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RESUMO

Em todo o mundo, sdo registrados mais de 3 milhGes de acidentes envolvendo picadas de
animais peconhentos por ano, das quais 125 a 150 mil culminam em ¢&bito. No Brasil, a
maioria dos casos ocorre com serpentes dos géneros Bothrops e Bothropoides, provocando
uma grande variedade de complicacdes locais e sistémicas, dentre os quais se destacam efeito
mionecrotico, coagulacao intravascular disseminada, citotoxicidade, insuficiéncia renal aguda
e sepse. A serpente Bothropoides insularis € uma espécie nativa da Ilha de Queimada Grande,
cujo veneno apresenta efeito toxico acentuado em diversos modelos experimentais.
Entretanto, pouco € conhecido a respeito do efeito dessa peconha sobre células com fungéo de
defesa, nem o quanto esse efeito pode influenciar na toxicidade observada in vivo. O presente
trabalho teve como objetivo investigar as alteracdes celulares induzidas pelo veneno total da
serpente Bothropoides insularis (BinsVT) sobre macréfagos murinos da linhagem RAW
264.7. Nesse contexto, foi realizada a determinacédo da atividade proteolitica e da producao de
peréxido de hidrogénio in vitro de BinsVT através de reacdes colorimétricas. Os resultados
demonstraram alta atividade catalitica em ambos os testes, sugerindo que os efeitos biologicos
desse veneno podem estar relacionados a presenca de enzimas como metaloproteinases
(svMPs) e L-aminoacido oxidases (LAAOs) em concentracdes relevantes nas condicdes
experimentais adotadas. A determinacdo do potencial citotdxico foi realizada pelo método de
reducdo do MTT, um teste de avaliagdo da capacidade oxirredutora das células, apés 2, 6, 12
e 24 horas de incubacdo. Foi observado efeito citotoxico em altas concentracGes de forma
tempo-dependente, com morte celular mais pronunciada nas concentragcdes de 200 e 100
pug/mL apos 12 e 24 horas de tratamento. Nas menores concentracdes estudadas, ocorreu um
aumento gradativo da viabilidade celular, com valores percentuais em torno de 200% em
relacdo ao grupo controle nos grupos tratados por 24 horas. Esse resultado sugere a presenca
de efeito proliferativo de BinsVT sobre essa linhagem celular. Em seguida, a atividade da
enzima lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante de cultivo dos grupos experimentais foi
determinado para investigacdo de lise celular induzida por BinsVT. Foi verificado aumento
significativo da atividade dessa enzima em todos os grupos testados, sugerindo a coexisténcia
de fragcBes com efeito proliferativo e citotéxico, e a concentracdo e o tempo de exposicdo do
veneno determinam qual ira prevalecer. Para avaliagdo morfoldgica das células RAW 264.7
apos exposicao a substancia em estudo, os experimentos foram realizados na superficie de
laminulas, para coloracdo com May-Grunwald Giemsa. Os grupos experimentais foram
analisados por microscopia Optica e as caracteristicas morfolégicas mais representativas
foram fotomicrografadas. Foram observadas diversas alteracbes morfoldgicas, tais como
aparecimento de fragmentos celulares e nucleos desnudos, células vacuolizadas, reducdo do
volume celular e aumento de projecdes citoplasmaticas. Por fim, o mecanismo de morte
celular induzida por BinsVT foi avaliado por citometria de fluxo, pela marcagcdo com o iodeto
de propidio (PI) e a anexina V-FITC. A andlise revelou a presenca de envolvimento necrético
e apoptdtico no efeito citotdxico da substéncia, além do aparecimento de células marcadas
duplamente com Pl e anexina-FITC, indicando a ocorréncia de apoptose tardia. Em
conclusdo, BinsVT apresenta efeito citotoxico sobre macrofagos RAW 264.7, com aparente
envolvimento de necrose e apoptose, além de provavel efeito estimulatorio sobre essas
células, de forma concentracdo- e tempo-dependente. Esses efeitos podem estar relacionados
as atividades enzimaticas encontradas in vitro.

Palavras-Chave: Bothropoides insularis; macr6fagos murinos; citotoxicidade.



ABSTRACT

Around the world, there are recorded over 3 million accident involving bites of venomous
animals per year, of which 125 to 150 thousand culminate in death. In Brazil, most cases
occur with snakes from Bothrops and Bothropoides genus, causing several local and systemic
complications, such myotoxicity, disseminated intravascular coagulation, cytotoxicity, acute
renal failure and sepsis. Bothropoides insularis is a snake from Queimada Grande Island,
whose venom shows pronounced toxicity. However, its effect over cells with defense function
remains unclear, as well as how these effects can influence the toxicity observed in vivo. The
present study aimed to investigate the cellular changes induced by Bothropoides insularis
whole venom (BinsVT) over murine macrophage from RAW 264.7 lineage. In this context,
colorimetric tests were performed to determine proteolytic activity and the production of
hydrogen peroxide in vitro. The results showed high catalytic activity in both tests, suggesting
that the biological effects of this venom may be related to the presence of enzymes such
metalloproteinases (svMPSs) and L-amino acid oxidases (LAAOS) at concentrations relevant in
these experimental conditions. The determination of the cytotoxic potential was conducted by
MTT reduction assay, a method of assessing redox metabolism, after 2, 6, 12 and 24 hours of
incubation. It was observed cytotoxic effect at high concentrations in a time-dependent way,
with cell death more evident at 200 and 100 pg/mL after 12 and 24 hours of treatment. In
lower concentrations, there was a gradual increase in cell viability, reaching around 200% of
cell viability in groups treated for 24 hours. This result suggests that BinsVT possess
proliferative effect over these cells. Then, lactate dehydrogenase (LDH) activity was
determined in culture supernatants from experimental groups for investigation of cell lysis
induced by BinsVT. It was observed a significant increase in enzymatic activity in all groups,
suggesting the coexistence of fractions with cytotoxic and proliferative effect and that
concentration and exposure time determine its outcomes. For morphological evaluation of
RAW 264.7 cells after exposure to BinsVVT, the experiments were performed on the surface of
coverslips for staining with May-Grunwald Giemsa method. The experimental groups were
analyzed by optical microscopy and the most representative morphological characteristics
were photographed. Various morphological changes were observed, such as appearance of
cellular debris and bare nuclei, vacuolated cells, reduced cell volume and increased
cytoplasmic projections. Finally, the mechanism of cell death induced by BinsVT was
assessed by flow cytometry, by staining with propidium iodide (PI) and annexin V-FITC. The
analysis revealed the presence of apoptosis and necrosis, and the appearance of doubly
labeled cells with Annexin-FITC and PI, indicating the occurrence of late apoptosis. In
conclusion, BinsVT has a cytotoxic effect on RAW 264.7 cell, which necrotic and apoptotic
mechanisms, besides stimulatory effect on these cells in dose-and time-dependent ways.
These effects may be related to the enzymatic activities found in vitro.

Keywords: Bothropoides insularis; murine macrophages; cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos sobre acidentes ofidicos no Brasil

Venenos de serpentes sdo compostos de uma complexidade de substéancias ativas, a
maioria delas com estrutura protéica, que exercem um papel importante no processo de
sobrevivéncia desses animais. Devido as necessidades de defesa e captura de presas, as
serpentes desenvolveram evolutivamente uma grande variedade de toxinas peptidicas. Essas
moléculas possuem diversos alvos bioldgicos, apresentando, portanto, varios efeitos
importantes. A caracterizagdo dos efeitos especificos das fracGes de venenos ofidicos é de
profunda importancia para o entendimento das alteracGes patoldgicas decorrentes do
envenenamento (GARCIA e LEWIS, 2003).

A incidéncia mundial de acidentes ofidicos e sua gravidade sdo desconhecidos.
Estudos recentes estimam a ocorréncia de 3 a 5,4 milhdes de eventos por ano, resultando em
cerca de 125 a 150 mil mortes por ano (BARONE et al., 2011). Sabe-se que 0s acidentes mais
graves acontecem nos paises pobres de regides tropicais e subtropicais. Entretanto, nesses
paises a notificacdo desses casos também é subestimada, sendo por muitas vezes tratados com
métodos ultrapassados e procedimentos ndo-efetivos (ALBUQUERQUE et al., 2002).

Envenenamentos causados por animais pegonhentos constituem um grave problema
de satde publica, principalmente na América Latina, Africa e Asia (ANTUNES et al., 2010).
Na Europa, Estados Unidos e Canada, os casos de envenenamento s3o raros. Na Africa,
paralelamente, a ocorréncia desses acidentes € subnotificada, sendo desconhecida a incidéncia
real. No continente asiatico, Paquistdo, india e Birmania s&o os paises com maior frequéncia

de casos, responsaveis por cerca de 30 mil dbitos por ano (CHIPPAUX, 1998).

Dentre os paises latinos, o Brasil ocupa a primeira colocagdo em ndmero de casos,
com cerca de 20 mil por ano, seguido pelo Peru (4500), Venezuela (2500 a 3 mil) e Colombia
(2675) (WARRELL, 2004). No Brasil, os dados sobre os casos de envenenamento S&o
coletados através de alguns sistema de notificagdo, como o Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (SINAN/MS), Sistema Nacional de Informagdes Toéxico-
Farmacoldgicas da Fundacdo Oswaldo Cruz (SINITOX/FIOCRUZ/MS) e o Sistema de
Informac6es Hospitalares do Sistema Unico de Sadde (SIM/SUS). Apesar da existéncia
desses programas, sabe-se que a quantidade de casos é muito superior a quantidade registrada,

devido, entre outros fatores, as dificuldades de acesso aos servigos de salde, principalmente
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no campo (LEMOS et al., 2009). O Sinan registrou, no ano de 2012, 19946 casos de acidentes
ofidicos em humanos no Brasil, sendo a familia Viperidaeenvolvida em 82,7% dos casos, € a
familia Elapidae, em 0,9% (BRASIL, 2012).

Em 2003, Bochner e Struchiner realizaram um levantamento de acidentes ofidicos
notificados entre 1901 e 2000. Percebeu-se que o perfil de acidentes ndo se alterou durante
todo o século, acontecendo principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino entre 15 e
49 anos, no inicio e final de cada ano. Os principais locais de picada sd&o os membros
inferiores, sendo o género Bothrops o mais envolvido. A sazonalidade dos acidentes ofidicos
€ muito variada nas diferentes regides do Brasil. Entretanto, hd uma hipdtese aceita de que o
aumento dos casos esteja relacionado ao periodo chuvoso e de altas temperaturas, em que as
espécies residentes proximas as margens de rios se desloquem a procura de terra firme,
facilitando seu contato com 0 homem (OLIVEIRA et al., 2010).

No estado do Ceara foram notificados 445 casos envolvendo picadas de serpentes
peconhentas em 2012, tendo sido 68,1% atribuidos aos géneros Bothrops sp.eBothropoides
sp., 8,3% ao género Crotalus sp., 1,6% ao género Micrurus sp.e 0,9% ao género Lachesissp
(BRASIL, 2012). Esses dados corroboram com os dados encontrados por Rocha (2008), que
encontraram uma prevaléncia de 74,2% de casos envolvendo o género Bothrops. Como o
género Bothropoides sofreu alteracBes taxonémicas nos Ultimos anos, os dados incluem
também esse género (FENWICK, 2009).

1.2 Serpentes da Fauna Brasileira

As serpentes estdo classificadas no reino Animalia, filo Chordata, classe Reptilia,
subclasse Lepdosaura, ordem Squamata, subordem Serpentes. Esses animais estdo presentes
praticamente em todo o mundo, constituem o maior nimero de répteis viventes e totalizam
aproximadamente 3 mil espécies, distribuidas em 465 géneros e 20 familias (HICKMAM et
al., 2004). 75 géneros estdo presentes no Brasil, agrupadas em 10 familias, somando 371
espécies. Dessas, apenas 2 familias, Viperidae e Elapidae, sdo consideradas pegonhentas, ou
seja, espécies que possuem glandula produtora de veneno e aparelho inoculador, causando
intoxicagBes em humanos e animais (CARDOSO, 2003; BERNILS, 2010).

A familia Elapidae compreende 55 géneros, entre eles o género Micrurus, que

apresenta mais de 50 espécies em todo o mundo. No Brasil, foram catalogadas 18 espécies
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desse género distribuidas em todo o territdrio nacional. Sdo conhecidas como coral-
verdadeira, coral-venenosa, ibiboboca, ibiboca e ibioca. Sdo serpentes de pequeno porte,
reconhecidas por sua coloracdo viva. Seu veneno, cuja toxicidade principal € relacionada a
seu efeito neurotdxico, é constituido principalmente de proteinas de baixo peso molecular,
que se espalham rapidamente na presa, levando-a a morte em poucos minutos (WHITE et al.,
2003).

A familia Viperidae é composta pelos géneros Bothrops, Bothropoides, Bothriopsis,
Bothrocophias, Rhinocerophis, Crotalus e Lachesis. Esses géneros estdo distribuidos por todo
0 mundo e sdo responsaveis pelos principais acidentes ofidicos no Brasil, tanto pela
guantidade quanto pela severidade dos casos (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003). O Brasil
possui 4 géneros de importancia meédica: Bothrops e Bothropoides, ambos conhecidos
genericamente como jararacas; Crotalus, que constituem as cascavéis; e Lachesis, chamadas
popularmente de surucucus (BRASIL, 2001). A figura 1 ilustra exemplos de serpentes de

importancia clinica no Brasil.

Algumas caracteristicas morfologicas sdo utilizadas para diferenciar serpente
peconhentas e ndo-peconhentas. O conhecimento dessas diferencas é de grande importancia,
pois auxiliam a notificacdo correta dos casos, além de permitir a populacdo identificar
possiveis riscos nas regides onde habitam. De maneira geral, 3 caracteristicas sdo analisadas
para facilitar o reconhecimento das serpentes da familia Viperidae: cabeca triangular;
presenca de fosseta loreal, um orificio localizado entre o olho e a narina do animal, com
funcdo termossensorial, permitindo o movimento e a caca noturna (Figura 2a); presenca de
presas inoculadoras de veneno bem desenvolvidas e moveis na regudo anterior do maxilar
(Figura 2b); e estrutura da cauda: Géneros Bothrops e Bothropoides apresentam cauda lisa;
género Lachesis, cauda com escamas ericadas; e o género Crotalus, cauda com chocalho
(Figura 2c) (BRASIL, 2001).

As espécies peconhentas da familia Elapidae sdo reconhecidas pela auséncia de
fosseta loreal e por presas inoculadoras pouco desenvolvidas e fixas na por¢cdo anterior da
boca (Figura 3). A figura 4 ilustra o fluxograma de diferenciacdo de serpentes peconhentas e

ndo-peconhentas.



Figura 1. Familias e géneros da Fauna Brasileira com importancia médica.
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Fonte: Adaptado de http://www.fiocruz.br.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de reconhecimento de espécies de serpente da

Viperidae.

b)

Cauda lisa Guizo ou
\ Chocalho ™~

Bothrops e
Bothropoides

Crotalus Lachesis

Legenda: a) Fosseta loreal; b) Presas inoculadoras de veneno; ¢) Caudas caracteristicas dos géneros

Bothrops, Bothropoides, Crotalus e Lachesis.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2001.

Figura 3. Fosseta loreal ausente e presa inoculadora de veneno pequena, morfologias
caracteristicas do género Micrurus sp.

Olho

Fonte: BRASIL, 2001.
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Figura 4. Fluxograma de reconhecimento de serpentes peconhentas.

Fosseta Loreal

Ausente [ Presanta

_I_\ [ I

Com Anais Coud
Coloridas (Prefos, . oudE cam Caouda coem
' Cauda Lisa Escamas
Brancos e Chocalha

Vermalhos) Arrepiadas

Micrurus®* Bothrops Lochesis Crotalus
Mae
Peconhentas* Pegonhentas

Fonte: BRASIL, 2001.

* As falsas corais podem apresentar o mesmo padrdo de coloracdo das corais verdadeiras, sendo
distinguiveis pela auséncia de dente inoculador.
** Na Amazdnia, ocorrem corais verdadeiras desprovidas de anéis vermelhos.

1.2.1 Geéneros Bothrops e Bothropoides

Na América do Sul, os géneros Bothrops e Bothropoides sdo bem estudados, devido
a sua importancia epidemiologdgica em paises como Brasil, Equador, Colémbia, Bolivia e
Peru (HIGUCHI et al., 2007; COSTA et al., 2010). Esse género é composto de 23 espécies,
sendo caracterizadas por possuirem cauda sem modificacdes, geralmente com escamas
subcaudais em pares, aparelho inoculador do tipo solendglifo, cabeca triangular e fosseta
loreal. Seu habitat preferido sdo ambientes tmidos como maras e areas cultivadas. Possuem
habitos noturnos ou crepusculares, sdo consideradas agressivas e atacam sem causar ruido
(ALBUQUERQUE et al., 2004; MELGAVAREJO, 2003).

Em 20009, foi proposta por Fenwick a retirada e agrupamento de algumas espécies do
género Bothrops, tendo sido levadas em consideragBes caracteristicas morfoldgicas e
moleculares, além da criacdo de uma nova espécie. Essas serpentes foram agrupadas no
género Bothropoides, constituido de 11 espécies: Bothropoides alcatraz, Bothropoides

diporus, Bothropoides erythromelas, Bothropoides insularis, Bothropoides jararaca,
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Bothropoides lutzi, Bothropoides marmoratus, Bothropoides mattogrossensis, Bothropoides
neuwiedi, Bothropoides pauloensis e Bothropoides pubescens. Essa classificacdo é atualmente

aceita e fornecida pela Sociedade Brasileira de Herpetologia.

1.2.2 Bothropoides insularis

A serpente Bothropoides insularis (jararaca-ilhoa) (figura 5) € nativa da ilha de
Queimada Grande, situada a 35 Km da costa sul do Estado de Sdo Paulo (MARQUES et al.,
2002; VALENTE et al., 2009). Foi descrita em 1921 pelo herpetélogo Afrénio do Amaral.
Acredita-se que a diferenciacdo dessa espécie ocorreu a partir da B. jararaca, provocada pela
separacdo geografica entre ilha e continente (DUARTE et al., 1995; AMARAL, 1920).
Embora possa ser encontrada em areas cobertas de capim, sua preferéncia é a habitacdo em
locais de Mata Atlantica. Possui coloracdo amarelo claro, habitos diurnos e geralmente é
arboricola. Sua dieta é baseada em passaros migratorios, capturados tanto no chdo quanto nas
arvores. Wausteret al. (2005) observaram que seu veneno apresenta toxicidade muito maior
gue o veneno de B. jararaca em aves.A populacdo estimada de serpentes na ilha é em torno
de 1500 a 2000 unidades na extensdo dos 30 hectares de floresta da ilha, representando cerca
de 50 a 70 serpentes por hectare (MARQUES e SAZIMA, 2009).

Figura 5.Bothropoides insularis.

Fonte: www.biologados.com
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O veneno de B. insularis apresenta caracteristicas semelhantes aos das outras
serpentes do género com poténcia 14 vezes maior (BUTANTAN, 1996). Possui atividade
coagulante, fibrinolitica (MEBS, 1970), fosfolipasica, trombina-simile (LOBO-ARAUJO et
al.apud COGO et al.,, 2003), potencializadora de bradicinina (CINTRA et al., 1990),
hemorréagica e mionecrética (SELISTRE et al., 1990). Diversas fragdes biologicamente ativas
foram isoladas dessa peconha. Por analise protedmica, foi identificado um peptideo com
estrutura relativa a um inibidor de trombina (OLIVEIRA-CARVALHO et al., 2008).
Recentemente foram purificadas fragbes L-aminodcido oxidase (LAAO), fosfolipase A,
(PLA;) e Lectina-C com efeito nefrotoxico (BRAGA et al., 2006; BRAGA et al., 20083,
BRAGA et al., 2008b). Além disso, a protedmica desse veneno revela a presenca de fragdes

com estruturas de serinoproteases e fatores de crescimento (VALENTE et al., 2009).

1.3 Composicéo e efeitos bioldgicos de venenos botropicos

A peconha botropica € extremamente complexa e compreende uma variedade de
substancias farmacologicamente ativas que atuam sinergicamente na inducdo das alteracGes
fisiopatoldgicas decorrentes do envenenamento, responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes
locais e sistémicas, e alteraces no local do acidente que se desenvolvem rapidamente apds o
envenenamento (GOMES et al., 2010).

Dentre os efeitos locais mais frequentes observados apds os acidentes ofidicos,
destacam-se dor intensa, edema, hemorragia local e inflamag&o. Com frequéncia o quadro
clinico progride com aparecimento de necrose tecidual (GUTIERREZ e LOMONTE, 1995)
(Figura 6). A magnitude desses efeitos é dependente de varios fatores, como tipo de peconha,
guantidade de veneno injetada e condicdo de salde do hospedeiro. Em muitos casos, sao
observadas complicacdes como degeneragdo muscular e isquemia, as quais podem culminar
na amputacdo do membro afetado (WARRELL, 2010). Acredita-se que alguns efeitos, como
mionecrose e hemorragia, sdo relacionados a efeitos diretos de toxinas sobre células
musculares e endoteliais respectivamente. Edema e infiltrado inflamatério, por outro lado, séo
provavelmente induzidos pela producdo local de mediadores pro-inflamatérios, como

citocinas, eicosanoides e aminas vasoativas (TEIXEIRA et al., 2009).
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Figura 6. Alteragdes locais promovidas por acidentes botrépicos.

L XV

Legenda: A) Edema, sangramento e equimose em mao esquerda; B) Sangramento eritematoso e

edema no tornozelo direito; C) Equimose, bolhas e edema em pé direito; D) Necrose tecidual

grave em perna direita.

Fonte:OROPEZA et al., 2000; WHO, 2007;0LIVEIRA, 2008.

Os efeitos sisttmicos mais importantes decorrentes da picada de serpentes
peconhentas incluem coagulopatia, hipotenséo arterial, alteracbes hemodinamicas, hemolise
intravascular disseminada, cardiotoxicidade aguda, edema pulmonar aguda e Insuficiéncia
Renal Aguda (IRA), sendo esta Gltima uma das mais importantes complicacdes, devido ao
grande nimero de Obitos que ocasiona (SITPRIJA, 2008). Apesar da fisiopatologia da IRA
causada por venenos botrdpicos ainda ndo ser completamente elucidada, glomerulonefrite e
necrose tubular aguda séo alteragdes comumente observadas. Além disso, sabe-se que as
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lesGes renais podem ser produzidas pela acdo isolada ou combinada de diferentes mecanismos
isquémicos e/ou nefrotdxicos (GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008).

1.3.1 Composigéo geral dos venenos botropicos

Os venenos de serpente sdo misturas complexas contendo componentes protéicos e
ndo-protéicos. Os componentes protéicos correspondem a 95% do peso seco dos venenos,
representados por enzimas, proteinas ndo enzimaticas, além de diversos peptideos, como
neurotoxinas, cardiotoxinas, lecitinas, desintegrinas, peptideos natriuréticos, proteases,
fosfolipases, fosfodiesterases, entre outras, e sdo 0s principais responsaveis pela maioria das
atividades bioldgicas caracteristicas desses venenos; enquanto 0s componentes ndo-protéicos
incluem constituintes organicos e ndo organicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000;
RAJENDRA et al., 2004). Os constituintes ndo organicos conhecidos séo célcio, cobre, ferro,
potéssio, magnésio, manganés, sodio, fésforo, cobalto e zinco (FRIEDERICH; TU, 1971) e
possuem como possivel fungbes principais: a neutralizagdo das cargas idnicas dos
componentes protéicos e a atuacdo como cofatores importantes para a atividade de outros
componentes enzimaticos, como as metaloproteinases (BJARNASON; FOX, 1994). A fracdo
organica ndo protéica é constituida de aminodacidos livres e pequenos peptideos, carboidratos,
lipidios, principalmente fosfolipidios e aminas biogénicas (VARANDA; GIANNINI, 2005)
(Figura 7).

Foram identificadas consideraveis variacbes na composicdo dos venenos das
diferentes familias, géneros e espécies, comumente relacionadas a varios fatores como
variacdo sazonal, habitat, dieta, idade e dimorfismo sexual. Essas alteragdes estdo presentes
mesmo dentro de uma mesma espécie e sdo responsaveis pelas variagbes bioldgicas
encontradas em diversos estudos (ANTUNES et al., 2010).
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Figura 7. Composigéo geral dos venenos de serpente.
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Fonte: MENEZES, 2010.

1.3.2 Fracdes de venenos botrépicos com importancia biolégica.

— Fosfolipases A;

Dentre as toxinas que compfem o0s venenos botropicos estdo as fosfolipases A;
(PLA,), enzimas encontradas em diversos tecidos de mamifero e também em venenos de
escorpides, abelhas e serpentes (NICOLAS et al., 1997). Devido ao grande numero de efeitos
bioldgicos relacionados a presenca dessa enzima em venenos de serpentes, essa fracdo tem
sido amplamente estudada. AsPLA,s catalisam a hidrolise de glicerofosfolipidios na posi¢édo
sn-2 da cadeia principal do glicerol, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos livres (KINI,
2003). Os 4acidos graxos podem funcionar como segundos mensageiros celulares ou estar
envolvidos em outras reacdes, como a producdo de prostaglandinas, leucotrienos e

tromboxano, mediadores da resposta inflamatoria, a partir do &cido araquidonico (VARGAS
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et al., 2010). Essa propriedade gera um grande interesse nessa fracdo, pela interferéncia na
biossintese de eicosanoides, moléculas importantes em diversas condicbes fisiologicas e
fisiopatoldgicas (MOREIRA et al., 2011).

As PLA;s sdo classificadas de acordo com sua fonte, sequéncia de aminoacidos e
caracteristicas bioquimicas (SIX e DENNIS, 2000; MURAKAMI e KUDO, 2002). De acordo
com sua localizacdo celular, também sdo classificadas em citosolicas (CPLA;) e secretorias
(sPLA,) (CHAKRABORTI, 2003), e ainda em dependentes ou independentes de Ca™. As
PLA, independentes de Ca*? (iPLA,), apresentam elevado peso molecular (~85kDa) e s&o
encontradas no citosol (BALSINDE e DENNIS, 1997). As fosfolipases extraidas de venenos
de serpentes (sVPLA,s) sdo constituidas de 120-135 aminoacidos, contendo varias pontes
dissulfeto, e possuem estrutura conservada que as caracteriza como PLA; (DAVIDSON e
DENNIS, 1990).

Atualmente sdo reconhecidos trés tipos diferentes desvPLA,: a) as classicas com
acido aspartico no carbono 49 (Asp 49), que apresentam atividade catalitica; b) as variantes,
contendo lisina no carbono 49 (Lys 49); ¢) as variantes com serina ocupando a posicao 49
(Ser 49), sendo estas duas ultimas com muito baixa ou nenhuma acéo catalitica (OWNBY et
al., 1999; LOMONTE et al., 2003). O Asp 49, como parte do sitio de ligacdo do calcio, é
critico para a atividade catalitica. As svPLA, cataliticamente ativas sdo peptideos de baixo
peso molecular (aproximadamente 14kDa), apresentam alta estabilidade e uma regido
estrutural bem conservada. Podem ser monomeéricas, homomultiméricas e heteromultiméricas,
de forma que um Unico veneno pode conter varias PLA,s (DAVIDSON e DENNIS, 1990).

As fosfolipases de venenos de serpentes (sVPLA;) possuem vérias bioatividades,
incluindo inducdo da motilidade de células endoteliais, atividade antimicrobiana,
anticoagulante, antitumoral, inibicdo da agregacdo plaquetaria, neurotoxicidadepré e poés-
sinaptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade, podendo ainda apresentar efeitos convulsivantes,
hipotensivos e pro-inflamatérios (GUTIERREZ e LOMONTE, 1995; OWNBY, 1998;
SOARES et al., 1998; OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2003; XU et al., 2007).
Portanto, as SvPLA, podem exibir uma grande variedade de efeitos farmacoldgicos,
interferindo nos processos fisioldgicos normais. Atuam, por exemplo, sobre a cascata de
eventos inflamatdrios conduzindo ao aumento da permeabilidade microvascular e formacéo
de edema, recrutamento de leucécitos para os tecidos, nocicepcao e liberacdo de mediadores
inflamatérios que produzem desordens inflamatorias sistémicas e locais (GUTIERREZ e
LOMONTE, 1995; KOH et al., 2006). Estudos relatam que sua habilidade unica de atuar
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sobre um oOrgdo ou tecido especifico é por conta da elevada afinidade para se ligar a

receptores especificos independentemente de sua atividade catalitica (KINI, 2003).

— L-Aminoécido Oxidases

As L-aminoacido oxidases (LAAQs) sdo flavoenzimas, usualmente homodimeéricas,
de carater é&cido, apresentam FAD (flavina adenina dinocleotideo) ou FMN
(flavinamononucleotideo) como cofator, possuem massa molecular em torno de 110-150 kDa
e catalisam a desaminacdoestereoespecifica de um L-aminoacido ao seu a-cetodcido
correspondente, com a producdo de peroxido de hidrogénio e aménia, seguindo a reacao
quimica ilustrada na figura 8. Estdo presentes em diferentes organismos, como bactérias,
fungos, algas verdes e serpentes venenosas (DU; CLEMETSON, 2002), e exibem marcada
afinidade por aminoacidos hidrofébicos, incluindo fenilalanina, triptofano, tirosina e leucina
(PAWELEK et al., 2000). A toxicidade das LAAOs isoladas de venenos ofidicos (sSVvLAAOS)
possivelmente envolve a geracdo de perdxido de hidrogénio formado como resultado da

reoxidacdo da reducdo transitéria do cofator flavina pelo oxigénio molecular.

Figura 8. Desidrogenacdo de L-aminoacidos catalizada pela LAAO. Os produtos desta

reagdo, os a-iminoacidos, hidrolisam-se espontaneamente a a-cetoacido e amonia.

elole} LAAO coo /po coo
R—{" =~ RN+ —= R%
MH* / \ NH, 0
i O H,0 + H + NHg*
4

Os equivalentes redutores derivados da desidrogenacéo sdo transferidos ao cofator FAD, que é prontamente

oxidado pelo oxigénio molecular formando perdxido de hidrogénio.

Fonte: MACHEROUX et al. 2001; ANDE et al., 2006.

A svLAAOs podem representar 1-9% do total de proteinas que constituem o0s
venenos de serpentes (ALI et al., 2000; DU e CLEMETSON, 2002). Recentemente, as
sVLAAOs tem se tornado um interessante instrumento farmacoldgcio, bem como modelo
estrutural e molecular para estudos biologicos. Embora pouco seja conhecido sobre suas

estruturas, a sequencia de cDNA de duas svLAAO extraidas de Crotalusatrox e



30

Crotalusadamanteus foi determinada e um possivel sitio de ligacdo para FAD e sitios de N-
glicosilacdo foram estabelecidos (RAIBEKAS e MASSEY, 1998; TORII et al., 2000). As
sVLAAOs apresentam diferencas marcantes em seus efeitos bioldgicos, como capacidade
apoptdtica, citotoxicidade, hemdlise, efeitos na agregacao plaquetéria, inducéo de hemorragia,
edema, atividades antibacterianas, leishmanicida, antiviral; efeitos citotdxicos sobre células
tumorais (STABELI et al., 2004; IZIDORO et al., 2006; STABELI et al., 2007; SANT’ANA
et al., 2008; VIEIRA SANTOS et al. 2008), sendo estes efeitos total ou parcialmente devidos
a producdo de peroxido de hidrogénio (WEI et al., 2002).

— Metaloproteinases

As metaloproteinases isoladas de venenos ofidicos (svMPs) sdo estruturalmente
relacionadas as proteinas de mamiferos, desintegrinas e metaloproteinases envolvidas na ativacao e
comunicacéo celular, e com as metaloproteinases de matriz (RUCAVADO et al., 2004). Pertencem
a superfamilia das metzincinas (BODE et al., 1993), que recebe esse nome devido a presenca de
dominios de ligacdo ao zinco, importante para a atividade catalitica das enzimas dessa familia.
Essas enzimas sdo classificadas de acordo com seus dominios estruturais, precursores e proteinas
geradas apds alteracdes pds-traducionais, em 4 classes basicas com subdivisfes, como ilustrado na
figura 9. Em algumas classes, ha a inclusdo de dominios desintegrina (Dis), desintegrina-like (Dis-
like), lectina (Lec) e dominios ricos em cisteina (Cys-Rich) (FOX e SERRANO, 2008) (Figura 9).

A especificidade de substrato das svMPs é muito semelhante a das metaloproteinases de
matriz (MMPs), envolvendo componentes da membrana basal vascular, produzindo hemorragia
(TANJONI et al., 2003). Outros efeitos biologicos das svMPs sédo atividade lesiva sobre células
endoteliais, mionecrose, dermonecrose e inflamacdo (RUIZ DE TORRENT et al., 1999;
GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000). Essas enzimas também tem atividade digestiva sobre
proteinas da cascata da coagulagdo sanguinea, tai como fibrinogénio, fibrina e fator de Von
Willebrand (LAING e MOURA-DA-SILVA, 2005; SERRANO et al., 2007). Além disso, foram
identificados efeitos inibidores sobre a agregacdo plaquetaria através do bloqueio da ligacdo do
colageno a integrina 021 das plaquetas (MOURA-DA-SILVA et al., 2001).
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Figura 9. Esquema de classificacdo das metaloproteinases de venenos de serpente.
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Fonte: FOX e SERRANO, 2008.

1.4 Mecanismos de Morte Celular

O desenvolvimento e a manutencdo dos organismos multicelulares dependem de uma
interacdo constante entre as diversas células que constituem seus tecidos e 6rgdos. Durante o
desenvolvimento embrionario, muitas células produzidas em excesso sdo levadas a morte, um
processo através do qual ocorre a formacao dos diversos 6rgdos e sistemas que compdem 0s
seres vivos (MEIER et al., 2000).

Por muitos anos, acreditou-se que a morte celular era um processo passivo de carater
degenerativo, decorrentes de eventos como lesdo celular, infeccdo e auséncia de fatores de
crescimento, levando a alteracbes na integridade de membrana citoplasmatica, aumento do
volume celular, colapso da producdo de ATP e perda das demais funcbes bioldgicas (YU e
CHOI, 2000), processo conhecido como necrose. Esse mecanismo constitui uma forma
acidental de morte celular cujas principais caracteristicas morfoldgicas sdo aumento do
volume celular, agregacédo de cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade
da membrana plasmatica, lise celular precoce e consequente ruptura celular (Figura 10) com
consequente liberagdo do conteudo citoplasmético causando dano as células vizinhas além de
uma reacdo inflamatdria local (ZIEGLER e GROSCURTH, 2004). Entretanto, embora
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considerada uma resposta passiva a injdria celular, estudos recentes ja sugerem que a necrose
também pode ser regulada geneticamente (ZONG e THOMPSON, 2006).

Atualmente, tipos alternativos de morte celular sdo reconhecidos, controlado pela
expressdo génica e em resposta a diversos estimulos fisioldgicos e patoldgicos (GRIVICICH
et al., 2007), denominados genericamente de apoptose. Essa forma de morte celular tem como
principais caracteristicas a auséncia de liberacdo de conteudo celular, a auséncia de reacéo
inflamatdria local e dano as células vizinhas e reducdo do volume celular (KERR et al.,
1972). Dessa forma, funciona como um mecanismo de remocdo de células lesadas e de
renovacao celular e tecidual regulada por proteinas que sdo expressas pelas proprias células
durante o processo de injaria (ANAZETTI e MELO, 2007).

Células apoptoticas apresentam morfologia caracteristica, com condensacdo e
fragmentacdo cromatinica e formacdo de protuberdncias na superficie celular. Estes
prolongamentos da membrana celular aumentam de tamanho e rompem, originando estruturas
contendo o conteudo celular que sdo chamados de corpos apoptoticos (ISRAELS e ISRAELS,
1999) (Figura 11). A morte celular por apoptose participa de vérias situacoes fisioldgicas tais
como o colapso endometrial durante a menstruacdo, a delecdo de células nas criptas
intestinais e a embriogénese (GRIVICICH et al., 2007).

Figura 10. Caracteristicas morfoldgicas da apoptose e da necrose.
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A ativacdo da morte celular programada pode ocorrer através de duas vias principais:
a via extrinseca e a via intrinseca (Figura 12). A primeira é mediada pela ativacdo de
receptores de morte celular localizados ha membrana citoplasmatica, sendo o fator de necrose
tumoral (TNF) e o Fas (membro da familia dos receptores de TNF) os mais conhecidos. A via
intrinseca depende da participacdo da mitocondria, onde ha liberacdo de fatores
apoptogénicos como citocromoc, o fator indutor de apoptose (AIF), ATP e proteinas de
choque térmico. Como resultado final de ambas as vias, ocorre a ativacdo das caspases,
proteases que quebram proteinas celulares especificas e estdo associadas a degradagdo do
DNA (FISHER, 2001; GESKE e GERSCHENSON, 2001; LORO et al., 2003).

Figura 11. Etapas do processo de morte celular por apoptose.

Fonte: http://www.artigosobre.com/Apoptose
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Figura 12. Vias de sinalizagdo da apoptose. TPM: transicdo da permeabilidade
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Diversos genes estdo envolvidos no controle da apoptose, alguns desempenham
funcgBes anti-apoptdticas como o gene TBcl-2, TMcl-1 e TAL e outros como o tbx, o TBake o
TBad agem como promotores da morte celular programada. O gene TBcl-x, sintetiza dois
produtos, as proteinas bcl-Xs e bcl-X_ que funcionam como indutora e inibidora da apoptose,
respectivamente. O gene supressor de tumor, 0 TP53, encontra-se implicado na interrupcdo do
ciclo celular e inducdo de apoptose nas células com danos irreversiveis no DNA, sendo um
regulador positivo da expressdo da proteina bax e negativo da proteina bcl-2 (HALE et al.,
1996).

Qualquer tipo de injuria celular pode desencadear uma variedade de respostas de
adaptacdo, reparacdo, proliferacdo ou morte celular por necrose e/ou apoptose. Pesquisas
experimentais com cultura de células evidenciaram que a exposi¢do destas a um mesmo

agente tdxico, como um pro-oxidante, por exemplo, pode desencadear morte celular das
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mesmas por necrose ou apoptose, a depender da dose e do tempo de exposicdo ao agente
indutor (DYPBUKT, et al., 1994; BONFOCO et al., 1995).

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de técnicas de andlise celular
especializada, tem sido identificados efeitos necroticos e apoptdticos em venenos botropicos e
suas fracOes isoladas, cujos mecanismos podem estar intimamente associados aos efeitos
lesivos dessas substancias. O veneno de B. leucurus induz em apoptose em células tubulares
renais e tumorais, com reducdo do potencial transmembranico e aumento da concentracéo
intracelular de ions célcio (NUNES et al., 2012; DE MORAIS et al., 2013). Além disso, a
jararhagin, metaloproteinase isolada do veneno de B. jararaca, causa morte celular por
apoptose e inducdo génica de mediadores inflamatorios em células endoteliais (LOPES et al.,
2012). A PLA;Lys 49 do veneno de Bothropsasper produz rapida morte celular em
macrofagos, com liberacdo de ATP citoplasméatico e de outros constituintes celulares
(LEIQUEZ et al., 2011; TONELLO et al., 2012). A metaloproteinase desse veneno, por sua
vez, causa morte celular em células endoteliais e tumorais, com evidéncias da ocorréncia de

apoptose e outras formas alternativas de morte (BRENES et al., 2010).

Em macrdéfagos, células importantes na resposta imune a diversos agentes, peconhas
botrépicas e suas fragdes possuem muitos efeitos. Foram observados efeitos citotoxicos e
proliferativos, dependentes de dose, no veneno de Bothropoideslutzi (MENEZES et al.,
2012). Efeito citotoxico também foi observado no veneno de B. marajoensis, bem como suas
fracdes PLA; e LAAO (TORRES et al., 2010). O veneno de B. asper induz a expressdo de
COX-2 com consequente aumento da concentracdo de prostaglandinas em macr6fagos
peritoneais (MOREIRA et al., 2009). AS PLAAsp 49 e Lys 49 desse veneno, por sua vez,
causam morte celular e, em concentracbes subletais, provocam aumento da capacidade
fagocitica, liberacdo de peroxido de hidrogénio (ZULIANI et al., 2005). A jararhagin
apresenta efeito ativador em macréfagos, com producdo de citocinas como IL-1p, IL-6 e
TNF-a (CLISSA et al., 2001).

Dessa forma, acredita-se que parte dos efeitos toxicos encontrados em animais e
pacientes envenenados com peconhas botropicas possa ser explicado pela identificagdo das
alteracdes celulares induzidas por essas subtancias, incluindo pardmetros de morte celular,

alteracdes morfofuncionais e liberacéo de substancias que interfiram em processos bioldgicos.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a atencdo de muitos grupos de pesquisa tem se voltado para a descoberta
dos efeitos bioldgicos das toxinas de venenos animais, bem como a elucidacdo dos
mecanismos fisioldgicos e celulares envolvidos no aparecimento e evolugdo dos efeitos locais
e sisttmicos em pacientes envenenados. Para tal, diversos modelos tem sido empregados tanto
in vivo quanto in vitro, no sentido de ampliar o conhecimento sobre a acdo das toxinas em
sistemas biol6gicos (BAILEY e WILCE, 2001). Os venenos de serpentes correspondem a um
complexo conjunto de enzimas e polipeptidios biologicamente ativos (ROODT et al., 2000).
A composicdo dos mesmos apresenta caracteristicas particulares tanto na intensidade como
nos tipos de agdes, para cada espécie de serpente (FURTADO et al., 1991; SANCHEZ, 1992).

Apesar de ter sido identificada a interferéncia de processos inflamatérios na acéo de
venenos botropicos e suas fracdes, pouco se conhece a respeito do efeito dessas substancias
diretamente sobre células envolvidas nos mecanismos de defesa, como neutrofilos,
macrofagos e mastocitos. Essas células, participando do processo de lesdo e resposta no
microambiente tissular e hemodindmico, sdo pecas-chave na determinacdo das consequéncias
do acidente botrépico (COSTA et al., 2002). Além disso, os macréfagos sdo células
amplamente utilizadas na determinagdo dos mecanismos citotoxicos de substancias de
interesse biologico (SLATER, 2001).

O veneno de Bothropoides insularis, uma serpente endémica na ilha de Queimada
Grande, possui caracteristicas peculiares, como a alta toxicidade em aves, 0 que o torna
interessante alvo de pesquisas para identificagdo de toxinas com efeitos bioldgicos
importantes (BRAGA, 2006). Ndo é completamente conhecido 0 quanto 0S processos
inflamatdrios e citotdxicos interferem no aparecimento dos efeitos locais e sistémicos dessa
peconha. Adicionalmente, algumas fracdes com atividades enzimaticas especificas foram
identificadas nesse veneno, cujos produtos podem, pelo menos em parte, ser responsaveis
pelas alteracBes evidenciadas nos trabalhos que relatam os efeitos bioldgicos da peconha de B.
insularis (BRAGA et al., 2006; BRAGA et al., 2008).

Portanto, ha a necessidade de estudos que visem identificar os eventos celulares
envolvidos nos envenenamentos botrépicos. A pesquisa de bioatividades de venenos em

diversas linhagens celulares busca, na biodiversidade, ferramentas para a construcdo de
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farmacos biologicamente ativos e/ou elucidacdo de mecanismos fisiopatoldgicos (PEIXOTO,
2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as atividades enzimaticas do veneno da serpente Bothropoides insularis (BinsVT) e

seus efeitos in vitromacrofagos murinos RAW 264.7.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade proteolitica e a producéo de perdxido de hidrogénio de BinsVTin

vitro.

Estudar o efeito de BinsVT sobre a viabilidade de células RAW 264.7.

Avaliar a liberacdo de conteldo citoplasmético de células RAW 264.7 expostas a
BinsVT.

Analisar as alteracdes morfolégicas induzidas por BinsVT em células RAW 264.7.

Analisar o efeito de BinsVT sobre a integridade de membrana e a externalizacdo de
fosfatidilserina em células RAW 264.7.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao da substancia em estudo e preparo das solucdes de trabalho.

O veneno da serpente Bothropoides insularis (BinsVVT) foi gentilmente cedido pelo
Prof. Dr. Marcos HikariToyama, do Departamento de Bioquimica da UNESP, Campus do
Litoral Paulista. Para realizacdo dos experimentos, foi feita uma solucéo estoque a 2,0 mg/mL
em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4, estéril. Dilui¢Ges seriadas utilizando
PBS foram utilizadas nos protocolos experimentais.

4.2 Ensaios de atividade enzimatica in vitro do veneno da serpente Bothropoides

insularis.

4.2.1 Atividade proteolitica.

Com o intuito de identificar o envolvimento de metaloproteinases nos efeitos
biolégicos de BinsVT, a atividade proteolitica da substancia foi determinada pelo teste de
clivagem da azocaseina (RUCAVADO et al., 2008). Em placas de 96 pocos, foram
adicionados 90 pL de solucdo de azocaseinab mg/mL dissolvida em tamp&o de reacdo (Tris
25 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, pH 7.4) e 10 pL de BinsVT (nas concentracdes finais de
200; 100; 50; 25; 12,5; e 6,25 pg/mL em tampdo de reacdo). As placas foram incubadas a
37°C por 60 minutos. A reacdo foi parada com a adicdo de 200 uL de acido tricloroacético a
5%. Apos centrifugacdo das placas a 3500 RPM por 5 minutos, 100 pL do sobrenadante foi
transferido para outra placa e 100 puL de NaOH 0,5M foram adicionados. Por fim, foi
realizada leitura espectrofotométrica a 450 nm em leitora de microplacas (Asys UV Expert
Plus®).

4.2.2 Producdo de perdxido de hidrogénio.

Para verificar a atividade da enzima L-amino&cido oxidase em BinsVT nas condicfes
experimentais desse estudo, a producdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) induzida por
BinsVT a partir da oxidacdo de aminoacidos foi avaliada por espectofotometria. Para tal, 50
puL de mistura reativa (o-fenilenodiamina 50 pug/mL, L-leucina 50 pg/mL e peroxidase 0,81

U/mL dissolvidos em tampédo Tris-HCI 0,1M, pH 7,4) foram adicionadas a 50 pL da
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substancia em estudo em diversas concentracdes (200; 100; 50; 25; 12,5; e 6,25 pg/mL
dissolvida em tampéo) e incubadas a 37°C por 60 minutos em placas de 96 po¢os. Em
seguida, 50 pL de H,SO,4 2M foram adicionados aos pocos e as placas foram lidas em leitora
de microplacas a 492 nm. Para calculo das concentragdes de H,0O,, as absorbancias dos
grupos-teste foram comparadas por regressao linear as encontradas em uma curva-padréo de
H,O, (BRAGA et al., 2008).

4.3 Cultivo, manutencéo e tratamento das células RAW 264.7.

As células RAW 264.7, linhagem celular de macréfagos de camundongos, foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas em cultivo no Laboratério de
Cultivo Celular do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade
Federal do Ceard. As células foram cultivadas em meio Dulbecco’sModifiedEagleMedium
(DMEM) composto de glutamina (580 mg/L), bicarbonato de sédio (3,7 g/L), glicose (4,5
g/L), piruvato de sodio (110 mg/L), sais inorganicos, vitaminas e outros aminoacidos, e
acrescido de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (130 mg/L) e soro bovino fetal (SBF) a
10% em garrafas plasticas estéreis, e mantidas em estufa de CO;, a 37°C e 5% de CO, até
atingirem confluéncia.

Para manutencdo das células, o meio de cultivo das garrafas confluentes foi
removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS estéril, pH 7.4. A garrafa foi
incubada com 1 mL de solucdo de tripsina-EDTA (0.05%/0.02%) por 5-10 minutos a 37°C
para deslocamento das células aderidas na superficie de cultivo. Em seguida, para inativacéo
da tripsina-EDTA, foi adicionado 1 mL de DMEM completo, e aliquotas das suspensdes
celulares obtidas foram transferidas para novas garrafas com meio DMEM completo.

Para producéo de estoques celulares, as garrafas foram periodicamente deslocadas,
quantificadas e ressuspensas em meio DMEM completo acrescido de 10% de dimetilsulféxido
(DMSO) estéril. Essas suspensdes foram armazenadas em vials de criopreservacdo a -20°C
overnight e, em seguida, transferidas para freezer a -80°C, mantidas por até 4 meses.

Antes de cada experimento, as células RAW 264.7 foram mantidas em meio DMEM
sem SBF por 24 horas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C para sincronizacdo na fase Gy do
ciclo celular. Apos esse periodo, as celulas foram lavadas e tripsinizadas como descrito acima
e centrifugadas a 4000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de meio DMEM completo. Aliquotas foram removidas para

quantificacdo em Camara de Neubauer pelo método de exclusdo do azul de trypan (solucdo a
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0,1% em PBS), a concentracéo celular foi ajustada e a suspensao foi pipetada na concentracdo
final de 1x10° células/mL em placas de 24 e 96 pocos. Apds incubagdo por 24 horas a 37°C e
5% de CO,, diferentes concentracbes de BinsVT (200; 100; 50; 25; 12,5; e 6,25 pg/mL)
foram adicionadas (Figura 13). Para analise dos efeitos bioldgicos in vitro de BinsVT, as
placas foram uncubadas por 2, 6, 12 ou 24 horas e, em seguida, foram realizados o0s

protocolos descritos a seguir.

Figura 13.Cultivo e tratamento das células RAW 264.7 com veneno total da serpente
Bothropoides insularis em placas de 96 pogos.

>
-~
/

Lavagem com I
w 5 mL de PBS w

- g i W

RAW 264.7 Adigdode1l mL de
confluentes nafase G, tripsina-EDTA para 37°C/ 5% de CO,
deslocamento 5 -10 minutos

~ Suspensdode
células

Contagemem Camarade

Retirada de aliquota 4000 RPM
) 5 N;“bf’;e; o para dilui¢do em azul 5 minutos
Ajuste da densidade celular de trypan
N .
7 7

/ 24h I / Tratamento com diferentes

concentragdes de BinsVT

- ———

37°C/5% CO,
1x105 céls/mL

4.4 Determinacdo do efeito citotoxico do veneno total da serpente Bothropoides insularis

sobre macro6fagos murinos.

4.4.1 Teste de reducdo do MTT

O teste do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) €
amplamente usado na determinacdo da viabilidade de células em cultivo. E um sal de

tetrazolio de cor amarelada, que é internalizado nas células viaveis por endocitose e reduzido
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no microambiente intracelular por desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em um sal
de formazan, de cor azul violacea, insoluvel em meio aquoso. Em seguida, deve ser
adicionado um agente surfactante para solubilizacdo dos cristais formados. Os produtos finais
sdo lidos por espectrofotometria a 570 nm. Dessa forma, o teste é utilizado como um
marcador da capacidade metabdlica das células (LIU et al., 1997; MOSMANN, 1983).

Para determinar o efeito citotoxico de BinsVT sobre macrofagos, placas de 96 pocos
tratadas com diferentes concentracfes foram incubadas por 2, 6, 12 e 24 horas a 37°C e 5% de
CO,. Como controle negativo, foi utilizado PBS estéril, pH 7.4. Em seguida, as placas foram
centrifugadas a 4000 RPM por 5 min e 100 pL de sobrenadante foram removidos. 10 pL de
uma solucdo de MTT (Sigma®) a 2,5 mg/mL em PBS foram adicionados e a placa foi
incubada por 4 horas a 37°C no escuro e, em seguida, 90 uL de dodecilsulfato de sodio (SDS)
(10% em HCI 0,01N). Ap6s 17 horas de incubacéo, as placas foram lidas em leitor de placas a
570 nm (Figura 14). Os dados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular +

EPM em relacéo ao controle negativo.

Figura 14. Ensaio de reducdo do 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.
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4.4.2 Determinacdo da liberacdo de lactato desidrogenase

Para investigar se o tratamento com BinsVT causou lise e liberagdo do contetdo
celular, foi realizada a dosagem da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante dos grupos tratados no teste do MTT. A enzima LDH é encontrada no
citoplasma de todas as células de mamiferos e é responsavel pelo consumo e producdo de
piruvato e lactato em condi¢Bes anaerobicas, com envolvimento dos mediadores
NAD+/NADH (Figura 15) (BAYNES, 2010). Nos tltimos anos, a atividade dessa enzima tem
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sido utilizada como principal marcador de lise celular in vitro, em substituigdo aos testes de

liberacdo de [*'Cr], devido aos riscos envolvendo o uso de isotopos radioativos.

Figura 15. ReacBes de metabolismo anaerdbico catalisadas pela enzima Lactato
Desidrogenase (LDH).
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Fonte: http://blogbiotecnica.ind.br/blog/2011/04/metodologias-para-determinacao-da-desidrogenase-latica-ldh-

piruvato-ou-lactato/

O teste de determinagdo da atividade de LDH é baseado na utilizagdo do NADH
produzido pela acdo da enzima sobre o lactato presente no reagente para reducdo do cloreto
de2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio  (INT) num composto de cor
avermelhada (Figura 16). 100 pL dos sobrenadantes dos grupos experimentais tratados com
BinsVT (100; 50; 25; e 12,5 pg/mL), Triton X-100 1% v/v (controle positivo) e PBS (controle
negativo) foram incubados com 100 pL do reagente comercial (Roche®) de determinacdo de
LDH (composto de diaforase, NAD+, INT e lactato de sddio) em temperatura ambiente por
30 minutos no escuro. Por fim, a leitura das absorbancias finais foi feita em leitora de
microplacas a 490 nm, com filtro de referéncia de 620 nm. Os valores de citotoxicidade foram
calculados utilizando os resultados de controle negativo como liberacdo basal de LDH, e os

resultados de controle positivo, como 100% de liberacdo da enzima.
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Figura 16. Principio do teste de determinagdo da liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) in

vitro.
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Fonte: https://cssportal.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11644793001 en 10.pdf

4.5 Determinacdo das alteracdes morfoldgicas induzidas pelo veneno da

serpente Bothropoides insularis em macréfagos murinos.

Para estudo das alteracGes morfoldgicas induzidas por BinsVT sobre as células RAW
264.7, foi realizada coloracdo de May Grunwald-Giemsa das células tratadas. Para tal, as
células foram cultivadas sobre a superficie de laminulas de 13 mm em placas de 24 pocos na
presenca de PBS, Triton X-100 ou BinsVT (100; 50; 25; e 12,5 pg/mL) por 2, 6, 12 e 24
horas. Em seguida, a placa foi centrifugada (4000 RPM por 5 minutos), o sobrenadante foi
removido e as laminulas foram imersas por 2 minutos em metanol P.A. gelado para fixacéo
das células. O metanol foi retirado, as laminulas foram lavadas com &gua tamponada e, em
seguida, imersas em corante May Grunwald por 5 minutos a temperatura ambiente. Apods a
retirada desse corante e lavagem com agua tamponada, as amostras foram imersas em corante
Giemsa (diluicdo 1:20) por 15 minutos em temperatura ambiente. Apos retirada do corante e
nova lavagem com agua tamponada, as laminulas foram retiradas cuidadosamente da placa de
cultivo e postas a secagem em temperatura ambiente. Por fim, a montagem das laminas foi

realizada utilizando entelan-cola A leitura das laminas foi realizada em microscopio optico
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Olympus® (aumento de 40 X) e os grupos foram analisados qualitativamente em relacdo ao
grupo controle. O registro das alteracdes morfologicas relevantes foi realizado com camera

fotografica Olympus®.

4.6 Andlise do tipo de morte celular induzida pelo veneno da serpente Bothropoides

insularis por citometria de fluxo.

A avaliagdo do tipo de morte celular induzido pela substancia em estudo foi realizada
pela determinacdo de caracteristicas celulares indicativas de morte por necrose ou apoptose
por citometria de fluxo. Essa € uma metodologia usada para o estudo de diversas
caracteristicas celulares, uma vez que um dos principios deste método é a manutencdo das
condices vitais da célula apds sua manipulacéo, permitindo investigagdes mais aprofundadas
do comportamento biolégico da populacdo celular em estudo, inclusive de avaliacdo
funcional. Para realizacdo das analises, as células sdo conduzidas por um fluxo de liquido
unidirecional e forcadas a passar individualmente por um canal, onde sdo interceptadas por
feixes de luz provenientes de lasers especificos (BACAL e FAULHABER, 2003) (Figura 17).

A dispersdo do feixe de luz causado pelo contato com células e outras particulas é
interceptada e interpretada de diferentes formas. O feixe de luz que sofre pouco ou nenhum
desvio é chamado de FSC (Foward Light Scatter) e é relacionado ao tamanho das células ou
particulas em analise. Os feixes luminosos dispersos lateralmente (Side Light Scatter — SSC)
fornecem informacdes a respeito da complexidade das particulas, como presenca de granulos,
tamanho e complexidade do nucleo, entre outros (MACHADO-JUNIOR et al., 2006). Além
disso, com a utilizacdo de corantes fluorescentes ou marcadores celulares complexados com
fluorocromos, é possivel ainda avaliar quali- e quantitativamente diversas caracteristicas
celulares importantes, como conteldo e integridade de DNA, presenca intracelular de
moléculas sinalizadoras e aumento ou diminuicdo da expressdo de macromoléculas de
membrana (CHATTOPADHYAY e ROEDERER, 2012).
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Figura 17. Principio de leitura por citometria de fluxo.
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Fonte: Adaptado de http://www.abcam.com/ps/CMS/Images/Flow-Cytometry-

how%20it%20works-Diagram.jpg

Células necréticas e apoptoticas apresentam caracteristicas diferenciadas, como
integridade de DNA e de membrana e expressdo de moléculas de superficie. Um marcador
precoce de apoptose € a externalizacdo de fosfatidilserina, um fosfolipidio do folheto interno
da membrana plasmatica celular, que € externalizado quando a célula entra em processo
apoptdético, como sinalizacdo para fagocitose por macrdfagos e outras células inflamatérias. A
anexina V tem a capacidade de se ligar fortemente a fosfatidilserina e, quando marcada com
fluorocromos como a fluoresceina isotiocianato (FITC), pode ser utilizada como marcador da
externalizacdo dessa macromolécula (DE LIMA, 2005). Paralelamente, as células podem ser
analisadas pela adicdo do iodeto de propidio (PI), um marcador fluorescente de DNA
impermeavel & membrana celular intacta, sendo dessa forma um marcador importante de
aumento de permeabilidade de membrana, um evento caracteristico nas células necroticas.
Nesse ensaio, as células sdo divididas em quatro populac@es distintas: células viaveis ndo sao
marcadas por nenhum dos corantes fluorescentes; células marcadas unicamente com PI s&o
consideradas como células em necrose; células marcadas unicamente por anexina-FITC séo
contadas como células apoptoéticas; e, por fim, células marcadas duplamente configuram
populacdo de corpos apoptéticos que, devido a auséncia de fagocitos para finalizar o processo
de morte celular, entram em necrose secundaria. Esses Gltimos eventos sdo também chamados
de apoptose tardia. (BOERSMA et al., 2005).


http://www.abcam.com/ps/CMS/Images/Flow-Cytometry-how%20it%20works-Diagram.jpg
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Nesse estudo, as células RAW 264.7 foram incubadas com BinsVT (100 e 50
png/mL) e PBS (controle negativo) por 24 horas em placas de 24 pogos. Em seguida, o
sobrenadante de cultivo foi removido e centrifugado a 2000 RPM por 5 minutos para coleta
de células em suspensdo. Adicionalmente, as células aderidas foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e misturadas ao pellet obtido do sobrenadante. As misturas foram mais uma vez
centrifugadas e o precipitado obtido foi lavado 2 vezes com PBS e ressuspenso em 490 uL de
tampdo de ligacdo (Hepes/NaOH 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2,5 mM, pH 7,4). As
suspensdes foram tratadas com 5 pL de solucdo de Anexina V-FITC e 5 pL de solugéo de Pl
(BD Pharmigen®, ambos na concentracéo final de 5 pg/mL) por 15 minutos ao abrigo da luz.
Por fim, as amostras foram centrifugadas, ressuspensas em 500 pL de tampéo de ligacdo e
analisadas em citémetro de fluxo (FACSCalibur®, BD Pharmigen) para contagem de células
ndo-marcadas, marcadas unicamente com Pl ou anexina V-FITC ou marcadas duplamente
(Figura 18).

Figura 18. Processamento de amostras de células RAW 264.7 tratadas com o veneno da

serpente Bothropoides insularis para avaliacdo de alteracdes celulares em citémetro de fluxo.
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4.7 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os resultados foram
expressos como valores médios + erro padrdo médio (EPM). Para comparagdo dos grupos
experimentais, foi utilizado o teste estatistico ANOVA, com pos-teste de Dunnet, utilizando
p<0,05 como critério de significancia. Para realizacdo dos testes estatisticos, foram utilizados

os softwares Microsoft Excel® 2010 e GraphPadPrism® versdo 5.0.



(Resullados
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade proteolitica in vitro do veneno da serpente Bothropoides insularis.

No presente trabalho, foi estudada a atividade proteolitica do veneno total da
serpente Bothropoides insularis (BinsVT), pelo método colorimétrico de clivagem da
azocaseina. Apods realizacdo dos ensaios, foi verificado um aumento da absorbancia nos
grupos tratados com todas as concentra¢Ges, com pico de efeito proteolitico na concentracéo

de 200 pg/mL, conforme demonstrado na figura 19 e tabela 1.
Figura 19. Efeito proteolitico do veneno da serpente Bothropoides insularis (BinsVT) sobre
solucdo de azocaseina.
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Os dados foram expressos como absorbancia média £ EPM e analisados por ANOVA com pds-teste de Dunnet.

*p<0,05 vs. grupo controle, na auséncia de veneno.
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Tabela 1. Efeito proteolitico do veneno da serpente Bothropoides insularis em diferentes

concentragdes sobre solucdo de azocaseina.

BinsVT (pg/mL) Abs média + EPM
0 0,059 + 0,001
6,25 0,145 + 0,012*
12,5 0,152 + 0,010*
25 0,169 + 0,009*
50 0,177 + 0,008*
100 0,190 + 0,008*
200 0,332 + 0,004*

Os dados foram expressos como absorbancia média £ EPM e analisados por ANOVA com pds-teste de Dunnet.

*p<0,05 vs. grupo controle, na auséncia de veneno.

5.2 Producaoin vitro de perdxido de hidrogénio induzida pelo veneno da serpente

Bothropoides insularis.

Foi realizada a determinacdo da atividade catalitica de BinsVT sobre aminoacidos,
produzindo peréxido de hidrogénio (H20,), através de uma reacdo de clivagem da L-leucina
acoplada com peroxidase e o-fenilenodiamina. As concentragfes de H,O, nas amostras
testadas foram calculadas por regresséo linear, utilizando como base uma curva-padrdo de
H,0O, (com concentracdes entre 0 e 400 uM de perdxido) testada nas mesmas condi¢bes dos
grupos de estudo. Foi verificado que BinsVT levou a um aumento significativo das
concentracdes de H,O,, quando comparado com o grupo controle (Figura 20 e Tabela 2),
tendo apresentado pico de efeito na concentracdo de 25 pg/mL, com producdo quase 3 vezes

maior que o grupo controle.



57

Figura 20. Efeito do veneno da serpente Bothropoides insularis (BinsVT) sobre a produgéo

de peroxido in vitro.
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Os dados foram expressos como concentra¢do de H,O, em pg/mL + EPM e analisados por ANOVA com pds-

teste de Dunnet. *p<0,05 vs. grupo controle, na auséncia de veneno.

Tabela 2. Concentracdo de peroxido de hidrogénio produzido por diferentes concentragdes do

veneno da serpente Bothropoides insularis.

BinsVT (ug/mL) Producéo de H,O, (UM)
0 0,052 + 0,07

6,25 104,8 £ 2,47*

12,5 206,3 + 0,75*

25 260,4 + 4,68*

50 241,2 +1,99*

100 203,5 + 4,38*

200 179,9 + 3,39*

Os dados foram expressos absobéancia + E.P.M. e analisados por ANOVA com pds-teste de Dunnet. *p<0,05 vs.

grupo controle, na auséncia de veneno.
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5.3 Efeito do veneno da serpente Bothropoidesinsularis sobre a viabilidade de

macréfagos murinos.

Com o intuito de estudar o efeito de BinsVT sobre macrofagos, a substancia foi
incubada com as células RAW 264.7 por diferentes periodos de tempo e concentragdes. Em
seguida, foi realizado o ensaio de reducdo do MTT, que determina indiretamente a capacidade
oxirredutora das células. Apds 2 horas de incubacdo, todos os grupos tratados com BinsVT
apresentaram viabilidade celular maiores que 100% em relagcdo ao controle, indicando uma
possivel proliferagdo celular. As maiores concentracdo estudadas (200 e 100 pg/mL)
demonstraram efeito citotoxico crescente no decorrer do tempo de incubagdo. Nas
concentracdes mais baixas (6,25 e 12,5 pg/mL), foi observado um aumento da viabilidade
celular tempo-dependente, sugerindo um efeito proliferativo do veneno sobre os macr6fagos
in vitro nessas concentragdes. As figuras 21, 22, 23 e 24 e a tabela 3.

Figura 21. Efeito do veneno da serpente Bothropoides insularis sobre a viabilidade de
células RAW 264.7, avaliado pelo método de reducdo do MTT ap0s 2 horas de incubacéo

com BinsVT.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os dados expressos como viabilidade celular média +

EPM. Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.
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Figura 22. Efeito do veneno da serpente Bothropoides insularis sobre a viabilidade de células
RAW 264.7, avaliado pelo método de reducdo do MTT apds 6 horas de incubacdo com
BinsVT.
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Os experimentos foram realizados em ftriplicata (n=3), e os dados expressos como viabilidade celular média +
EPM. Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.

Figura 23. Efeito do veneno da serpente Bothropoides insularis sobre a viabilidade de células
RAW 264.7, avaliado pelo método de reducdo do MTT ap0s 12 horas de incubacdo com
BinsVT.

N

o

o
1

[EEN

(€))

o
1

100

50

Viabilidade celular (%)

0 625 125 25 50 100 200
BinsVT (ug/mL)

Os experimentos foram realizados em ftriplicata (n=3), e os dados expressos como viabilidade celular média +

EPM. Para anéalise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.
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Figura 24. Efeito do veneno da serpente Bothropoides insularis sobre a viabilidade de células
RAW 264.7, avaliado pelo método de reducdo do MTT apos 24 horas de incubagdo com
BinsVT.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os dados expressos como viabilidade celular média +
EPM. Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.

Tabela 3. Viabilidade celular de células RAW 264.7 tratadas com BinsVTem diferentes
concentracdes e tempos.

BinsVT Viabilidade Celular
(hg/mL) 2 horas 6 horas 12 horas 24 horas
0 99,9+4,0 101+£34 100£1,5 99,9+0,5
6,25 180,3 £ 5,7* 189 £ 5,2* 210,2 £ 2,5*# 203,3 £ 2,8*#
12,5 185,3 £4,3* 2154 £ 52*# 217,6 £ 4,9*%# 199,7 £ 2,2*
25 180,5+5,1* 228,3 £ 4,0*%# 192,7 £ 4,5* 142,4 +£ 1,5*#
50 180,7 £5,0* 180,5+4,9* 141,6 £ 3,2*# 139,8 £ 2,8*#
100 156 £ 5,2* 103,4 +1,3# 77,9 £4,0%# 33,4 £ 2,4*%#
200 136,9 £ 1,9* 82,35 £ 5,2*# 47,2 + 2,8%# 13,4 £1,0%#

Os dados foram expressos como porcentagem de viabilidade + EPM em relagdo ao grupo controle e analisados
por ANOVA com pds-teste de Dunnet. *p<0,05 vs. grupo controle; #p<0,05 vs. efeito apds duas horas de

tratamento.
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5.4 Efeito do veneno da serpente Bothropoides insularis sobre a liberacdo da enzima
lactato desidrogenase.

Para determinagdo dos niveis de lesdo celular com liberacdo de conteudo
citoplasmatico, o sobrenadante de cultivo dos pocos tratados com BinsVT foi removido para
determinacdo dos niveis de LDH, uma enzima citoplasmatica presente em todas as células e
liberadas quando a integridade da membrana é prejudicada. A liberacdo percentual de LDH
dos grupos controle e testes foi determinada apds a dosagem da enzima em células tratadas
com Triton X-100 1%, considerado como grupo controle de 100% de liberagdo da enzima.
Foi observado um aumento significativo da liberacdo de LDH em relacdo ao controle de
forma concentracdo e tempo-dependente. Foram observados aumentos gradativos da liberagédo
da enzima, com pico de liberacdo ap6s 12 horas de incubacdo. As figuras 25, 26, 27 e 28 e a
tabela 4 demonstram o efeito encontrado.

Figura 25. Liberacdo percentual da enzima lactato desidrogenase (LDH) de células RAW

264.7 induzida pelo veneno da serpente Bothropoides insularis ap6s 2 horas de tratamento.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os dados expressos como liberacdo percentual de LDH +
EPM. Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.
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Figura 26. Liberacdo percentual da enzima lactato desidrogenase (LDH) de células RAW

264.7 induzida pelo veneno da serpente Bothropoides insularis ap6s 6 horas de tratamento.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os dados expressos como libera¢do percentual de LDH +
EPM. Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.

Figura 27. Liberacdo percentual da enzima lactato desidrogenase (LDH) de células RAW

264.7 induzida pelo veneno da serpente Bothropoides insularis apds 12 horas de tratamento.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os dados expressos como liberacdo percentual de LDH +

EPM. Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.
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Figura 28. Liberacdo percentual da enzima lactato desidrogenase (LDH) de células RAW

264.7 induzida pelo veneno da serpente Bothropoides insularis ap6s 24 horas de tratamento.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e os dados expressos como libera¢éo percentual de LDH +
EPM. Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.

Tabela 4. Liberacdo de LDH de células RAW 264.7 induzida pelo veneno da serpenteem
diferentes concentragdes e tempos.

BinsVT Liberagdo percentual de LDH
(ng/mL) 2 horas 6 horas 12 horas 24 horas
0 1,57 +0,70 1,10+0,51 0,74+0,20 0,80+0,45
12,5 7,09 £ 0,46* 6,97 £ 0,33* 15,28 = 1,02*# 11,05+ 1,20*#
25 12,51 £0,67* 9,41 +£1,25* 70,66 + 0,96*# 15,88 + 2,68*
50 12,35 +£1,39* 21,82 +0,86* 99,48 + 1,01*# 67,2 £ 456*#
100 17,15 +£1,25* 52,5+ 131*# 96,33 + 2,79*# 87,43 + 2,33*#

Os dados foram expressos como liberacdo percentual de LDH + EPM em relagdo ao grupo controle e analisados

por ANOVA com pés-teste de Dunnet. *p<0,05 vs. grupo controle; #p<0,05 vs. efeito ap6s duas horas de

tratamento.
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5.5 AlteracGes morfoldgicas induzidas pelo veneno da serpente Bothropoides insularis.

Apos 2, 6, 12 e 24 horas de incubacdo das células RAW 264.7 com BinsVT (100; 50;
25 e 12,5 pg/mL), PBS (controle negativo) e Triton X-100 (controle positivo) sobre a
superficie de laminulas, as células foram fixadas e coradas para avaliagdo morfologica. As
alteracbes mais caracteristicas e relevantes foram fotografadas e estdo demonstradas nas
figuras 29, 30, 31 e 32. Foram encontradas diversas alteracdes morfologicas importantes nos
grupos tratados com BinsVT, como tumefacdo celular, lise, condensacdo nucléica, aumento
do numero de prolongamentos citoplasméticos, blebbing, reducdo do volume celular e

aparecimento de ndcleos desnudos.
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Figura 29. Alteraces morfoldgicas induzidas por BinsVT em células RAW 264.7 ap6s 2

horas de incubacdo, observadas apos coloracdo May-Grunwald Giemsa.

‘ t “.% ‘\. . .. e 1%.! ‘ .
LI 5 S | . [N 3
. ‘} ;.3%‘«92‘ A .8' 8 .
pr . K '-‘i' o oxits ~
"i’ {'0 :‘o ‘.’.‘ 5 i
4 o‘:’ ‘s (‘ ':‘. Aad
L > * - >
*' A \ - ‘. L] -
CT- CT+

®
. A } # »
, ¢
Ry AR
100 pg/mL 50 pg/mL

5.“ il MR

25 pg/mL 12,5 pg/mL

PBS foi usado como controle negativo e Triton X-100, como controle positivo. Legenda: 1. Células com nicleos
desnudos, indicativo de lise celular com liberagdo do conteldo citoplasmatico; 2. Células com prolongamentos
citoplasméticos semelhantes a pseuddpodes; 3. Tumefacdo celular; 4. Deposicdo de detritos celulares; 5.
Aumento do nimero de células vacuolizadas; 6. Reducdo do volume celular, com morfologia semelhante a

corpos apoptaticos; 7. Condensagdo nuclear e picnose; 8. Blebbing.
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Figura 30. Alteraces morfoldgicas induzidas por BinsVT em células RAW 264.7 ap6s 6

horas de incubacdo, observadas apos coloracdo May-Grunwald Giemsa.
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PBS foi usado como controle negativo e Triton X-100, como controle positivo. Legenda: 1. Células com nlcleos
desnudos, indicativo de lise celular com liberagdo do contetdo citoplasmatico; 2. Células com prolongamentos
citoplasmaticos semelhantes a pseudépodes; 3. Tumefacdo celular; 4. Deposicao de detritos celulares; 5.
Aumento do ndmero de células vacuolizadas; 6. Redugdo do volume celular, com morfologia semelhante a

corpos apoptaticos; 7. Condensagdo nuclear e picnose; 8. Blebbing.
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Figura 31. Alteracbes morfologicas induzidas por BinsVT em células RAW 264.7 apo6s 12

horas de incubacdo, observadas apos coloracdo May-Grunwald Giemsa.
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PBS foi usado como controle negativo e Triton X-100, como controle positivo. Legenda: 1. Células com nlcleos
desnudos, indicativo de lise celular com liberagdo do conteldo citoplasmatico; 2. Células com prolongamentos
citoplasméticos semelhantes a pseuddpodes; 3. Tumefacdo celular; 4. Deposicdo de detritos celulares; 5.
Aumento do nimero de células vacuolizadas; 6. Reducdo do volume celular, com morfologia semelhante a

corpos apoptaticos; 7. Condensagdo nuclear e picnose; 8. Blebbing.
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Figura 32. Alteracbes morfologicas induzidas por BinsVT em células RAW 264.7 apos 24

horas de incubacdo, observadas apos coloracdo May-Grunwald Giemsa.
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PBS foi usado como controle negativo e Triton X-100, como controle positivo. Legenda: 1. Células com ndcleos
desnudos, indicativo de lise celular com liberagdo do contelido citoplasmatico; 2. Células com prolongamentos
citoplasméticos semelhantes a pseuddpodes; 3. Tumefacdo celular; 4. Deposi¢do de detritos celulares; 5.
Aumento do nimero de células vacuolizadas; 6. Redugdo do volume celular, com morfologia semelhante a

corpos apoptaticos; 7. Condensagdo nuclear e picnose; 8. Blebbing.
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5.6 Mecanismo de morte celular envolvido no efeito citotoxico do veneno da serpente

Bothropoides insularis.

Com o objetivo de identificar alteragOes celulares indicativas de necrose e/ou
apoptose induzidas por BinsVT, as células tratadas por 24 horas foram submetidas ao
protocolo de marcacao por iodeto de propidio (PI) e anexina-FITC. No ensaio realizado com
BinsVT, os resultados encontrados indicam a ocorréncia discreta de eventos necroticos e
apoptdticos, principalmente representados por células na fase de apoptose tardia, conforme
demonstrado nas figuras 33 e 34 e na tabela 6.

Figura 33. Avaliacdo do tipo de morte celular envolvido no efeito veneno da serpente

Bothropoides insularis sobre células RAW 264.7 ap6s 24 horas de incubacao.
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V-FITC.
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Figura 34. Avaliacéo do tipo de morte celular envolvido no efeito veneno da serpente Bothropoides

insularis sobre células RAW 264.7 apds 24 horas de incubacao.

*p<0,05
0 p

80
[ Nao-marcadas

Bl Marcacédo Pl
Bl Marcacdo Anexina-FITC
Il Dupla marcagdo

60

404

% de Eventos

204

0 50 100
BinsVT (ug/mL)

Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3), e 0s dados expressos como porcentagem de eventos + EPM.

Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de p6s-teste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo controle.

Tabela 5. Avaliacdo do tipo de morte celular envolvido no efeito veneno da serpente

Bothropoides insularis sobre células RAW 264.7 ap6s 24 horas de incubacao.

BinsVT Células Células Células margadas Células com
o marcadas com com Anexina- «
(ug/mL) viaveis Pl EITC marcagao dupla
0 93,37 +£0,55 0,66 + 0,06 1,71 £0,07 2,95+0,15
50 86,5+2,11* 2,57 +0,17* 1,58 £ 0,32 6,70 + 0,9*
100 75,49 £ 6,61* 5,48 + 0,20* 3,18 +0,38* 10,10 + 0,64*

Os dados foram expressos como porcentagem de eventos =+ EPM em relagdo ao grupo controle. *p<0,05 vs.

grupo controle.
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6. DISCUSSAO

A fisiopatologia do acidente ofidico envolve uma série de eventos complexos e
interligados, onde se destacam efeitos vasculares, hemorragicos, miotoxicos, pro-
inflamatorios e citotoxicos, tendo como consequéncia uma diversidade de alteracbes locais e
sistémicas, incluindo edema, hemorragia, necrose tecidual, insuficiéncia renal aguda, faléncia
respiratoria, choque e sepse (RIBEIRO et al., 1998; WARRELL, 2005; GUTIERREZ et al.,
2009). Vérios autores tem comprovado que a ocorréncia, extensdo e gravidade desses efeitos
sdo dependentes da composi¢do quali-quantitativa da peconha. Dessa forma, nos estudos
realizados com veneno total, uma das preocupacdes € buscar maneiras de identificar que
fracbes podem ser determinantes para justificar os efeitos bioldgicos encontrados.
Adicionalmente, apesar de serem estudados diversos efeitos de venenos botropicos em
modelos animais, pouco é conhecido sobre o papel direto dessas substancias em células com
fungBes pro-inflamatdrias, como neutrofilos e macréfagos, e de que forma essas células

interferem no estabelecimento do quadro lesivo.

No presente trabalho, foram investigados os efeitos do veneno total da serpente
Bothropoides insularis (Bins\VVT) sobre células RAW 264.7, linhagem de macrdfagos isoladas
de camundongos BALB/c. Essas células sdo amplamente utilizadas em estudos de
citotoxicidade in vitro e na elucidacdo dos mecanismos celulares envolvidos em diversas
condi¢des inflamatdérias (QURESHI et al.,, 2012). Foram analisados parametros de
metabolismo oxirredutor, morfologia celular, integridade de membrana, liberacdo de contetdo
interno e expressdo de moléculas sinalizadoras. Com o intuito de correlacionar esses efeitos a
presenca de determinadas fracbes em BinsVT, foram realizados ensaios de atividade
enzimatica in vitro para investigar se, nas condi¢des experimentais adotadas nesse trabalho, a

atividade catalitica do veneno pode justificar os efeitos encontrados.

Quando submetidos ao método de reducdo do MTT, os macréfagos tratados com
BinsVT demonstraram um comportamento dependente de tempo e concentracdo, uma vez que
0 tipo e a intensidade do efeito encontrado foi estritamente relacionado & concentracdo do
veneno e ao tempo de exposicdo da celula ao mesmo. Enquanto altas concentragcdes de
BinsVT causam morte celular tempo-dependente, menores concentracdes sdo capazes de

aumentar a viabilidade celular in vitro.
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Alguns autores relatam efeitos de venenos animais e suas fragdes sobre a viabilidade
de varias linhagens celulares. Recentemente observamos que o veneno de Bothropoideslutzi
possui efeito semelhante ao encontrado nesse trabalho, induzindo morte celular em altas
concentragdes e aparente proliferacdo nas menores (MENEZES et al.,, 2012). Sendo
macrofagos células envolvidas no processo inflamatoério, resultados dessa natureza podem
indicar um efeito pro-inflamatério, através da ativacdo dos macrdéfagos e consequente
liberacdo de citocinas que, exercendo efeito paracrino e autdcrino, estimulam a proliferacdo
local de macréfagos. Foi verificada a indugdo de citocinas dessa natureza em macréfagos
peritoneais por jararhagin, uma metaloproteinase isolada do veneno de B. jararaca (CLISSA
et al.,, 2001). Além disso, Zhycaret al. (2010) relata, em estudo realizado in vivo, o
envolvimento de PLA; e metaloproteinases no efeito inflamatério de venenos botropicos,
demonstrado através de dano tecidual local com hemorragia, dor e mionecrose, além da
migracdo peritoneal de células inflamatdrias. Em outros estudos, também foram evidenciado
fortes indicios de processo inflamatério mediado por miotoxinas, como edema (OLIVEIRA et
al., 2009), infiltrado inflamatério (TEIXEIRA et al., 2009) e dano endotelial com
envolvimento apoptotico (GUTIERREZ et al., 2009).

S&o descritos na literatura alguns efeitos do veneno de B. insularis e de suas fragdes
isoladas que demonstram seu potencial inflamatério. Barbosa et al. (2003) demonstraram que
essa peconha é capaz de induzir edema de pata em animais, sendo essa inducdo mediada por
produtos do prostaglandinas, 6xido nitrico e histamina. Inducdo de edema e bloqueio
neuromuscular também foram encontrados no estudo de duas fosfolipases A, (SVPLA))
isoladas desse veneno (COGO et al., 2006). Adicionalmente, a metaloproteinase isolada desse
veneno induziu extravasamento de plasma e migracédo leucocitaria sem efeito hemorragico em
camundongos (SILVA et al., 2012).

Potencial pro-inflamatério ndo é restrito ao veneno de B. insularis. Resultados
semelhantes foram observados em diversos trabalhos utilizando venenos animais e suas
fracdes. Recentemente foram descritos efeitos miotdxicos e inflamatdrios dos venenos de B.
jararaca e B. jararacussu, envolvendo lesdo tecidual e migracdo leucocitaria (PATRAO-
NETO et al., 2013). Adicionalmente, foram identificadas alteracbes como edema de pata e
dor inflamatdria em pegonhas de outras espécies, como 0s venenos de Montiviperaxanthina,
Viperalebetina, Apismellifera e a toxinas Ts2 e Ts6 isoladas do veneno do escorpido
Tityusserrulatus (ZHOU et al., 2012; NALBANTSOQY et al., 2013; ZOCCAL et al., 2013).
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Esses mecanismos estéo relacionados a aumento da permeabilidade vascular, citotoxicidade,

liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e migracéo leucocitaria.

Os grupos experimentais também foram submetidos a determinacdo da liberagédo
percentual da enzima lactato desidrogenase, através de uma reagdo colorimétrica. Essa
enzima, importante marcador de lise e morte celular, € amplamente usada na determinacao da
citotoxicidade de substancias, devido a facilidade de execucdo, seguranca do método e
reprodutibilidade de resultados. BinsVT provocou um aumento na liberacdo de LDH tempo- e
concentragdo-dependente. Esses dados, quando comparados aos encontrados no teste do
MTT, sugerem a presenca de efeitos celulares distintos. Acredita-se que, devido a presenca de
diferentes proteinas na peconha de B. insularis, coexistam efeitos proliferativos e citotoxicos,
e a concentracdo e 0 tempo de exposicdo a substancia devem determinar qual desses efeitos

sera sobressalente.

Essa hipotese de um efeito dual, pré-inflamatério e lesivo, de BinsVT sobre
macrofagos foi reforcada pela avaliagcdo das alteragdes morfoldgicas presentes nas células
apos tratamento com BinsVT em diferentes tempos. A analise qualitativa revelou alteracdes
indicativas de lesdo celular, tais como tumefacdo, deposicdo de fragmentos celulares,
aparecimento de nucleos desnudos, reducdo do volume celular e condensacdo nuclear. Além
disso, observou-se o aumento de células com prolongamentos citoplasmaticos, que sdo

caracteristicas conhecidas de ativacdo de macréfagos.

A fim de identificar os mecanismos de morte celular envolvidos no efeito citotoxico
de BIinVT, as células tratadas foram submetidas a avaliacdo em citémetro de fluxo. O presente
estudo revelou envolvimento necrético e apoptdtico no efeito de BinsVT sobre células RAW
264.7. Foi observado nesse ensaio 0 aparecimento de quatro populagdes celulares: células
viaveis, ndo marcadas com Pl ou anexina-FITC; células necroticas, cuja perda de integridade
de membrana é detectada pela marcacdo com PI; células apoptdticas, detectadas pela ligacéo
especifica da anexina-FITC a fosfatidilserinatranslocada para o folheto externo da membrana
plasmatica; e células marcadas duplamente, consideradas células que passaram pelo processo
de indugdo apoptotica e, por ndo terem sido fagocitados, sdo lisados e entram em necrose

secundaria.

Apesar dos efeitos de BinsVTin vitro serem pouco estudados, Mello (2011)
demonstrou sua citotoxicidade em células MDCK (Madin-DarbyCanineKidney) com

envolvimento apoptotico e reducéo do potencial transmembranico mitocondrial. Nesse estudo,
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a substancia apresentou um potencial citotdxico mais acentuado do que os resultados
encontrados nesse trabalho, uma vez que as células MDCK séo células epiteliais do tubulo
renal, incapazes de liberar mediadores inflamatdrios interferentes na acdo de BinsVT. Além
disso, esse veneno e suas fracbes apresentam acentuada nefrotoxicidade, com reducdo de
ritmo de filtracdo glomerular e cortes histoldgicos revelando morte celular nos tabulos renais
(BRAGA et al., 2008).

O presente estudo demonstrou o efeito proteolitico in vitro de BinsVT, confirmando
os achados encontrados por Lira et al. (2007) e indicando a presenga de metaloproteinases
nesse veneno nas condi¢cdes experimentais adotadas nesse trabalho. Esse achado é um
indicativo de que os efeitos biologicos encontrados sobre macrofagos podem estar

relacionados a acao catalitica direta sobre proteinas celulares.

Injuria e morte celular in vitro j& foram descritas em ensaios realizados com
metaloproteinases (svMPs) de outros venenos botrépicos. A svMP isolada de B. atrox
demonstrou um efeito apoptdtico sobre linhagem de células endoteliais BAEC, com inibicdo
da progressdo do ciclo celular, fragmentacdo de DNA e ativacdo de caspases (BRENES et al.,
2010). A metaloproteinase do veneno de B. leucurus provocou perda de adesdo e alteractes
morfologicas importantes em células endoteliais (GREMSKI et al., 2007). Esses autores
sugerem que degradacdo das proteinas de matriz extracelular, responséveis pela manutencéo
do contato e interacdo com as células circunvizinhas, estd envolvida no processo de morte

celular.

Alem disso, diversos outros efeitos de natureza lesiva e/ou inflamatoria foram
encontrados em svMPs. Gay et al. (2005) demonstraram que a fracdo metaloproteinase do
veneno de B. alternatus causou efeito hemolitico, mionecrético e edematogénico em
camundongos. Jararhagin, por sua vez, é indutora de um tipo especifico de apoptose,
conhecido como anoikis, em células endoteliais (TANJONI et al., 2005). A anoikis é um
mecanismo de apoptose induzido e mediado pela perda de adeséo celular (SILVA, 2003). A
mesma proteina demonstrou potencial edematogénico e hemorragico (LAING et al., 2003).
Por fim, efeito mionecrétio, inflamatério e hemorragico foi observado em uma

metaloproteinase isolada do veneno de B. asper (GUTIERREZ et al., 1995).

O veneno estudado nesse trabalho demonstrou atividade oxidativa sobre L-leucina,
produzindo peroxido de hidrogénio (H,0,), uma reagdo que caracteriza a atividade da enzima

L-aminodacido oxidase (LAAQO). Essa enzima esta presente em muitos venenos animais, e sua
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presenca estd associada a uma diversidade de efeitos bioldgicos. Foram descritos efeitos
inflamatdrios, citotdxicos, anticoagulantes, nefrotdxicos e antimicrobianos associados a
LAAOs isoladas de venenos animais (BRAGA et al.,, 2008;TORRES et al., 2010;
NAUMANN et al.,, 2011). Em alguns desses casos, a adicdo de catalase inibiu total ou
parcialmente os efeitos bioldgicos encontrados, indicando que, pelo menos em parte, 0
mecanismo de acdo dessas LAAOs estdo relacionados aos efeitos bioldgicos do perdxido. A
LAAO isolada do veneno de Bungarusfasciatus, por exemplo, é capaz de migracdo de
neutrdfilos sem a presenca de dano muscular, indicando que essa enzima é responsavel, pelo
menos em parte, pelo efeito inflamatorio desse veneno, independente da ocorréncia de leséo
tecidual (WEI et al., 2009). Além disso, estudando os efeitos antiofidicos do extrato das
folhas de Camelliasinensis L., Pithayanukulet al. (2010) identificou que esse extratou causou
um bloqueio da atividade catalitica da LAAO presente em venenos de serpentes, e isso foi
seguido de acentuada diminuicéo dos efeitos hemorragicos e dermonecréticos, confirmando a

importancia dessa enzima no estabelecimento das lesdes teciduais induzidas por venenos.

Além das svMPs e LAAOs, as PLA, sdo fracdes importantes dos venenos
botropicos, e 8o conhecidos varios efeitos bioldgicos dessa enzima. Sua capacidade de
degradar fosfolipidios € uma caracteristica que € comumente associada com lesdes teciduais e
citotoxicidade. A BnSP-7, uma miotoxina com atividade fosfolipasica do veneno de Bothrops
(neuwiedi) pauloensis, causou edema, necrose tecidual e marcante liberacdo de IL-1p, IL-8 e
IL-6, e foi observado que a acdo dessas citocinas foi determinante da gravidade e progressao
da leséo tecidual (OLIVEIRA et al., 2009). E importante ressaltar, porém, que nem sempre a
atividade enzimatica da PLA2 é necessaria para que sejam observados efeitos bioldgicos
importantes. Monteiro (2010), estudando duas PLA; isoladas do veneno de B. erythromelas,
verificou que o efeitos toxicos sobre a perfusdo renal e sobre células MDCK foi mais
acentuado na fracdo com baixa atividade enzimatica, sugerindo que outros mecanismos

podem estar envolvidos na toxicidade dessa fracao.

Em conclusédo, outros estudos podem ser desenvolvidos para determinar o quanto
essas atividades enzimaticas sdo importantes para estabelecimento dos efeitos pro-
inflamatdrios do veneno de B. insularis. Ensaios promovendo bloqueio das atividades
proteolitica, fosfolipasica e produtora de H,O, se tornam Uteis, pois a identificacdo dos
mecanismos de acdo envolvidos na agdo dos venenos pode contribuir para estratégias

terapéuticas de manejo de pacientes picados.
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7. CONCLUSOES

O veneno da serpente Bothropoides insularis apresentou atividade proteolitica e
producdo de peroxido de hidrogénio in vitro. Adicionalmente, obteve potencial citotoxico
tempo-dependente sobre macréfagos murinos em altas concentragBes, com envolvimento
necrotico e apoptotico. Paralelamente, foi encontrado um possivel efeito proliferativo em
menores concentracdes, também de forma tempo-dependente. Esses achados sugerem a

presenca de fragdes com atividade lesiva e pro-inflamatoria.
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