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RESUMO
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AVALIACOES TOXICOLOGICAS DA ZOOTOXINA DE Philodryas
patagoniensis (SERPENTE: DIPSADIDAE)

Autor: Marcio Tavares Costa
Orientador: VVanderlei Folmer

Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 15 de julho de 2016

Philodryas patagoniensis é uma serpente opistoglifa comum no Rio Grande do Sul. Sua
peconha, produzida na glandula Duvernoy, constitui-se basicamente por metaloproteinases.
Compostos biologicamente ativos que, assim como outros extratos naturais, sdo alvos de
pesquisas na busca por agentes farmacoldgicos. No entanto, em conjunto, 0s mesmos devem
passar por testes para caracterizar seus efeitos toxicoldgicos. Estes exames permitem definir se
0 composto analisado é capaz de causar danos a saude humana, diagnosticar seus possiveis
locais de acdo, além de apontar tratamentos em casos de intoxica¢fes e envenenamentos.
Assim, a presente dissertacdo visa avaliar os potenciais toxicoldgicos da peconha de P.
patagoniensis: citotoxicologia e genotoxicologia. Para tanto, espécimes de P. patagoniensis
foram capturados para a extragdo da zootoxina, a qual teve sua concentragdo proteica
determinada por método colorimétrico de Bradford. A determinacdo da toxicidade aguda foi
realizada em Artemia salina. Para avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade utilizou-se o teste
de exclusdo de azul de Tripan e ensaio Cometa em leucécitos mononucleares humanos,
respectivamente. Ao final, testou-se a presenca de atividade DNase na pegonha via difusao
radial em agarose, e sua capacidade de gerar estresse oxidativo em nauplios de A. salina. Os
resultados indicaram uma concentracdo proteica méedia de 115,7 mg/mL nos pools de veneno
extraidos, os quais apresentaram uma DLsg de 461 pg/mL em A. salina, dose que o caracteriza
como toxico para este modelo experimental. Ao testar a toxina nas concentragdes de 55, 110,
220, 575 e 1150 pg/mL, sua capacidade citotoxicoldgica e genotoxicoldgica foi significativa
nas duas maiores concentragdes. A atividade DNase foi ausente, no entanto, o estresse oxidativo
foi detectado pela presenca de biomarcadores. Foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre
a toxicidade aguda em A. salina, a citotoxicidade e a genotoxicidade apurada, pois as doses



letais para as artémias causaram danos significativos, enquanto que as subletais ndo obtiveram
diferenca expressiva. Entre as possiveis razGes para esta toxicidade, o estresse oxidativo

desencadeado pela zootoxina demonstra estar relacionado aos danos encontrados.

Palavras-chaves: Colubridae; Leucdcitos; Tripan; Ensaio Cometa; TBARS; Pampa
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Philodryas patagoniensis is a common opisthoglyphous serpent in Rio Grande do Sul State. Its
venom produced in Duvernoy’s gland consists mainly of metalloproteinases. Compounds
biologically active which, like other natural extracts, are research targets in pursuit of
pharmacological agents. However, together, should go through tests to characterize their
toxicological effects. These tests allow you to define whether the analysed compound is able to
cause damage to human health, diagnose its possible sites of action, in addition to point
treatments in cases of intoxications and poisonings. Thus, the dissertation aims to evaluate the
potential toxicity of P. patagoniensis venom: cytotoxicology and genotoxicology. Therefore,
P. patagoniensis specimens were captured for the extraction of the zootoxin, which had its
protein concentration determined by Bradford colorimetric method. Determination of acute
toxicity was conducted in Artemia salina. To assess the cytotoxicity and genotoxicity used the
exclusion of Trypan blue test and Comet assay in human mononuclear leukocytes, respectively.
Finally, tested the presence of DNase activity in the venom via radial diffusion in agarose, and
venom'’s ability to generate oxidative stress in nauplii of A. salina. The results indicated a mean
protein concentration of 115.7 mg/mL in pools of venom extracted, which showed an LDsg of
461 pg/mL in A. salina, dose that characterizes as toxic to this experimental model. When the
toxin was tested at concentrations of 55, 110, 220, 575 and 1150 pg/ml, its cytotoxicology and
genotoxicology capacity were significant in two largest concentrations. The DNase activity was
absent, however, oxidative stress was detected by the presence of biomarkers. It was possible
to establish a direct relationship between the acute toxicity in A. salina, cytotoxicity and

genotoxicity found, because the lethal doses for brine shrimp caused significant damage, while



sublethal did not obtain significant difference. Among the possible reasons for this toxicity,
oxidative stress triggered by zootoxin shown to be related to the damage found.

Keywords: Colubridae; Leucocytes; Trypan; Comet Assay; TBARS; Pampa
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APRESENTACAO

A presente dissertagéo foi dividida em trés partes:

Na PARTE | encontram-se o0s topicos INTRODUCAO e REVISAO
BIBLIOGRAFICA, nos quais estdo descritas informacdes sobre os temas abordados. Além
desses, localiza-se na primeira parte a JUSTIFICATIVA e os OBJETIVOS deste trabalho.

As secbes MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO e as
respectivas REFERENCIAS estio apresentadas sob a forma de manuscrito, 0s quais se
encontram no item MANUSCRITO, compondo a PARTE Il. Este manuscrito reflete os
resultados deste trabalho. O mesmo foi submetido a revista Toxicon, qualis B1 na area Ciéncias
Bioldgicas I (ANEXO 1).

As secoes DISCUSSAO, CONSIDERAQC)ES FINAIS, PERSPECTIVAS e
REFERENCIAS encontram-se na PARTE I11. Esta Gltima lista de referéncias aponta as
citacdes utilizadas na INTRODUGCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertaco. As
PERSPECTIVAS correspondem aos possiveis estudos que podem ser realizados para dar

continuidade a esta pesquisa.
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1 INTRODUCAO

Philodryas patagoniensis, conhecida como paralheira ou papa-pinto, é uma espécie de
serpente da familia Dipsadidae, comum no Rio Grande do Sul, que também pode ser encontrada
até o Rio Grande do Norte, Argentina, Uruguai e Bolivia. Estas serpentes podem atingir 1,6m
de comprimento. Possuem denti¢do opistoglifa que, juntamente com sua saliva toxica, esta
envolvida na biologia alimentar atuando como mecanismo complementar na captura de suas
presas. As quais constituem-se basicamente de anfibios, podendo também abranger peixes,
lagartos, roedores, aves, marsupiais, além de outras cobras (QUINTELA; LOEBMANN, 2009;
ABEGG; NETO, 2012).

Estudos demonstram que cerca de 20 a 40% dos acidentes ofidicos no Brasil sdo
causados por espécies da familia Dipsadidae, maior familia de serpentes no Brasil. E os
principais géneros envolvidos sdo Helicops, Oxyrhopus, Thamnodynaster e Philodryas
(SILVEIRA; NISHOKA, 1992; CARVALHO; NOGUEIRA, 1998; SANTOS-COSTA et al.,
2001; SALOMAO, 2003; PUORTO; FRANCA, 2003). De acordo com o Relatério Anual de
Atendimento realizado pelo Centro de Informagdo Toxicolégica do Rio Grande do Sul
ocorreram em 2013 e 2014, respectivamente, 824 e 803 casos de exposicdo humana a ofidios
no estado. Ao todo, estes anos somam trés registros de 6bitos devido a acidente envolvendo o
género Bothrops. Os casos de acidentes ofidicos permanecem entre de maior frequéncia,
juntamente com os acidentes envolvendo aranhas e lagartas (NICOLELLA et al., 2013; 2014).

Ao considerar os nimeros de acidentes significativos, Talan e colaboradores (1991)
enfatizam a baixa incidéncia de infeccBes bacterianas nos envenenamentos causados por
serpentes. Somado a estudos que avaliam a¢fes antibacterianas e farmacoldgicas das toxinas
das mesmas, e constatam resultados positivos, como Mosca (2008) o fez ao testar peconhas de
diversas espécies de serpentes e demonstrar que 25% dessas apresentam potencial
antibacteriano, cada vez mais a ciéncia direciona-se para 0s compostos produzidos por animais.
Desta forma, as peconhas de cobras entram com grande potencialidade nesta lista, onde o0 maior
exemplo de sucesso é o Captopril, um farmaco inibidor da enzima conversora da angiotensina |
isolado da pegonha de Bothrops jararaca e utilizado no tratamento de hipertensdo arterial
(ENNA et al., 2008).

No entanto, ao avaliar o aspecto farmacolégico de um composto, faz-se necessario o
acréscimo do conhecimento toxicoldgico. De modo que seus potenciais beneficios sejam
enfatizados, mas também habilite entender e bloguear suas a¢fes toxicas. Em ambas as areas,

farmacoldgica e toxicoldgica, sabe-se que serpentes solendglifas sdo alvos comuns de muitas
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investigacdes relacionadas as toxinas, porém pouco se conhece sobre a composicao e atividades
bioldgicas das pegonhas de opistoglifas, em especial a serpente em questdo, P. patagoniensis.

As principais consequéncias do envenenamento ocasionado por cobras, como edemas,
deterioracdo da matriz extracelular, necrose, inflamacéo e processos hemorragicos - inibicéo da
agregacdo plaquetaria, degradacdo dos fatores de coagulacdo - s&o melhor estudados
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Entretanto, os processos envolvendo estas zootoxinas
ainda apresentam um leque a ser examinado. Testes bioldgicos como de toxicidade aguda para
determinacdo da dose letal mediana (DLso) em invertebrados, genotoxicidade, viabilidade
celular e estresse oxidativo (OS) ainda sdo pouco explorados nas pesquisas envolvendo
peconhas oriundas de ofidios. Ensaios necessarios para 0 conhecimento sobre os efeitos
especificos causados pelo veneno e que também demonstram como a saude humana pode ser
afetada.

Alguns destes ensaios apresentam determinadas peculiaridades. Botham (2004) relata
que a determinacdo da DLsgo foi utilizada pela primeira vez em 1927, amplamente aceito na
década de 1970 e, em vertebrados, estd desuso desde 2002. Técnica baseada na determinacéo
da concentracdo do composto testado necessaria para levar a morte 50% dos animais tratados,
vai de encontro ao bem-estar animal. Contudo, permite a comparagdo entre extratos, além de
auxiliar no estabelecimento das melhores doses a serem trabalhadas em um experimento,
justificando a utilizacdo da técnica em modelos experimentais alternativos. J& para avaliar os
danos genéticos existe 0 método do Ensaio Cometa, uma metodologia onde o DNA é depositado
em micro-gel para eletroforese para, ap6s, ter suas imagens mensuradas de forma proporcional
arazdo “cauda/nucleo”. Estas imagens sugerem danos, como os ocasionados pelo OS, que pode
interromper o ciclo celular e fazer com que ocorra apoptose ou necrose da célula. Esta
citotoxicidade pode ser analisada pelo teste de viabilidade celular, o qual retrata o percentual
de células que ndo conseguem realizar a sua manutencdo diante do agente estressor e tornam-
se invidveis. O OS por sua vez, tem sua presenca constatada nos ensaios por meio de
biomarcadores de estresse, como alteracdes nos grupos tidis e nas substancias reativas ao acido
tiobarbiturico.

Estes testes formam a base da dissertagdo, que visa avaliar o perfil toxicoldgico da
peconha de P. patagoniensis a nivel celular e genético. Bem como, avaliar as causas que podem

estar relacionadas a esta cito e genotoxicidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biologia da P. patagoniensis

O género Philodryas pertence a familia Dipsadidae e é caracterizado por espécies
arboricolas. No entanto, a P. patagoniensis (Figura 1) € uma espécie comum em areas abertas
do Bioma Pampa, fundamentalmente terricola, abrangendo habitos arboricolas ao forragear
(LEMA, 2002). Diurna, sua coloragdo amarronzada confere camuflagem. Apresenta
dimorfismo sexual em espécimes adultos — as fémeas apresentam corpo mais longo e maior
corpuléncia, enquanto que os machos se caracterizam pela presenca de uma cauda maior em
comparacao com as fémeas (HARTMANN; MARQUES, 2005). As fémeas também nascem
com o comprimento rostro-cloacal maior e atingem a maturidade sexual mais tardiamente do
gue o macho, apds o segundo ano de vida; enquanto que o macho pode atingir a maturidade
ainda no primeiro ano (PONTES, 2007). A reproducdo é sazonal, com a época vitelogénica
ocorrendo entre os meses de julho e outubro (LOPEZ; GIRAUDO, 2008)

Figura 1. Exemplar da espécie Philodryas patagoniensis encontrado na Universidade Federal do Pampa - Campus
Uruguaiana.

Seu héabito alimentar é generalista, e pode abranger outros ofidios, inclusive da propria
espécie (MARQUES et al.,, 2012; ABEGG; NETO, 2012). No entanto, ha diferencas
ontogenéticas na alimentagdo: os jovens preferem animais ectotérmicos, e a medida que
crescem incluem animais endotérmicos (HARTMANN; MARQUES, 2005; LOPEZ;
GIRAUDO, 2008). Como presa, a P. patagoniensis pode ser predado por aves como a seriema,
Cariama cristata, e a coruja suindara, ou coruja-de-igreja, Tyto alba (CARDOSO; SANTOS,
2012); além de outras espécies de serpentes, como a Boiruma maculata (PINTO; LEMA, 2002).
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2.2 DenticOes das serpentes

Os ofidios apresentam quatro tipos basicos de denticdo (Figura 2). A mais simples
denomina-se denticdo aglifa, caracterizada pela auséncia de dentes inoculadores de peconha e
de glandula de veneno. Exemplos mais conhecidos no Brasil desta categoria sdo as jiboias (Boa
constritor) e as sucuris (Eunectes sp.). Uma segunda classificacdo é dada as serpentes que
apresentam um par de dentes inoculares de veneno na porg¢do posterior da maxila. Animais com
este aparelho sdo chamados de opistoglifos, e compreende a categoria da serpente em questéo:
P. patagoniensis. Em seguida temos as proteroglifas, cujos dentes inoculares se localizam na
parte anterior da maxila, tipicas de corais verdadeiras (Micrurus sp). E, por fim, temos as
solendglifas: serpentes com um par de dentes inoculadores articulaveis na porcao anterior da
maxila. Pertence a esta Ultima categoria 0s membros da familia Viperidae, como as jararacas

(Bothrops sp.), cruzeiras (Bothrops sp.) e cascaveis (Crotalus sp.).

A B
, & D

DIVERSOS TYPOS DE DENTES DOS OPHIDIOS, COM SEUS CORTEDS TRANSVERSAES

- » P
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Figura 2. Imagem com as quatro denticdes tipicas presentes nas serpentes: Aglifa (A); Opistoglifa (B);
Proterdglifa (C) e Solendglifa (D). Podemos analisar os desenhos das presas tipicas de cada denticdo (E), com a
presenca de sulcos e canais para a insercdo da pe¢onha. Imagem adaptada de Martins, 1917.
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2.3 Glandula Duvernoy

As diversas caracteristicas das peconhas tém sido detalhadamente estudadas ao longo
dos anos. No entanto, a tendéncia da maioria dos estudos é direcionar-se para as familias
Viperidae e Elapidae, consideradas de importancia médica. Onde a toxina destes grupos €
gerada pela glandula de veneno.

Por outro lado, serpentes opistdglifas, como a P. patagoniensis, produzem sua saliva
toxica por meio da glandula Duvernoy (Figura 3). Uma estrutura lobulada, cujos I6bulos séo
formados por tubulos secretores e que, nesta espécie, apresenta um tamanho maior que a
glandula supralabial. Sua toxina, liberada sob estimulo mecénico, mostra-se com uma
constituicdo de aproximadamente 90% de proteina, principalmente metaloproteinases. Somada
a presenca de glicogénio nos tubulos secretores, a glandula Duvernoy classifica-se como
seromucosa. As atividades bioldgicas de sua toxina sao semelhantes as peconhas botropicas, de
modo que estudos verificaram os efeitos edematogénico, hemorréagico, nociceptivo e de necrose
deste composto (ROCHA; FURTADO, 2007; SERAPICOS; MERUSSE, 2006).

tlbulos secretores (TS) da glandula de Duvernoy em vermelho e células dos ductos excretores (DE) principal e
secundarios em azul (180x). Imagem adaptada de Serapicos e Merusse, 2006.

A semelhanca da peconha gerada pela P. patagoniensis e pelos viperideos também esta
na avaliacdo da toxicidade aguda, por meio da determinacdo da DLsg estabelecidas em
camundongos, onde a primeira apresentou uma concentracdo de 58,58 pg/animal, valor
préximo ao da Bothrops jararacussu (58,8ug/camundongo). Ainda com relagdo a DLsp em
camundongos, a P. patagoniensis mostrou uma toxicidade entre a B. alternatus
(67,5ug/camundongo) e a B. jararaca (24,7ug/camundongo) (FURTADO et al, 1991,
ROCHA; FURTADO, 2007).

Afinidades como estas gerou uma tendéncia a acreditar que a glandula Duveroy seria
homdloga a glandula de veneno (KOCHVA, 1978; UNDERWOOD, 1967; KARDONG, 1982).
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Embora ndo seja uma ideia unanime, pois ha distingdes anatdmicas e funcionais entre ambas, é
uma linha que prevalece. Contudo, para Kardong (2002), os ofidios que possuem a glandula
Duvernoy ndo sdo considerados verdadeiramente peconhentos devido ao seu aparato inoculador
de veneno ndo ser tdo especializado quanto o aparato da familia Viperidae; carecer de
determinadas enzimas; e ndo apresentar a caracteristica de matar suas presas rapidamente; esta
ultima com algumas excecoes, entre elas a do género Philodryas.

Por fim, a glandula Duvernoy ndo se limita ao envenenamento da presa, ela auxilia na
imobilizacdo e captura da mesma; e, em conjunto, lubrifica o alimento para facilitar a ingestéo,
inicia a digestdo e inibe a putrefacdo da caga (KOCHVA; GANS, 1970; GANS, 1978).

2.4 Peconha da Philodryas patagoniensis

As peconhas de origens ofidicas apresentam uma complexa mistura de componentes
proteicos e ndo proteicos (ZELANIS et al., 2010). Que, no caso da familia Dipsadidae, pode
proporcionar as vitimas de acidente dor, edema, hematomas, hemorragia, necrose muscular,
além de efeitos sistémicos, como tonturas e vomitos (ASSAKURA et al., 1992; PRADO-
FRANCESCHI et al., 1996; 1998; ARAUJO; SANTOS, 1997; RIBEIRO et al., 1999;
MEDEIROS et al., 2010).

Alguns destes efeitos ja sao bem conhecidos, como o hemorragico, constatado nos casos
de exposicdo a P. patagoniensis (ROCHA; FURTADO, 2007). Sintoma provocado por
metaloproteinases derivadas do veneno das serpentes (SVMPs), que degradam as proteinas da
membrana basal dos vasos sanguineos, resultando numa perda de integridade capilar e
conduzindo ao sangramento local. ImplicacGes agravadas pelas enzimas fibrinogenoliticas, que
reduzem o fibrinogénio do plasma por hidrdlise e impedem a coagulacdo (ACOSTA et al, 2003,
PEICHOTO et al, 2005).

Sabe-se que as SVMPs constituem as principais proteinas responsaveis pelos sintomas
do envenenamento por serpentes (ZELANIS et al., 2010). As quais podem ser classificadas em
trés dominios: classe PI - composto por enzimas contendo apenas o dominio metaloproteinase;
classe PII - apresenta um dominio desintegrina seguido por dominio metaloproteinase; classe
PIII — compreendem metaloproteinases com dominio desintegrina-like, seguido por um
dominio rico em cisteina (FOX; SERRANO, 2005; CALVETE et al., 2005).

Até o momento, duas proteinas foram isoladas do veneno da P. patagoniensis. A
primeira SVMP foi a a-fibrinogenase patagonfibrase, pertence a classe P-I11. Suas atividades
sdo aumentadas na presenca de ions de célcio, sendo capaz de degradar fibrinogénio e

azocaseina; além de gerar efeitos hemorrégicos, miotoxicos, e inibir a agregacdo plaquetéria.
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(PEICHOTO et al., 2007). A outra, denominada patagonina, € uma proteina secretora rica em
cisteina que demonstra atividade miotdxica (PEICHOTO et al., 2009).

As atividades proteoliticas verificadas para o género Philodryas superam as do veneno
de Bothrops alternatus (GAY et al., 2005) e de B. jararaca (ROCHA et al., 2006). E séo causa
provavel da mionecrose (PRADO-FRANCESCHI et al., 1998). A fosfolipase A2, também é
descrita para as Philodryas, mas seus mecanismos de atuagéo ainda ndo estéo claros (ZELANIS
etal., 2010).

Perfis estabelecidos por meio de SDS-PAGE ilustra que a maioria das proteinas da
peconha da P. patagoniensis apresentam massa molecular entre 20-80 kDa (COSTA et al.,
2008), entre elas a patagonfibrase com ~53kDa (PEICHOTO et al., 2007) e a patagonina com
~24,8kDa (PEICHOTO et al., 2009). Composto com uma alta atuacdo proteolitica e baixa acédo
de esterases e fosfolipases (ACOSTA et al., 2003; COSTA et al., 2008), compativel com a acdo
das toxinas de outras serpentes opistoglifas (WEINSTEIN; KARDONG, 1994; MACKESSY,
2002).

2.5 Modelo de Artemia salina

O uso de vertebrados nas pesquisas de toxicidade deveria ser precedido por
invertebrados, como A. salina, a fim de se obter dados primarios. Mas isto ndo é o padréo, e
sua aplicacdo ainda ndo € representativa (KANWAR, 2007). A letalidade em organismo mais
simples serve como parametro de avaliagdo e fracionamento de produtos naturais testados em
trabalhos iniciais (MCLAUGHLIN; ROGERS, 1998).

Especificamente A. salina, empregada frequentemente como modelo de toxicidade
aguda, € um crustaceo da Ordem Anostraca, Classe Branchiopoda. Filtrador, se alimenta de
bactérias, algas unicelulares, pequenos protozoarios e detritos dissolvidos na coluna d’agua. A
filtracdo ocorre nos toracépodes, apéndices localizados na regido anterior do corpo,
encarregados de conduzir as particulas alimenticias em direcdo a boca (SOUTO, 1991).
Diferem-se dos outros branquidpodos por ndo apresentarem carapaca e ndo ultrapassarem 12
mm. Estes animais cosmopolitas vivem em pocas temporarias, lagos hipersalinos e lagoas
marinhas. Em muitas areas, constituem um importante item alimentar de aves aquaticas. Como
poucos organismos desenvolvem-se no meio em que vivem devido a alta salinidade, ndo
apresentam muitos predadores naturais (BRUSCA; BRUSCA, 2007). Porém, é muito utilizado
na aquicultura como ingrediente principal na dieta das larvas de organismos com importancia
comercial, como peixes e camardes (CAMARA, 2004; SEALE, 1933). De modo que seus cistos

sdo facilmente encontrados no comércio.
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Deste modo, os laboratérios utilizam muito esta espécie como bioindicador, devido a
facilidade de manipulagéo e seu baixo custo (CALOW, 1993). E ao buscar um bioindicador
para um agente toxico, aceita-se que, se este composto exerce uma toxicidade sobre um
organismo, provavelmente sera toxico para outro. Entdo, a escolha da espécie para o estudo é
um passo importante. Porém, deve-se levar em consideracéo a suscetibilidade de cada espécie,
pois haverd diferencas quantitativas e, por vezes qualitativas, significativas a um determinado
agente. A toxicidade de uma substancia sera expressa em concentracdes diferentes e podera
apresentar efeitos também diferentes, em organismos distintos.

Os ensaios com A. salina comecaram a ganhar destaque na década de 80, quando
comecou a ser utilizado para testar toxicidade de compostos bioativos de extratos vegetais.
Considerando-se tdxicas as substancias que apresentam valores de DLso abaixo de 1000ppm
em A. salina. Avaliacbes de citotoxicidade estabeleceram uma rela¢do entre 0s compostos
toxicos neste modelo e sua capacidade de agir como um potencial agente anticancerigeno, ao
testa-los em diferentes linhagens celulares cancerosos (MEYER et al., 1982). Parra et al. (2001)
também encontrou uma correlacéo entre artémias e ratos ao testar extratos de plantas.

Assim, ao demonstrar diferentes correlagbes com outros organismos e modelos, este
invertebrado torna-se uma boa opc¢éo para testes iniciais. Kanwar (2007) menciona a A. salina
como um dos melhores e mais rapido modelo animal para ensaios biolégicos e toxicoldgicos,
especialmente para triagem de drogas, compostos e extratos vegetais.

Com o passar dos anos esta metodologia se popularizou como bioensaio de toxicidade
aguda para extratos vegetais. E, embora poucos compostos de origem animal tenham sido

testados em artémas até o momento, é um campo que esta crescendo.

2.6 Toxicologia: Citotoxicidade e Genotoxicidade

De forma geral, a toxicologia € definida como a ciéncia que estuda os efeitos nocivos
ocorrentes das interacdes de substancias quimicas com o organismo, sob condi¢6es especificas
de exposicdo. Suas praticas cientificas sdo consideradas as mais antigas, ao utilizar-se, desde a
antiguidade, de veneno na caga e como arma contra inimigos (OGA et al., 2008).

Multidisciplinar, a toxicologia investiga seus toxicantes sob diversos aspectos,
tornando-a de suma importancia para a saude publica (OGA et al., 2008). Independentemente
da area a ser pesquisada, seus testes toxicolégicos serdo in vivo, in vitro ou in silico. Para
Valadares (2006), os testes in vivo abordam toxicidade aguda, subcroénica e cronica, a fim de
analisar mutagenicidade, embriofetotoxicidade, alteracfes de fertilidade, carcinogenicidade e

inducdo de dependéncia. Todos por meio de modelos de estudos toxicologicos. Os testes in
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vitro sdo métodos que diminuem o uso de animais em laboratorios. Estes testes utilizam-se de
bactérias, fungos e algas, bem como suspensdes celulares, cultivo de tecidos, cultivos celulares,
enzimas e proteinas (FRAZIER, 1992). Enquanto a toxicologia computacional utiliza-se de
métodos in silico, por meio de banco de dados, fundamentados em testes toxicolGgicos
tradicionais, fornecidos por agéncias internacionais. Estas andlises sdo preditivas e
racionalizam a utilizacdo de animais (SANTOS, 2011).

Assim, notamos que a avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade, ao utilizar
suspensdes celulares preparados a partir de sangue, integram a categoria dos testes in vitro.
Ambos o0s ensaios aplicados servem para qualquer material e servirdo como base para outros
estudos. Se houver interesse, marcar-se-4 sua continuidade realizando-se ensaios
complementares necessarios em animais de laboratério.

Basicamente, a citotoxicidade consiste em expor células de mamiferos ao composto a
ser testado, analisando-se as alteracOes celulares por diferentes mecanismos, como a
incorporacgdo de corantes, constatando a viabilidade celular; ou a inibicdo da multiplicacéo
celular (ROGERO et al., 2000a; 2000b). Rogero et al. (2003) classificou o primeiro mecanismo
de andlise citotoxicolégico como guantitativo, e o Gltimo como qualitativo. Mesmo assim,
mostrou que ambas sdo equivalentes nas analises em suas respostas. E que a escolha da técnica
pelo pesquisador deve estar ligada ao composto a ser testado. Um composto oleoso tenderia
para a técnica de multiplicacdo celular, enquanto um composto aquoso para viabilidade celular.

Na genotoxicidade, mensura-se os danos presente no DNA. Uma das melhores técnicas
é 0 Ensaio Cometa seguida pela leitura informatizada das imagens (HARTMANN et al., 2003).
Os testes genotdxicos apresentam aplicacbes em muitos campos da toxicologia,
complementando informagbes sobre a carcinogenicidade (AULETTA; ASHBY, 1987).
Qualquer célula com ndcleo pode ser submetida a esta técnica (OSTLING; JOHANSON, 1984),
no entanto, células com o nucleo esférico sdo mais facilmente identificadas e apresentam uma
imagem mais confidvel para a classificagdo. Em amostras de sangue humano, os leucécitos
mononucleares, linfocitos e mondcitos (Figura 4), apresentam esta caracteristica por nédo

sofrerem lobulag&o do ndcleo em sua formacao.
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O método do Ensaio Cometa indicaré quebras na fita que dispde em sequéncia 0s genes.
Entre seus beneficios esta o processamento rapido, reprodutividade e precisdo, a qual teve sua
sensibilidade aprimorada por meio de solucdo alcalina (BELPAEME et al., 1998; SINGH et al.,
1988). Cabe salientar que o Ensaio Cometa é sensivel a morte celular, pois a migracdo do DNA
fragmentado destas células acentua-se na eletroforese em micro-gel, tanto em casos de necrose
quanto apoptose (MEINTIERES et al., 2003). Sendo recomendavel a inser¢do na pesquisa de
um parametro citotoxicologico (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993).

Granulécito Neutréfilo Granulécito Eosindfilo

L A S T g

Linfécito Mondcito

Figura 4. Cinco tipos de leucdécitos do sangue humano. Os neutrofilos, eosinéfilos e basofilos, além dos granulos,
apresentam o nucleo lobulado. E constituem o grupo dos leucécitos polimorfonucleares. Os linfocitos e mondcitos,
grupo dos leucécitos mononucleares, sdo agranulares e apresentam nicleo nao lobulado. Imagem adaptada de
Jungueira e Carneiro, 2004.

2.7 Atividade DNase

Toda célula contém varias nucleases diferentes a fim de degradar RNA ou DNA. Exo e
endonucleases sdo duas classes pertencentes as nucleases. As exonucleases degradam acidos
nucleicos a partir de uma extremidade da molécula, removendo apenas um nucleotideo do acido
nucleico de cadeia dupla ou simples, liberando mononucleotideos. Enquanto que endonucleases
degradam as moléculas em sitios internos especificos em uma cadeia do acido nucleico,
reduzindo-as a oligonucleotideos (LEHNINGER et al., 2005).

Quando estas nucleases sdo especificas para a degradacdo do DNA, denominam-se
desoxirribonucleases (DNase). Presente nas zootoxinas de diversas espécies de serpentes como
jararacas, cruzeiras, cascavéis, surucucus e corais-verdadeiras, € a principal responsavel por
realizar a hidrolise do DNA nos casos de envenenamento (SALES; SANTORO, 2008).
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Mas, entre as nucleotidases, a atividade DNase ndo € a Unica registrada em venenos de
serpentes. Assim como ela ocorrem atividades 5’ nucleotidases e fosfodiesterases, por exemplo,
todos hidrolisando nucleotideos. Porém diferenciam-se em seus respectivos sitios de atuacao.
Segundo Mackessy (1998), as fosfodiesterases sdo exonucleases que hidrolisam ligacdes
fosfodiéster de forma progressiva a partir da extremidade 3' dos acidos nucléicos, gerando
mononucleotideos como produto final. Enquanto que as DNases sdo endonucleases que clivam
0 DNA, fragmentando-o em cadeias menores (EVANS; AGUILERA, 2003).

Considerava-se que a clivagem do DNA ocorria sem uma sequéncia especifica.
Contudo, pesquisas mostram que as DNases podem ter um sitio preferencial. Analises do meio
degradado pela enzima apresentaram 72% dos nucleotideos com terminal 3'-fosfato-purinas,
nas quais as guaninas representaram 44% e adeninas 28% (EVANS; AGUILERA, 2003).
Somado a isso, atividades enzimaticas de espécies como, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster e Bos taurus, exibem preferéncia por determinados sitios para clivagem (EVANS
et al., 2002).

Nas zootoxinas de determinadas espécies de serpentes, as DNases degradam os acidos
nucleicos em conjunto com a fosfodiesterases, liberando nucleotideos livres. A partir de entéo
as 5°-nucleotidases atuam hidrolisando estes nucleotideos em nucleosideos. Produtos que
podem contribuir para a captura da presa, pois a liberacéo de nucleosideos formados por purinas
suprime a acetilcolina dos neurénios centrais e motores; além de promover a hipotenséo, choque
ou até a morte; ao aumentar a permeabilidade vascular. A adenosina também exerce efeitos
inotropicos negativos no coracdo. E, como sdo compostos enddgenos de regulacdo
homeostaticos em todos os vertebrados, ndo ha como desenvolver resisténcia aos mesmos
(AIRD, 2002).

2.8 Estresse Oxidativo

Os organismos estdo constantemente sofrendo acdes de agentes reativos. Embora
comumente chamados de radicais livres, nem todos estes agentes sdo realmente radicais.
Diferencia-se estes grupos por meio dos elétrons na ultima camada orbital: os radicais
apresentam um ou mais elétrons nesta camada; enquanto que nos agentes ndo-radicalares ndo
ha elétrons desemparelhados na sua ultima camada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
(HALLIWELL, 2001).

Por meio do metabolismo do oxigénio formam-se as especies reativas de oxigénio
(EROs). Entre as principais EROs radicalares estao hidroxila (HO"), superdxido (02°), peroxila

(ROO) e alcoxila (ROY); e entre as ndo-radicalares estdo o oxigénio, perdxido de hidrogénio e
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0 4cido hipocloroso. Suas respectivas reatividades no organismo séo variveis, enquanto alguns
atacam lipidios, proteinas, DNA, outros reagem apenas com lipidios (BARREIROS et al.,
2006).

A HO" caracteriza-se como a ERO mais reativa e, portanto, a mais deletéria aos
organismos (BARREIROS et al. 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A HO™ pode
inativar enzimas e proteinas de membrana celular, bem como iniciar a oxidagdo de &cidos
graxos poli-insaturados das membranas — lipoperoxidagio — celulares e mitocondriais. Acidos
nucleicos podem ser afetados. Para 0 DNA ser inativado ou mutado, a formacao da HO™ deve
ocorrer em suas proximidades. Neste caso o radical atua adicionando-se a bases nitrogenadas
ou abstraindo atomos de hidrogénio do acucar desoxirribose. Frequentemente ocasionando a
ruptura desta estrutura (CADET et al., 1999; CHATGILIALOGLU; O'NEIL, 2001;
HALLIWELL, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986; WARD, 1988).

As EROs estdo diretamente ligadas a reacdes de oxidacgéo, e sdo parte integrante dos
organismos. Porém, Halliwell et al. (1992) traz exemplos de doencas - artrite, choque
hemorragico, doencas do coracdo, catarata, disfuncdes cognitivas, cancer e AIDS; causa ou
fator agravante do quadro geral - quando estes agentes reativos estdo em excesso no organismo.
Somado as doencas, o préprio processo de envelhecimento esta relacionado ao estresse
oxidativo, provavelmente devido a reducdo da quantidade de antioxidantes ao longo dos anos
(ONDEI et al., 2014). Nestes casos, onde as EROs ocorrem em excesso, faz-se necessaria a
presenca de antioxidantes.

Por ser amplamente utilizado e de dificil definicdo, Halliwell (2001) conceitua o termo
antioxidantes de forma ampla:

“...qualquer substancia que, quando presente em baixas concentragoes em
comparacdo com as de um substrato oxidavel, atrasa significativamente ou
impede a oxidacao do referido substrato. ”

Estes compostos, além de produzidos naturalmente nos organismos, podem ser
ingeridas. Muitos estudos com diferentes infusdes tém tomado destaque, dentre os quais
Martins et al. (2012) ilustra o potencial efeito neuroprotetor da erva-cidreira (Melissa
officinalis); Salgueiro et al. (2015) mostra que os danos oxidativos causados no figado pelo
diabetes em camundongos podem ser amenizados pelo cha da pata-de-vaca (Bauhinia forficata)
e; a tradicional erva-mate (llex paraguariensis), a qual Colpo et al. (2016) demonstra uma
capacidade antioxidativa. Capacidade essa que se mantem a medida que o chimarréo, principal
forma de consumo da erva-mate, € tomado em uma roda de chimarrdo. Todos estes beneficios

séo oriundos de moléculas antioxidantes ou quelantes, contidos nestas plantas.
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Contudo, isoladamente, os antioxidantes também apresentam seu efeito protetor. Como
a melatonina, testada como alternativa para o envenenamento da cobra egipcia Naja haje,
demonstrando efeito protetor (MONEIM et al., 2015). Bem como, o0 &cido ascorbico e um
complexo vitaminico formado por &cido ascérbico, vitamina E, somados a todas vitaminas do
complexo B; em ambos 0s casos, houve a protecdo dos organismos diante do envenenamento
induzido pela peconha de espécies do género Bothrops (OLIVEIRA et al., 2016).

Mas as acOes das moléculas antioxidantes ndo se limitam a beneficiar os organismos
neutralizando EROs ou as toxinas. Porque as moléculas antioxidantes podem propiciar efeitos
protetores, todavia, podem também piorar os danos dependendo do momento no qual entra em
acdo (KANG et al., 1998). Antioxidantes sdo capazes de - entre outros efeitos paradoxais -
inibir a proliferacdo celular, ao impedir as oxidacdes que estimulam fatores de fosforilagédo e
transcricdo de proteinas; e, evita a adaptacdo ao dano oxidativo ao inibir um pré-
condicionamento isquémico do miocérdio, por exemplo (SUN et al., 1996). E, diante da

necessidade de administrar estas substancias, as mesmas devem ocorrer de forma controlada.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente ha um aumento do interesse por estudos que visem o desenvolvimento de
produtos farmacoldgicos alternativos para o tratamento das mais diversas injdrias que afetam a
salde humana e animal. Em especial, os crescentes casos de enfermidades originadas por
microrganismos multirresistentes. E neste campo, zootoxinas tém se destacado como fontes de
bioprospeccgéo.

Entretanto, os conhecimentos toxicoldgicos sobre estes compostos complementam e se
fazem necessarios a este fim. Analisar a composicdo e os efeitos dos venenos, permite
diagnosticar e apontar tratamentos para as intoxicaces e envenenamentos ocorridos pelos
mesmaos.

Desta forma, o presente trabalho justifica-se a medida que propde a avaliagdo dos efeitos
gerado pela peconha da serpente P. patagoniensis em diferentes concentracdes sobre as células
sanguineas humanas e seu DNA in vitro. Bem como, ponderar a reacdo em invertebrados in

vivo — DLso e marcadores de OS.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicoldgicos gerado pela peconha de P. patagoniensis sobre leucécitos

humanos in vitro - citotoxicidade e genotoxicidade - e sobre Artemia salina in vivo.

4.2 Objetivos Especificos

I.  Estabelecer a concentracdo média de proteinas presente na peconha;
Il.  Awvaliar a toxicidade aguda e estipular a DLso em Artemia salina;
I1l.  Analisar a viabilidade celular e os danos genéticos ocasionados pela
peconha em leucécitos mononucleares humanos;
IV.  Constatar a presenca da enzima DNase no composto analisado;
V.  Verificar a ocorréncia de alteracfes nos biomarcadores de stress oxidativo

em Artemia salina ap6s o tratamento com a pegonha.
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ABSTRACT

Philodryas patagoniensis is an abundant snake from Brazilian Pampa Biome. Its venom,
produced by Duvernoy gland, is the target of our research. Therefore, this study aims to
evaluate the cell viability and genotoxicity potential of this snake venom. For this, P.
patagoniensis captured on the border of Brazil with Argentina had their venom extracted for
analysis. Firstly verified the mean protein concentration found in the toxin produced by
snake. The extracted venom was diluted for acute toxicity tests in nauplii of A. salina, as
well as eukaryote viability and DNA damage assays in mononuclear leukocytes. Was
verified the presence of DNase activity in venom and of oxidative stress biomarkers in
nauplii treaties only sublethal dose. The mean of protein in venom was 115.7 mg/mL. LDsg
determined for A. salina nauplii was 461 pug/mL. According to A. salina protocol, the toxin
present a mid-toxicity and this make it a candidate for further investigation about their
possible anticancer potential. When the toxin was tested at concentrations of 55, 110, 220,
575 and 1150 pg/ml, the cell death and genotoxicity increased significantly in two largest
concentration. Oxidative stress was found by increased lipid peroxidation and decreased
NPSH in the larger sublethal concentration and the DNase activity is absent. In conclusion,
the P. patagoniensis venom may to cause cellular and genetic damage, likely the oxidative
stress influenced to damage occurrence, whereas the DNase activity is absent. When

compared to some vipers dose should be much larger in order to cause greater damage.

Keywords: Artemia salina; Colubridae; DNase; Rear-fanged; Oxidative stress
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1. Introduction

In Brazilian Pampa Biome (Southern Brazil), the specie that stands out by abundance
is Philodryas patagoniensis, a rear-fanged Dipsadidae snake. May attain 1.6m long and its
dorsum is greenish gray with the base and the edge of the dorsal scales in black (Quintela;
Loebmann, 2009). In rear-fanged species, the Duvernoy’s gland is responsible for producing
the toxic compound, especially the genus Philodryas that contain species that have produced
fatal human envenomation (Mackessy, 2002).

These compounds are studied for a long time. A pioneer researcher of opisthoglyphous
snakes venom in Brazil was Dr. Martins (1918). This scientist described anesthetic effect of
the P. patagoniensis venom in frogs. Moreover, he described the proteolytic nature of the
venom, without detecting changes in blood. More recently, Rocha and Furtado (2007)
confirm these findings, showing absence of blood disorders, changes in nociception and of
myotoxic activity from P. patagoniensis venom in mice. Despite these surveys are important,
actually, other methods of toxicity assessing have been highlighted, such as procedures that
evaluate the cellular (cytotoxicity) and genetic (genotoxicity) damage involved in the
process of poisoning by snake venom. (Damotharan et al., 2015; Marcussi et al., 2011; 2013;
Strapazzon et al., 2015).

One way to check cell damage is to test directly on the cells and observe their mortality.
By comparing the cells treated and the cells control, we can characterize the compound
tested. A method using Trypan blue enable observe that non-viable cells exhibit permeability
due to the formation of pores in the membrane, which allows penetration of the dye and thus
display blue staining after treatment (Konopka et al., 1996). A second cytotoxic evaluation
method uses a brine shrimp Artemia salina as an animal model. The use of brine shrimp to
assay toxicity has been adopted mainly to test plant extracts. However, evaluation of the

venoms toxicity is not widely used in this model. Regarding snakes, only Damotharan et al.
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(2015) tested in brine shrimp the venom of sea serpent Enhydrina schistose, which it is
median lethal dose (LDso) was determined in 2.5 pg/mL. According classification
McLaughlin (1991), considered highly toxic.

While the DNA damage may be determined by Comet Assay, a cellular electrophoresis
technique that allow to detect a single or double-strand breaks, crosslinks, excision repair
sites and alkali-labile lesions (Silva, 2007). Marcussi et al. (2011; 2013) were the first to
study genotoxicity caused by snake venoms in human leukocytes using this technique. These
researchers observed the genotoxicity caused by venoms of Crotalus durissus terrificus,
Bothrops jararacussu, B. brazili, B. alternatus, B. moojeni and B. atrox. Likewise, was
observed the genotoxicity of isolated venom compounds. In all these cases, the increase in
oxidative stress (OS) may be a possible mechanism involved in the genotoxic potential.

OS is an imbalance between free radicals generation and antioxidant defenses capacity
to neutralize these free radicals. An important process that cause cellular damage and can
generate various disease states, and aging (Droge, 2002). The OS was observed in people
bitten by B. jararaca, B. jararacussu and Micrurus sp. and may last for 30 days. These
findings suggest a possible addition of natural antioxidant agents in treatment to persons
poisoned (Strapazzon et al., 2015).

However, Bothrops is a genus targeted of many works and is essential emphasize that
Philodryas and Bothrops presents morphological similarities in their venom glands as well
as the bioactive of its toxins compounds (Fry et al., 2006). Furthermore, the symptoms after
poisoning are similar between the genus, as well as LDso in mice (Rocha et al, 2006; Tanjoni
et al., 2003; Rocha and Furtado, 2007). Therefore, this work aims evaluate the toxicological

potential of P. patagoniensis zootoxin.
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2. Materials and methods

2.1. Specimens

To obtain the venom of P. patagoniensis five specimens were trapped by physical
restraint and identified comparing to specialized bibliographies. These captures occurred in
the city of Uruguaiana - RS, Brazil (Fig. 5).

The specimens comprised between 79 and 103 cm in length (rostrum-cloaca), and
there was no gender distinction. During the work, snakes were fed Swiss mice once every

15 days in the summer and once a month for the remainder of the year.

BRAZIL

100 km / \

N

Figure 5. The map show location of the Uruguaiana city, in RS, Brazil. Belonging to the Pampas Biome,
presents in it is scenario the Uruguay River (-29° 46' 53" S, -57° 2' 16" W).

Authorization for this procedure it obtained from the Ethics Committee on Animal Use
through the registry 031/2014. As well as authorization from the Ministry of Environment
/ Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation by the number 45691-1 process.

2.2. To venom extraction

Samplings occurred between December/2014 and October/2015. For the process of

obtaining venom, the specimens were subjected to milking procedures individually with
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capillary tubes assistance placed on the fanged (Fig. 6), according Ferlan et al. (1983), and

the sample was frozen and stored until further analyses.

Figure 6. Image illustrating the fanged of Philodryas patagoniensis. An opisthoglyphous snake.

For tests, the toxin was centrifuged at 6.000 rpm for two minutes, and the supernatant
was diluted to obtain the concentrations determinates used in assays.

2.3. Determination of protein concentration

To evaluate concentration of proteins present in the venom, was carried out a duplicate
test (N = 5) according to Bradford (1976) using bovine serum albumin as standard. The
reading of absorbance was done at 595 nm and results expressed as proteins. Data were
expressed as mean £ SEM.

2.4. Cytotoxicity bioassay in Artemia salina

The cytotoxicity assay was performed as proposed by Meyer et al. (1982) with
modifications. Briefly, active nauplii were collected (with micropipettes) and transferred to
ELISA microplates individually to each reservoir. Exposed to different venom
concentrations (55, 110, 220, 575 and 1150 pg/ml) in solution saline and to negative control
(saline). Assays were carried out in triplicate with 30 nauplii per group. The mortality was

evaluated after 24 hours and the LDsg was established.
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Was considered LDso < 1000 ug/mL as toxic and LDsg > 1000 as no toxicological
activity, according the original author.

2.5. Bioassays in mononuclear leukocytes

Heparinized venous blood was obtained from healthy volunteer donors from Federal
University of Pampa, Uruguaiana, RS (age 25+5). The volume was adjusted to
approximately 6 x 103 cells/pL of total leukocytes per tube (1 mL maximum volume) with
buffer solution saline (0.9%) and incubated different venom concentrations (55, 110, 220,
575 and 1150 pg/ml) during four hours. Tests used 0.9% sterile saline as a negative control
and 5 mM H20- as a positive control.

Then the human mononuclear leukocytes were isolated using Histopaque 1077 (1mL)
and heparinized blood (1mL). The samples were centrifuged at 500 rpm for 35 minutes at
4°C. Thereafter, 200uL of the interface containing mononuclear leukocyte band was
collected and buffered with saline phosphate buffer (PBS). Was performed eukaryote
viability tests and genotoxicity with peripheral blood mononuclear cells (PBMC).

a) Cell viability

Cell viability test was based upon dye exclusion method with Trypan Blue (0.2%).
This dye acts on dead cells.

Expressed in percentage, the dead/live cells counts were performed in a Neubauer
chamber. Registered as cells death those stained and that have undergone balloon effect.

b) Genotoxicity

Comet assay technique used to measure DNA damage was performed as suggested by
Silva (2007) with modifications. In our tests, the visualization of the length of the tails from
cell comets was realized in fluorescence microscope after addition of Ethidium Bromide on
histological slides. Identified 100 cells comets that were classified based on the ratio

"tail/nucleus" proposed by Villela et al (2006). The analysis was based in the scores of the



174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

PARTE II 35

readings established by sum of the number of cells identified in each class (Table 1)

multiplied the value of class.

Table 1. Classification of DNA damage in the cell comets.

Images
observed
Ratio Without
tail/nucleus | €SSt =1 1-2 >2 definite
nucleus
Damage 0 1 5 , )
classes

2.6. DNase activity

The presence of this enzyme that act on nucleic acids, breaking and hydrolyzing DNA,
was checked in P. patagoniensis venom. For this, used radial diffusion in agarose gels to
DNase activity assay, as described by Sales and Santoro (2008) with modifications. Briefly,
in Petri dish (35 x 10mm) was added 2.9 mL of agarose melted (2%) in buffer solution (50
mM Tris—HCI, 10 mM MgCI2, 10 mM CaCl2, pH 8.0) containing 0.1 mg/mL calf thymus
DNA and 1 pg/mL ethidium bromide. Crude venom samples were diluted (1:1) in same
buffer solution of agarose and loaded (20 pL) into 3mm diameter wells punched in agarose
gels. Dishes were incubated for 48 h at 37 °C and analyzed on a UV transilluminator.

Oxidative damage assays

Oxidative parameters were assessed by lipid peroxidation and non-protein thiol
(NPSH) levels, according described by Ohkawa et al. (1979) and Ellman (1959),
respectively. Both tests were done with A. salina nauplii. Firstly, the nauplii (0.5g) were
incubated with sublethal concentrations (55, 110 and 220 pg/ml) of P. patagoniensis venom
in 5 mL of saline water (3%). After four hours of incubation, nauplii were washed to remove
the venom residues. Homogenized (1:10) in saline solution (0.9%), which was centrifuged

(5000 rpm / 8 min.) and supernatants collected for tests.
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The results were expressed as nanomoles of malondialdehyde (MDA) for lipid
peroxidation assay, and in nanomoles of glutathione equivalent (SH) for NPSH assay.

2.7. Statistical Analysis

Data were expressed as mean £ SEM for three independent replicates. For cell viability
and oxidative damage assays was performed by one-way ANOVA, with post hoc Bonferroni
Test. Moreover, score of genotoxicity assay were interpreted by Kruskal-Wallis

nonparametric, p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results and Discussion

3.1. Venom protein content and cytotoxicity by A. salina

Extractions carried out obtained a mean of 22.5 uL of venom per snake, which had an
mean composition of 115.7 £13.2 mg/mL of proteins. Noted that amount of protein found
was larger than Zelanis (2010). Many are the factors that can influence the composition of
zootoxins - between species, geographic location, seasonal variation, diet, age and sex of the
animal (Chippaux et al., 1991). Moreover, this difference may be due to the different
techniques used to account for protein. Alternatively, Zelanis (2010) used captive-
maintained snakes and this study made use of newly captured specimens of nature. Finally,
the stimulus provided by Zelanis (2010) with pilocarpine to milking the snakes might have
influence in protein production. Do not disregard that these effects may act synergistically.

To conduct an initial screening we used cytotoxic tests in A. salina model to establish
LDso. Data showed a LDso of 461 pg/mL of venom. For this analysis, the coefficient of

determination was 98.9% (Fig. 7).
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Figure 7. Logarithmic curve illustrating survival rate of A. salina nauplii regarding concentration of venom.
Setting the LD50 in 461 pg/mL.

This method is worked popularly with compounds of plant origin, there are few studies
covering venoms of animal origin. Therefore, the comparison between venoms of snakes
and others animals becomes limited. However we realized that the toxin sea serpent
Enhydrina schistosa is the most toxic among the raised (Damotharan et al, 2015.); then
gastropod Conus betulinus (Sadhasivam et al., 2014). Other animals found were anemone
Stichodactyla mertensii (Veeruraj et al., 2007), scorpion dugong Centruroides gracilis
(Nufiez, 2011), anemone Stichodactyla haddoni (Veeruraj et al., 2007), catfish Arius
maculatus (Abirami et al., 2014); and now green racer, P. patagoniensis. The diversity of
toxins and poisons are the consequence of biodiversity and existing specificity. Accordingly,
various compounds have different toxicities. However, note that compounds with
neurotoxins as the sea serpent exhibit a prominent toxicity.

The acute toxicity in A. salina is not limited to determination of the LDso, this method
enables classification of the toxin into non-toxic or toxic and the degree of toxicity of the
compound. Thus, the toxin of P. patagoniensis is toxic, with medium degree of toxicity, and

demonstrate the possibility of containing anticancer properties (McLaughlin, 1982; Meyer
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et al., 1982). More specific studies should be conducted to investigate this possibility,
because research has shown that venoms derived from snakes and other animals, have anti-
cancer characteristics in vitro (Lee et al., 2015; Sharkawi et al., 2015; Swenson et al., 2004).
Nevertheless, there is still much to explore - how not to reach healthy cells, e. g.

3.2. Cell viability assay

Cell viability tests illustrate damage caused by venom in the PBMC. Results showed
that venom in the two highest dilutions - 575 and 1150 pg/mL - demonstrated a significant
increase in non-viable cells compared to the negative control. From the third concentration

— 220 pg/mL — was not detected cell damage (Fig. 8).
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Figure 8. Test in vitro cell viability by human mononuclear leukocytes. Note that in the higher concentrations
are significant differences in relation to saline (negative control). From the concentrations less or equal to 220
pg/mL there was no cell unviable (ANOVA, post hoc Bonferroni test - *p < 0.01 vs saline).

As this method indicates non-viable cells, there is no way to distinguish between
necrosis and apoptosis. According to the literature, both are possible. When considering
production of a large amount of free radicals, it may cause cell damage and death (Anderson,

1996). On the other hand, DNA damage caused by OS may result in apoptosis, the

programmed cell death (Valko et al., 2007).
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3.3. Genotoxicity (Comet assay)

The lesions are not limited to cell viability; the injuries attain the cell nucleus. Our
genotoxicity tests by Comet assay technique allowed us to analyze different degrees of DNA
damages, which demonstrated a possible induction capacity of DNA damage by venom P.
patagoniensis in PBMC (Fig. 9) when the cells are exposed to higher concentrations. Thus,
incubation of human leukocytes with the venom at concentrations of 575 and 1150 pg/mL
showed a significant increase in DNA damage compared to the negative control. However,
from 220 pg/mL presented no significance and was gradually decreased the injury until
lower concentration.

The cell viability assay showed that more than 80% of PBMC remained viable in the
all venom concentrations. Therefore unlikely that migration of fragmented DNA from dead

cells by necrosis or apoptosis is influencing the results (Meintieres et al., 2003).
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Figure 9. Genotoxicity test using comet assay in PBMC. The two highest concentrations of the toxin are those
with significant DNA damage (non-parametric analysis of Kruskal-Wallis with Dunn's Test - *p < 0.05).

Marcussi et al. (2013), as quoted, verified the venom capacity of other species of
snakes to cause genetic damage. When analyzing the works we have seen, for venom P.
patagoniensis to be more toxic in the genetic level than B. atrox and B. moojeni, its venom

must be approximately 77 times more concentrated than of the vipers.
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3.4. DNase activity

The absence of halo surrounding the wells loaded with the dilution of toxin suggested
that the venom of the species in question is devoid of DNase activity.

Other species of the same genus P. olfersii is devoid of this activity too. But the DNase
activity is common among Bothrops, Crotalus and Lachesis (Sales; Santoro, 2008).

Without enzymatic activity, is possible that the free radicals production is causing
genetic damage and an apoptotic induction (Marcussi et al., 2013; 2011). To indeed, the
formation of electrophilic derivatives in the lipid peroxidation process can be highly
genotoxic (Marnett et al., 2003).

3.5. Oxidative damage

In this context, we evaluated the oxidative damage in nauplii of A. salina with sublethal
concentrations of P. patagoniensis venom (Fig.10). Exposure of A. salina to higher
concentration of toxin (220 pug/mL) caused a significant decrease NPSH levels. In contrast,

the concentration of 55 pg/mL presented an increase in NPSH systems (Fig. 10A).
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Figure 10. Oxidative stress provided by P. patagoniensis venom in nauplii of A. salina — ANOVA, post hoc
Bonferroni Test (*p < 0,05). (A) Measurement of thiol group non-protein. (B) Ratio MDA found in nauplii
after treatment.

The occurrence of OS in organisms exposed to snakes venom is known, even when

antiophidic serum is administered. Moreover, snakebites victims show an OS increase up to
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a month after poisoning (Strapazzon et al., 2015). Here, an increase in lipid peroxidation and
a decrease in NPSH levels were observed in nauplii of A. salina exposed to 1:500 sublethal
dose of venom (Fig. 10A and 10B). Aware that an increase in TBARS levels are an indirect
evidence of high free radical production (Salgueiro et al., 2016), these findings suggest that
OS increase may be one of the possible mechanisms to toxicity of P. patagoniensis venom.
Because free radicals attack and can break the DNA (Barreiros et al., 2006). Furthermore, in
several pathological situations where there an increase in free radicals production also have
an increase in lipid peroxidation (Salgueiro et al., 2013; Salgueiro et al., 2016). For situations
similar to these that studies involving antioxidants as a complement to conventional
treatment in poisoning cases are on the rise, and have showed the success of melatonin,
ascorbic acid and vitamin complexes to protect the victims (Oliveira et al, 2016; Moneim et
al., 2015).

The depletion of thiols levels is expected in a situation of high free radicals production
(Kassab; Piwowar, 2012). However, at low venom concentration (55 pg/mL) was observed
an increase in thiols levels (Fig. 10A). We believe that this is an antioxidant physiological
compensatory response to a moderate OS determined by low venom concentration. Similar
compensatory response is already observed in other organisms subjected to many

endogenous and exogenous stressors (Tromm et al., 2012; Loro et al.; 2015).

4. Conclusions

The results characterize in experimental models the toxicity of venom P.
patagoniensis. We verified capacity of toxin to cause cell and genetic damage, as well to
generate oxidative stress. However, the amount of venom must be much larger compared to
vipers, e.g.

The cell and genetic damage, despite we do not have a complete understanding if

occurs necrosis or apoptosis and how the venom assault DNA, both appears to be linked to



314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

PARTE II 42

oxidative stress. Specially genotoxicity, because was not detected DNase activity, enzymes
specifics to deoxyribonucleic acid.

Results derived from cell and DNA damage were compatible with standard LDso
curve. In addition, allow for a direct correlation between brine shrimp and toxicology
damage in human mononuclear leukocytes on different levels.

Finally, the studies will continue characterizing the venom of this snake, analyzing
their mutagenic and anticancer capacity, besides antibacterial potential. Thus, we hope to

have contributed a little about the snake venom rear-fanged, especially P. patagoniensis.
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DISCUSSAO

O Ministério da Saude (2016) relata para o ano de 2015, 24.467 acidentes envolvendo
serpentes no Brasil. Uma prevaléncia de 13,3 casos a cada 100 mil habitantes, totalizando 107
mortos. Diante de tanta exposi¢do humana a ofidios, trabalhos voltados ao aprimoramento das
técnicas utilizadas no tratamento decorrido em situacdes de envenenamento fazem-se
necessarios. Para tanto, devemos conhecer os efeitos gerados pelas toxinas.

Nos tratamentos utilizados em casos de envenenamento, o0 antiveneno especifico é o
unico remédio. O Brasil produz basicamente quatro classes de antivenenos: antibotrépico,
anticrotalico, antielapidico e antilaquético; os quais sdo padronizados para cada regido ou pais.
Pois a composicdo da peconha pode variar entre diferentes popula¢fes de uma mesma espécie
(THEAKSTON et al., 2003).

Entdo, percebe-se que a familia Dipsadidae ndo apresenta um soro antiofidico
especifico, embora esta familia represente até 40% dos acidentes ofidicos no pais (SILVEIRA,
NISHOKA, 1992; CARVALHO; NOGUEIRA, 1998; SANTOS-COSTA et al., 2001;
SALOMAO, 2003). Embora ndo exista registros do nimero de acidentes ocasionados pela P.
patagoniensis, as atividades proteoliticas do veneno das espécies de seu género Philodryas pode
superar as do género Bothrops (GAY et al., 2005; ROCHA et al., 2006). Além de apresentar
uma DLsg préxima as da Bothrops em camundongos (FURTADO et al, 1991; ROCHA,;
FURTADO, 2007).

Somado ao fato de que os constituintes do veneno de P. patagoniensis demonstram ser
compativeis com as de outras serpentes opistoglifas regionais (WEINSTEIN; KARDONG,
1994; MACKESSY, 2002), os estudos desta dissertagdo podem refletir a realidade de outras
serpentes ao mostrar que, sob determinadas concentracdes, a peconha da espécie em questdo é
cito e genotoxica. E que, na auséncia de atividade DNase, principal responsavel pela hidrélise
do DNA em casos de envenenamento (SALES; SANTORO, 2008), tal toxicidade esta
provavelmente ligada ao OS gerado pela peconha nos modelos adotados. Sugestéo apoiado por
Fang et al. (2015) ao sugerir que, se todos os fatores que levam a danos no DNA forem mantidos
constantes, o teste cometa surge como um bom parametro indireto de OS.

Os danos gerados pelo OS exigem métodos alternativos de tratamento para beneficiar a
populacdo. Ja que Strapazzon et al. (2015) demonstrou que o tratamento convencional nao
interfere no estresse desencadeado. Um dos métodos que estd sendo estudado para casos de
envenenamento por serpentes é a administracdo de moléculas antioxidantes como a melatonina,
acido ascorbico, além de complexos vitaminicos (MONEIM et al., 2015; OLIVEIRA et al.,



PARTE Il 50

2016). Pois sabe-se que o OS ocorre e é duradouro em humanos acidentados (STRAPAZZON
et al., 2015). De modo que todos revelaram-se promissores na defesa dos organismos.

A DLso encontrada para a P. patagoniensis permitiu classifica-la como uma toxina de
grau médio (MCLAUGHLIN, 1991). Para Meyer et al. (1982), esta dose encontrada utilizando
A. salina como modelo experimental, sugere que 0 composto apresenta propriedades bioativas
com potenciais antitumorais. Pesquisas, na busca por esta propriedade, tém demonstrado que
esta sugestdo pode ser cabivel. Entre as espécies de serpentes nacionais estudadas, Furtado e
Nepomuceno (2012) verificaram o potencial antitumoral da serpente jararaca-pintada Bothrops
pauloensis em Drosophila melanogaster. Em outros paises, Zouari-Kessentini et al. (2009)
mostra que a peconha da vibora-chifruda Cerastes cerastes, age sobre células tumorais ao inibir
sua adesdo e migracdo. Ainda na linha farmacoldgica, Mosca (2008) destaca o potencial
antibacteriano da peconha de algumas espécies de serpentes. E Nery et al. (2015) mostra que 0
veneno de Philodryas nattereri é capaz de inibir significativamente o crescimento
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis spp. choleraesuis.
Ambos autores promovem, assim, a possibilidade de se criar antibioticos a base das SVMPs.

Nestes estudos, assim como sugerido por McLaughlin e Rogers (1998), as artémias
proporcionaram parametros de fracionamento da pegonha testada no principio do trabalho, os
quais mostraram-se diretamente relacionados com os danos celulares e genéticos relatados.
Estes invertebrados, inicialmente modelo de citotoxicidade em linhagens de ceélulas
cancerigenas (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN, 1991), mostram-se também relacionadas
a células saudaveis. Fato que alicerca um dos principais desafios da atualidade: ao testar num

composto sua propriedade anticancerigena, como isola-la a fim de ndo danificar células sadias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo da realizacdo da presente dissertagdo notamos uma série de obstaculos que
teriamos. Limitagdes como o aprendizado do processo de ordenha dos animais, a escassa
quantia de peconha produzida pelas serpentes, bem como a padronizacéo das concentracdes a
serem trabalhadas, foram superadas com sucesso. No entanto, uma dificuldade relatada ao
trabalhar com serpentes opistoglifas, € a impossibilidade de separar sua pegonha da saliva, que
é coletada juntamente no momento da ordenha.

Inicialmente, este trabalho procurou caracterizar o perfil toxicoldgico da zootoxina de
P. patagoniensis em leucdcitos mononucleares humanos. Onde, ap6s o tratamento com
diferentes concentragdes, constatou-se sua capacidade em danificar as células. Sugere-se que 0
estresse oxidativo desencadeado pela peconha esteja relacionado com os danos celulares
constatados, bem como aludido para as viboras.

Esta citotoxicidade e genotoxicidade averiguada manteve uma relacdo direta com a
toxicidade aguda em A. salina. As doses letais para 0 modelo animal foram aquelas que
obtiveram uma toxicidade significativa, enquanto que nas subletais ndo houve o mesmo
impacto. Assim, embora deva haver mais testes, é possivel que a A. salina possa ser utilizada
como modelo de citotoxicidade e genotoxicidade no campo da toxinologia. Este modelo animal
também permitiu enquadrar a pegonha de P. patagoniensis como uma toxina de grau médio.
Caracterizando-a como um composto contendo moléculas bioativas, e com potencial

farmacoldgico.
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PERSPECTIVAS

O presente trabalho trouxe novos dados a respeito de uma serpente que esta entre as
mais conhecidas do Bioma Pampa. Mas sabemos que ao responder determinadas perguntas,
abrimos caminho para que novas indagacdes sejam levantadas. Essas, por sua vez, serdo nossas
perspectivas de trabalho futuro:

o Examinar se ha diferenca significativa na concentragdo de proteinas da
peconha quando a extracdo ocorre com e sem pilocarpina;

. Verificar se ocorre diferenca na concentracdo proteica do veneno quando
testado por outro método de dosagem de proteinas;

o Verificar se a saliva da P. patagoniensis pode ser tdo tdxica quanto sua
toxina;

o Constatar a presenca de efeitos mutagénicos da toxina por meio de
anélise de micronucleos;

o Estudar os processos de necrose e apoptose celular quando submetidas a
zootoxina;

o Verificar a presenca das enzimas Acetilcolinesterase, ATPase e ADPase;

o Verificar os efeitos da toxina sobre o crescimento bacteriano de E. coli e
S. aureus;

. Confirmar se a toxina apresenta propriedades anticancerigenas como
sugerido nas analises toxicologicas em A. salina;

. Analisar a influéncia das baixas concentracdes de peconha em modelo de
diabetes in vitro;

o Analisar a influéncia do soro antiofidico botrépico sobre o estresse
oxidativo gerado em eritrdcitos;

o Investigar possiveis efeitos protetores dos extratos vegetais utilizados

pela populacdo, como o ipé-amarelo (Tabebuia chrysotricha) e a guanxuma (Sida
tuberculata), em acidentes ofidicos;

o Caracterizar o veneno por meio de analises de eletroforese e
cromatografica, comparando com dados de outras regides do pais.
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