das secrecbes de Dipsadidae,

investigamos, com andlises histologicas, as lesdes induzidas pela peconha de
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Philodryas nattereri em musculo gastrocnémio de camundongos. As analises
mostraram que a pegonha foi capaz de induzir alteragbes morfolégicas como
hemorragia interfibrilar, edema, infiltrado inflamatério polimorfonuclear e necrose
de fibras.

Estudos sobre a atividade miotoxica desta peconha, avaliada in
vitro, mostram algumas discrepancias no que diz respeito a liberacdo da
enzima intra-muscular creatino-quinase (CK) (COSTA, 2006), a qual é
frequentemente utilizada como marcador de lesdo muscular. Peichoto et al.
(2004) mostraram que 50ug da peconha foram capazes de induzir um
aumento do nivel sérico de CK, o qual foi significativo a partir de duas horas
apos a inoculacdo e atingiu seus maiores valores entre duas e quatro horas
apos a inoculacdo da peconha. Segundo Mebs et al.,, (1978), a dosagem dos
niveis séricos de creatino-quinase € um método clinico estabelecido para a
estimativa de doencas envolvendo células musculares, isto €, danos celulares
e/ou mionecrose. Nossa avaliacdo histologica dos efeitos miotdxicos corrobora
0os estudos realizados por Peichoto et al. (2005) e Rocha et al., (2006) no que
diz respeito as alteracdes induzidas in vivo. LesOes semelhantes também
foram encontrados para a peconha de Philodryas olfersi (ACOSTA DE PEREZ
et al., 2003b; ROCHA et al., (2006). Tais alteracdes sdo também descritas para
peconha de espécies do género Bothrops, mas nesses casos, a intensidade e
os intervalos de tempo nos quais as lesfes sao vistas diferenciam daqueles
aqui mostrados, podendo indicar mecanismos diferentes na inducdo da
mionecrose (GUTIERREZ, 2002).

A injecdo intraperitoneal da peconha P. nattereri induziu um
significativo processo inflamatério semelhante ao do &cido acético, avaliado pelo
namero de contor¢des abdominais. Os registros apontam uma nova Visado
sobre a importancia médica dos representantes da familia Dipsadidae.

Dessa forma, a pesquisa de atividades biologicas nessas fontes se
torna uma importante ferramenta de screening, pois sdo responsaveis pelos
efeitos observados, sendo realizados estudos de mecanismo de acdo e
toxicidade, tanto na busca de substancias de valor terapéutico quanto por
ferramentas farmacoldgicas e de diagnostico (FERREIRA et al., 2008).

O potencial antimicrobiano, observado com a peconha da Philodryas

natterier com Staphylococcus aureus, demonstrou efeito inibitério sobre o
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crescimento de maneira significativa em varias concentragfes, enquanto contra
Pseudomonas aeruginosa sO inibiu o crescimento de maneira significativa na
concentragdo de 200pg/mL. Em relagdo as cepas de E. Coli e Salmonela,
observamos pequena inibicdo parcial sobre as cepas testadas.

Os efeitos antibacterianos das peconhas de varias serpentes,
(Dipsadidae, crotalideos, viperideos e elapideos), provavelmente podem
decorrer das citotoxinas fatores liticos direto e enzimas fosfolipase A, (FLAz)
contidas nessas peconhas (BLAYLOCK, 2000). Também a LAAO presente na
peconha de serpentes mostra acdo antimicrobiana sobre diversos
microorganismos. Esse efeito € muitas vezes decorrente da producdo de
peréxido de hidrogénio a partir da atividade catalitica dessa enzima sobre
aminoacidos, como observado por Ciscotto et al. (2009). Samy et al. (2007)
demonstraram o efeito antibacteriano de L-aminoacido — oxidase isolada de
Crotalus adamanteus e Bothrops asper sobre Staphylococcus aureus e
Proteus mirabilis, usou 0 mesmo modelo Stiles et al. (1991). Em
contrapartida, a peconha total de Bothrops leucurus inibiu o crescimento de S.
Aureus, enquanto sua fracdo L-aminoacido oxidase nao inibiu nenhuma das
cepas testadas (TORRES et al.,, 2010). Tal resultado pode ser explicado pela
producdo de peroxido de hidrogénio, pois se acredita que esse composto
induza a ruptura da membrana microbiana e, consequentemente, o0
extravasamento do conteudo citoplasmatico (TOYAMA et al., 2006).

Outra possivel razdo para essa diferenca de susceptibilidade entre a
peconha bruta e a fracdo de LAAO (L-aminoacido-oxidase) pode ser explicado
pelo que Nunes et al. (2011) apresentaram sobre o efeito antibacteriano de
uma lectina presente nas peconha das serpentes, o qual ndo foi capaz de
inibir o crescimento das bactérias Gram-negativas, como E. Coli e K.
Pneumoniae. Os autores explicam que uma possivel razdo é a dificuldade
gue a lectina da peconha bruta tem em atravessar as paredes celulares das
bactérias Gram-negativas para chegar ao espaco periplasmatico, por ser capaz
de se ligar a peptidoglicanos da parede celular de Gram-positivos, mas n&o
de Gram-negativos.

A vista dos resultados resolveu-se conhecer melhor a peconha bruta
da Philodryas nattereri, mediante as técnicas de DNA recombinante, uma

poderosa ferramenta para o estudo da genética de qualquer organismo pelo
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isolamento do DNA de praticamente qualquer gene. Um gene particular pode
ser isolado e produzido em grandes quantidades por meio de clonagem, e
sua informacdo genética pode ser lida pelo sequenciamento. Pode-se concluir
gue a biblioteca de cDNA da glandula da peconha da serpente Philodryas
nattereri exibe um resultado condizente com o de outras serpentes botropicas
jA estudadas por outros pesquisadores.

Na tentativa de encontrar um método alternativo ao isolamento e a
purificacdo de proteinas de peconha de serpentes, foram realizadas a
amplificagdo e a clonagem de cDNA isolado da glandula de peconha da
serpente P. nattereri, que apresenta genes de varios pares de bases. Estes
genes codificam proteinas de varios residuos de amino&cidos, com massa
molar e ponto isoelétrico (GALLAS e SILVEIRA, 2011).

A expressdo dos genes foi realizada em E. Coli, como corpos de
inclusdo, seguida de renaturacdo da proteina a sua estrutura nativa, conforme
ja observado em varios trabalhos (CHANG et al.,, 2007; WARD et al., 2001;
YANG et al.,, 2003; ROBERTO et al.,, 2004)

A técnica de RMN é importante para investigacdo a nivel molecular,
permitindo obter informacdo estrutural e dindmica para qualquer estado da
matéria, uma vez que existem relacdbes muito proximas entre os dados
obtidos por 'H—RMN e o arranjo dos prétons na molécula invastigada. Esta
técnica vem sendo muito usada fruto das enorme vantagens que possui,
nomeadamente a possibilidade de estudar um elevado numero de ndcleos e
em todas as fases (gas, liquido e sdlido), elevadas intervalos de temperaturas,
técnica ndo destrutiva e segura (CHAVES, et al., 2004), (OLIVEIRA, 2006).
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10 CONCLUSAO

Com suporte nos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

v' a peconha Philodryas nattereri possui aproximadamente 80% de

proteinas quando comparada a peconha Bothrops jararaca.

v’ as alteracBes renais promovidas pela peconha da Philodryas
nattereri ocorreram em todos os parametros renais (vasculartes e
tubulares) estudados em pelo menos uma das concentracbes
avaliadas;

v/ as principais estruturas renais afetadas pela peconha da
serpente Philodryas nattereri foram os tubulos renais,
provavelmente por acdo da peconha a essas estruturas, além da
possibilidade de dano direto as estruturas renais, a diminuicédo
da pressdo de perfusdo renal colabora para um aumento dos
danos aos tecidos renais, uma vez que, in vivo e in vitro, iSso

pode representar hipoxia e isquemia, gerando injuria tecidual;

v' a peconha da Philodryas nattereri exerce um efeito citotoxico em

cultura de células MDCK e RAW nas maiores concentracoes;

v’ a atividade vascular da peconha aparentemente depende do tipo
de vaso no qual a toxina age, uma vez que nao se verificaram
alteracoes fisioldgicas e/ou histologicas em relacdo aos vasos renais

e em anel de aorta;

v a peconha bruta de Philodryas nattereri demonstrou uma acéao
hipotensora e bradicardica, independentemente de ativacdo de
guimioceptores ventriculares do sistema nervoso parassimpatico,

com bloqueio na conducédo elétrica cardiaca;

v a peconha é capaz de induzir edema de pata dose-dependente,
atingindo atividade maxima em duas horas ap0s a inoculacao,
tendo a possivel participagdo de metaloproteinases e sendo

mediado pela via das leucoxigenases (prostaglandinas);
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demonstrado pela inibicdo do efeito com dexametasona e soro anti-
bothrops. Entretanto, indometacina mostrou-se ineficaz nesse

mecanismo;

as contorgcbes abdominais causadas pela peconha da Philodryas

nattereri ocorrem muito perto do resultado com acido acético;

a peconha induz degradacdo de proteinas musculares nao
coldgenas e miofibrilas totais;

a serpente Philodryas nattereritem um ndmero de cromossomos
2n=36, igual ao da serpente Philodryas olfersii também com
2n=36 cromossomo; pertencendo a mesma familia Dipsadidae,

antes Colubridae;

a peconha Philodryas nattereri exibe potencial antibacteriano,
sendo capaz de inibir parcialmente o0 crescimento de
Staphylococcus aureus, Salmonella, pouca inibicdo Pseudomonas

aeruginosa, mas nao ocorreu nenhuma inibicdo em E. coli;

a analise dos transcritos da glandula de peconha da serpente
Philodryas nattereri fornece a primeira visdo global dos genes
ttranscritos da glandula de peconha. A andlise de ESTs
(Expressed  Sequenced Tags) ou cDNAs permitiu a
caracterizacao de varias sequéncias, demonstrando a riqueza e a
diversidade de componentes dessa espécie, contribuindo assim
para a descricdo de novos farmacos, estudos de evolucdo de
toxinas e filogenética das espécies de serpentes, escorpido e
abelhas, bioengenharia de toxinas, e outras aplicacdes

depositadas no GenBank;

a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear tornou-se
um método standart em muitos laboratorios. Essa técnica é
reconhecidamente a mais importante para a investigacdo no
plano molecular, permitindo obter informacdo estrutural e

dindmica para qualqguer estado da matéria, uma vez que ha
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relacdes muito préximas entre os dados obtidos por *H-RMN e o
arranjo dos protbes na molécula em investigacdo. Este
conhecimento permite-nos predizer espectros de moléculas com
base apenas na formula estereoquimica; propor uma estrutura
para uma molécula desconhecida baseando-se apenas no seu
espectro; decidir entre varias estrturas possiveis para uma
molécula, com suporte no espectro obtido, ou, pelo menos, um
limite de varias possibilidades. A espectroscopia de ressonancia
magnetica nuclear € uma técnica que vem sendo muito usada,
fruto das enormes vantagens que possui, nomeadamente a
possibilidade de estudar um elevado ndmero de nucleos e em
todas as fases (gas, liquido e solido), elevados intervalos de

temperaturas, técnica ndo destrutiva e segura.
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