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RESUMO

Introducéo: As nanoparticulas de prata (AgNPs) despertam interesse principalmente
pela sua propriedade antibacteriana e séo produzidas pela acdo de agentes redutores
sobre ions prata. Em plena era da quimica verde que busca eliminar o uso e geracéo
de substancias nocivas a saude humana e ao ambiente, a curcumina proveniente da
Curcuma longa tem sido utilizada como um precursor para a obtencédo de AgNPs
promissoras nos estudos em venenos ofidicos. A serpente Philodryas olfersii é
conhecida como ndo peconhenta devido a sua denticdo opistoglifa, entretanto, seu
veneno produz edema, eritema, hemorragia e muita dor quando ocorrem acidentes
em humanos. Tendo em vista que o tratamento convencional para acidentes ofidicos
(soro antiofidico) ndo se mostra eficaz contra efeitos locais, que sdo os principais
efeitos do veneno de P. olfersii, € importante a busca por novos compostos com
potencial acdo antiofidica. Objetivos: Os objetivos deste estudo foram avaliar a
toxicidade de AgNPs sintetizadas com curcumina por meio do ensaio de
mutagenicidade e, farmacologicamente, avaliar a sua influéncia contra os efeitos
neurotoxico e miotdoxico ex vivo do veneno da serpente P. olfersii (Colubridae).
Metodologia: O delineamento do estudo foi in vitro e com animais (CEUA/Uniso
159/2019). Definida a toxicidade preliminar das AgNPs sintetizadas com curcumina
(0,081 mg/mL-130 nm), a mutagenicidade foi avaliada pelo parametro
Salmonella/microssoma (Teste de Ames) utilizando-se as linhagens de Salmonella
typhimurium TA97a, TA98, TA100 e TA102, com e sem ativacdo metabdlica, em
triplicata e na presenca de controles positivo, negativo e espontaneo. O estudo
farmacoldgico foi realizado em preparacdes Biventer cervicis de pintainhos, por meio
de técnica miografica convencional e adi¢cdes exdgenas de acetilcolina (ACh) e cloreto
de potassio (KCI) . Para avaliar a miotoxicidade, aliquotas foram retiradas do banho
para a dosagem da enzima creatinoquinase (CK). Os resultados foram analisados
estatisticamente e considerados significativos os valores com p<0,05. Resultados: As
AgNPs sintetizadas com curcumina foram eficientes com apenas 0,0162 ng/mL,
quando preé- incubada por 30 minutos com 50 pg/mL do veneno de P. olfersii. Esta
mistura protegeu contra o bloqueio das contracbes e contraturas (ACh e KCI) na
preparacdo Biventer cervicis de pintainho. Sua eficiéncia também foi importante na

preservacao pés-sinaptica, pois o veneno afeta os receptores pos-singpticos e a



membrana do sarcoplasma, demonstrados pelas respostas contraturantes de ACh e
KCIl. A dosagem de CK liberada no banho contendo a preparacdo neuromuscular,
frente aos diferentes protocolos experimentais, nao foi estatisticamente diferente do
controle de Krebs. Conclusédo: As AgNPs foram eficazes contra o bloqueio
neuromuscular em B. cervicis contra as injurias causadas pelo veneno da P. olfersii e
nao mostraram-se seguras pelo parametro do teste de Ames. Nos ensaios em
bactérias, as AgNPs mostraram-se ndo mutagénicas na auséncia do sistema
microssomal, porém, mutagénicas na presenca de ativacdo microssomal. A dosagem
de creatinoquinase ndo se mostrou um bom biomarcador quando realizadas em

amostras coletadas do banho contendo a preparacdo neuromuscular.

Palavras-chave: AgNPs. Miotoxicidade. Neurotoxicidade. Philodryas olfersii. Teste de

Ames.



ABSTRACT

Introduction: Silver nanoparticles (AgNPs) are of particular interest for their
antibacterial properties and are produced by the action of reducing agents on silver
ions. In the midst of green chemistry that seeks to eliminate the use and generation of
substances harmful to human health and the environment, curcumin from Curcuma
longa has been used as a precursor to obtain promising AgNPs in studies on snake
venoms. The Philodryas olfersii snake is known as non-venomous due to its
opisthoglyphic dentition, however, its venom produces edema, erythema, hemorrhage
and a lot of pain when accidents occur in humans. Bearing in mind that the
conventional treatment for snakebites (anti-ophidic serum) is not effective against local
effects, which are the main effects of the P. olfersii venom, it is important to search for
new compounds with potential anti-ophidic action. Objectives: The objectives of this
study were to evaluate the toxicity of AQNPs synthesized with curcumin through the
mutagenicity assay and, pharmacologically, to evaluate its influence against the ex
vivo neurotoxic and myotoxic effects of the snake venom P. olfersii (Colubridae).
Methodology: The study design was in vitro and with animals (CEUA / Uniso
159/2019). After defining the preliminary toxicity of AQNPs synthesized with curcumin
(0.081 mg / mL-130 nm), mutagenicity was assessed by the parameter Salmonella/
microsome (Ames test) using the Salmonella typhimurium strains TA97a, TA98, TA100
and TA102, with and without metabolic activation, in triplicate and in the presence of
positive, negative and spontaneous controls. The pharmacological study was carried
out on Biventer cervicis preparations of chicks, using a conventional myographic
technique and exogenous additions of acetylcholine (ACh) and potassium chloride
(KCI). To assess myotoxicity, aliquots were removed from the bath to measure the
creatine kinase (CK) enzyme. The results were statistically analyzed and values with
p <0.05 were considered significant. Results: AgNPs synthesized with curcumin were
efficient with only 0.0162 ng/mL, when pre-incubated for 30 minutes with 50 pug / ml of
P. olfersii venom. This mixture protected against the blocking of contractions and
contractures (ACh and KCI) in the preparation Biventer cervicis of chick. Its efficiency
was also important in the post-synaptic preservation, since the poison affects the
postsynaptic receptors and the sarcoplasm membrane, demonstrated by the
contracting responses of ACh and KCIl. The dosage of CK released in the bath

containing the neuromuscular preparation, compared to the different experimental



protocols, was not statistically different from the Krebs control. Conclusion: AgNPs
were effective against neuromuscular block in B. cervicis against injuries caused by
the P. olfersii venom and were not shown to be safe by the Ames test parameter. In
bacterial assays, AQNPs proved to be non-mutagenic in the absence of the microsomal
system, however, mutagenic in the presence of microsomal activation. The
measurement of creatine kinase was not shown to be a good biomarker when
performed on samples collected from the bath containing the neuromuscular

preparation.

Keywords: AgNPs, myotoxicity, neurotoxicity, Philodryas olfersii, Ames Test.
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1 INTRODUCAO

Modernas tecnologias como a nanotecnologia vem sendo pensadas para impedir
a propagacao de veneno em caso de acidentes ofidicos, doenca negligenciada no
mundo todo, cujo tratamento oficial € a soroterapia. Isso atende a estratégia global da
Organizacdo Mundial da Saude para prevencédo e controle do ambiente de acidentes
por serpentes (WILLIAMS et al., 2019).

A soroterapia deve ser administrada precocemente, uma condi¢cdo desfavoravel
para os habitantes das areas rurais de muitos paises. Assim as hanoparticulas podem
ajudar contra varias serpentes peconhentas (BISWAS et al.,, 2012), como ja
demonstrado com Naja nigricollis (Elapidae) (O'BRIEN et al., 2018), Doboia russellie
(Viperidae) (HINGANE; PANGAM; DONGRE, 2018), Bothrops jararaca e Bothrops
erythromelas (Viperidae) (SOARES et al., 2018), Bothrops jararacussu (Viperidae)
(OLIVEIRA et al., 2019), Daboia russelii (Viperidae) e Naja kaouthia (Elapidae) (SAHA
et al., 2015; CHAKRABARTTY et al., 2019).

Os motivos para o uso de nanoparticulas envolvem a ponte de toxinas de veneno
como interface para a administracdo de medicamentos e terapia direcionada (BISWAS
et al., 2012), como demonstrado com a entrega de antigenos do veneno de Naja naja
oxiana encapsulados em quitosana (MOHAMMAD POURDOUNIGHI et al., 2015)
visando células tumorais. Com nanoparticulas de ouro a base de plantas Vitex
negundo, com o objetivo de neutralizar a toxicidade aguda, estresse agudo e resposta
a citocinas de Naja kaouthia (SAHA et al., 2015). Também em casos de producédo de
antiveneno usando nanoparticulas de quitosana carregadas com venenos de B.
jararaca e B. erythromelas como imunoadjuvantes (SOARES et al., 2018). Ou para
atuar como um antidoto, como visto usando nanoparticulas de didxido de titanio contra
a atividade letal de Daboia russelii e venenos de Naja kaouthia (CHAKRABARTTY et
al., 2019).

As vezes, o objetivo é mais especifico, como mitigar a progressdo do dano
tecidual local, como observado com uma nanoparticula abi6tica de hidrogel contra
uma variedade diversa de isoformas de fosfolipases A2 e 3FTX encontradas no
veneno de Naja nigricollis (O'BRIEN et al., 2018). E contra o bloqueio neuromuscular
induzido por Bothrops jararacussu usando nanoparticulas de prata (50 nm)

(OLIVEIRA et al., 2019) ou contra os efeitos proteoliticos de Doboia russellie usando
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nanoparticulas de prata (52 nm) (HINGANE; PANGAM; DONGRE, 2018).

Os acidentes com P. olfersii sdo semelhantes aos causados pelo género
Bothrops e frequentemente tratados com antiveneno botropico (ARAUJO; SANTOS,
1997; ROCHA; PAIXAO-CAVALCANTE; FURTADO, 2006; ROCHA; FURTADO,
2007). No Brasil, os acidentes por animais peconhentos sdo a segunda causa de
envenenamento humano, ficando atrds apenas da intoxicacdo por uso de
medicamentos (SINITOX, 2013).

Em um caso de acidente com P. olfersii, foi relatado dor no local da mordida,
inchaco e vermelhiddo, mas com tempo de coagulacdo normal (SILVEIRA,
NISHIOKA, 1992), enquanto em outros acidentes também ocorreu eritema e
equimose (RIBEIRO; PUORTO; JORGE, 1999). Tais sintomas sdo atribuidos as
atividades hemorragicas, fibrinogenoliticas e formadoras de edema (ASSAKURA et
al., 1992), miotoxicas (ACOSTA et al., 2003) e neurotoxicas (RODRIGUEZ-ACOSTA
et al., 2006) do veneno, devido a presenca de enzimas proteoliticas.

Esta dissertacdo foi elaborada pensando em uma aplicabilidade de
nanoparticulas de prata sintetizadas com curcumina contra o bloqueio neuromuscular
induzido pelo veneno da P. olfersii, e avaliar a sua toxicidade através de um ensaio

de mutagenicidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA.

2.1 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

A prata (Ag+) tem sido usada como um agente antimicrobiano, antifungico e
antiviral, em virtude de elevada toxicidade a esses organismos e pequena toxicidade
ao homem (SILVER; PHUNG,; SILVER, 2006). As nanoparticulas em dimensdes que
variam de 1 a 130 nm (metal na valéncia zero, Ag°®) (BUZEA; PACHECO; ROBBIE,
2007), tornam-se, portanto, uma atraente alternativa. As nanoparticulas de prata
(AgNPs) tem atraido muita atencdo na investigacdao cientifica devido a sua
versatilidade e aplicabilidade em diferentes areas como engenharia, medicina,
quimica e fisica. A seu favor tem-se, ainda, o rapido desenvolvimento de resisténcia
dos patégenos aos antimicrobianos tradicionais e a dificuldade de inser¢do de novos
farmacos, tornando as nanoparticulas fortes candidatas a terapia antimicrobiana
(SANTOS et al., 2014).

Muitas rotas de métodos tem sido propostas para a sintese de AgNPs, sendo as
mais comuns aquelas baseadas na reducdo quimica dos ions Ag+ em solucdo
aguosa, com citrato, D-glucose, acido ascérbico, aldeidos, aminas e polissacarideos
usados como agentes redutores. Entretanto, muitas das interacdes dos AgQNPs com o
corpo humano ainda sdo pouco compreendidas e consequentemente, as
caracteristicas mais desejaveis para as AgNPs ainda ndo estdo bem estabelecidas.
Portanto, o desenvolvimento de nanoparticulas com caracteristicas morfologicas e
fisico-quimicas bem controladas para aplicacdo no corpo humano ainda € uma area
ativa de pesquisa interdisciplinar (SANTOS et al., 2014).

O mecanismo de acdo das AgNPs na inibicdo do crescimento e perda da
infectividade ocorre ao impedir 0os processos na superficie e no interior da célula dos
micro-organismos. A diminuta dimensdo da nanoparticula de prata é essencial para
sua melhor penetragdo & membrana celular, podendo assim, prejudicar o
funcionamento celular do agente infeccioso, retardando a velocidade de suas
atividades vitais (MORONES et al, 2005). Varios estudos relatam que a carga positiva
do ion Ag+ (cedido pelas AgNPs apds atravessarem a parede celular dos micro-
organismos) € primordial para a sua atividade antimicrobiana, por meio da atragéo

eletrostatica entre a membrana celular dos microrganismos (negativamente
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carregadas) e as nanoparticulas (positivamente carregadas). Consequentemente, as
AgNPs aumentam a permeabilidade seletiva da membrana e impedem a respiracao
da célula resultando na morte celular (MORONES et al, 2005; BAER, 2008). Em um
segundo momento, as nanoparticulas de prata sdo capazes de invadir as células,
interagindo com ligacfes dissulfeto dos conteudos de glicoproteina / proteina de
micro-organismos tais como virus, bactérias e fungos.

Uma vez que podem ocorrer infecgdes bacterianas secundariamente no acidente
ofidico, quando a serpente inocula a bactéria no momento da picada (RIBEIRO;
JORGE; 1997), o uso da nanoparticula de prata pode ser promissora no tratamento
de acidentes ofidicos, pois, a nanoparticula de prata na forma coloidal € muito mais
eficiente do que o ion de prata, pois avancos em nanotecnologia permitiram a
producdo de prata metélica como nanoparticulas, ja que necessitam de menores
concentracfes para atuar com mais eficiéncia (DURAN, 2010). Suas dimensdes
extremamente pequenas, da ordem de 1 a 100 nanbémetros, contendo cerca de
15.000- 20.000 a&tomos de prata (ANJUM et al., 2013) e, como consequéncia, uma
grande area superficial que eleva a velocidade de formacdo dos ions prata. Isso
resulta em propriedades magnéticas, quimicas e mecanicas diferentes das particulas
de superficies maiores (ZARBIN, 2007).

A toxicidade das nanoparticulas pode ser afetada pelo seu tamanho. De maneira
geral, reporta-se que nanoparticulas menores apresentam uma tendéncia a maior
habilidade de penetracdo celular e, consequentemente, efeitos de toxicidade. Apesar
de haver excec¢des, nanoparticulas menores tendem a ser mais toxicas em funcao da
maior superficie de contato, e interacdo entre a nanoparticula e a entidade biolégica,
como por exemplo, uma bactéria. Porém o tamanho da nanoparticula n&o é o Unico
fator que caracteriza a toxicidade da mesma; recentemente, um estudo usando como
modelo o mexilhdo Mytilus galloprovincialis destacou que ndo s6 o tamanho da
nanoparticula é importante para impactar sua toxicidade, como também os diferentes
mecanismos de internalizacdo das mesmas poderiam ser fatores-chaves que afetam
0 potencial do nanomaterial no meio para induzir a imunomodulacido (DE LIMA;
SEABRA; DURAN, 2012).
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2.2 Teste de Ames (Salmonella/ Microssoma)

E extremamente importante realizar testes que avaliem a toxicidade de cada
nanoparticula produzida, para que se garanta a seguranca de seu uso. Dentre os
testes de avaliacdo de toxicidade encontra-se o teste de mutagenicidade
(Salmonella/microssoma) também conhecido como teste de Ames, selecionado para
a realizacdo deste projeto. Este ensaio é aceito para identificar substancias puras, em
mistura e em amostras ambientais que podem produzir danos genéticos que levam a
mutacOes génicas. Além disso, tem sido muito empregado em estudos para
elucidacdo de mecanismos de mutagénese e antimutagénese e na avaliacdo de
efeitos sinérgicos de misturas de compostos (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

O teste de Ames baseia-se na inducdo de mutacdes reversas empregando-se
linhagens de Salmonella typhimurium derivadas da parental LT2, auxotroficas
(incapacidade de um organismo de sintetizar um composto organico necessario ao
seu préprio crescimento) para o aminoacido histidina (his-), apresentando diferentes
mutacdes no operon deste aminoacido, sendo construidas para detectar mutacdes do
tipo deslocamento do quadro de leitura (frameshift) ou substituicdo de pares de base
no DNA (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Essas linhagens séo incapazes de crescer em meio de cultura minimo, sem
histidina, a menos que ocorram novas mutacdes no local dessas mutacbes pré-
existentes, ou nas proximidades dos genes que restaurem a funcao do gene e permita
as células a sua capacidade de sintese. Essas células recém mutadas podem crescer
na auséncia de histidina e formar colbnias, por isso esse teste é referido como ensaio
de reversao. O numero de revertentes é facilmente medido pela contagem de col6nias
gue crescem em meio minimo, apds a exposicdo de uma populacdo de células a
substancia a ser testada (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003; MORTELMANS; ZEIGER,
2000).

2.2.1 Solugéo S9
Sabe-se que muitos compostos iniciadores do processo de carcinogénese necessitam

ser metabolizados antes de interagir com o material genético. Desse modo realiza-se

o teste de Ames na presenca e auséncia de um sistema de metabolizacéo. O sistema
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mais comumente utilizado, a fracdo microssomal S9, € composta por um homogenato
de células de figado de ratos previamente tratados com a mistura bifenilpoliclorinada
(Aroclor 1254), que induz um aumento de enzimas P-450 neste 6rgdo (UMBUZEIRO;
VARGAS, 2003). E assim denominado pela obtencdo de fragdes de enzimas post
mitocondriais no sobrenadante resultante da ultracentrifugacdo a 9.000 g, por 10

minutos, do homogenato hepatico (AMES et al., 1973).

2.3 Serpente Philodryas olfersii (Lichtenstein, 1823)

O género Philodryas é constituido por aproximadamente 23 espécies,
encontradas em todos os paises da América do Sul (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HERPETOLOGIA, 2018). Séo reconhecidas por apresentar corpos alongados, pupilas
redondas e coloracéo verde, além da denticdo opistoglifa o que dificulta a inoculagéo
do veneno (PRADO-FRANCESCHI et al., 1996; ARAUJO; SANTOS, 1997; FRANCA,;
MALAQUE, 2003).

A serpente Philodryas olfersii (Figura 1) possui uma faixa longitudinal de cor
marrom no dorso, que vai da cabeca até a cauda. Conhecida popularmente como
cobra cipd ou cobra verde, a espécie tem um tamanho mediano, atingindo até 1,5 m
de comprimento total, e com cauda relativamente longa que corresponde entre 23 e
36% do tamanho corporal.

Figura 1 Representagéo fotogréfica da serpente Philodryas olfersii

Fonte: Cipo-listrada (Philodryas olfersii) Foto: Mateus S. Figueiredo / CC BY-SA via Wikimedia

Commons https://www.ufrgs.br/faunadigitalrs/cipo-listrada-philodryas-olfersii.


https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Philodryas_olfersii_MZUFV.JPG
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Philodryas_olfersii_MZUFV.JPG
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A serpente P. olfersii possui atividade diurna e alimenta-se de pequenos
mamiferos, aves, anuros e lagartos, que subjuga com envenenamento e constricdo
(HARTMANN; MARQUES, 2005). Embora essa serpente ndo seja agressiva e seu
veneno é mais usado para facilitar sua alimentagéo e defesa, os acidentes ocorridos
com humanos tem caracteristicas clinicas de intoxicacdo, como edema (inchaco),
eritema e equimoses (manchas escuras), linfadenopatia regional (dilatacdo de
linfonodos), efeitos neurotoxicos e miotdxicos. Estes sintomas séo parecidos aos do
envenenamento por jararaca, iSso porque o veneno da serpente P. olfersii € composto
de algumas enzimas que sdo biologicamente semelhantes aos do veneno botropico.
Muitas vezes, devido a ndo identificacdo da serpente e o quadro clinico apresentado,
a vitima da P. olfersii é tratada como se tivesse sido mordida por serpentes do género
Bothrops (ARAUJO; SANTOS, 1997).

2.3.1 Acédo do veneno

Os venenos de serpentes sao misturas contendo multiplos componentes, sendo
gue 90% séo proteinas. Segundo alguns autores, o conteddo proteico dos venenos
de colubrideos é bastante variavel podendo apresentar baixos niveis de proteinas e o
material liofilizado conter altas concentracdes de componentes nao proteicos (VEST;
MACKESSY; KARDONG, 1991; WEINSTEIN et al., 1991; WEINSTEIN; KARDONG,
1994; HILL; MACKESSY, 2000; MACKESSY, 2002). Os venenos de P. olfersii e P.
patagoniensis apresentaram contelddo de proteinas totais entre 75 e 90%,
respectivamente (ROCHA; FURTADO, 2007).

As proeminentes atividades edematogénica e hiperalgésica, caracteristicas
nestes acidentes, e seus rapidos desenvolvimentos séo tipicos sinais do processo
inflamatorio agudo, decorrente da acédo de substancias enddgenas que séo liberadas
ap6s o estimulo lesivo (OHSAKA, 1979; CHACUR et al., 2001, PRADO-
FRANCESCHI; HYSLOP, 2002). Os venenos de P. olfersii e P. patagoniensis
apresentaram respostas em camundongos hiperalgésicas importantes, sendo que o
veneno de P. patagoniensis foi mais ativo que o veneno de P. olfersii (ROCHA;
FURTADO, 2007).

A atividade hemorragica dos venenos de viperideos (SANCHEZ et al., 1992,
BJARNASON; FOX, 1994; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000) e colubrideos
(ASSAKURA et al., 1992; ACOSTA et al., 2003) € atribuida, principalmente a atuacao
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das metaloproteinases, enzimas proteoliticas com atividade dependente do ion zinco.

As hemorragias causadas pelos venenos podem ter um papel semelhante com
relacdo aos processos digestivos e a presenca de atividade hemorragica tem sido
largamente indicada em varias espécies de colubrideos (KORNALIK; TABORKA;
MEBS, 1978; VEST, 1988; NAVARRETE; LEMOINE; RODRIGUES- ACOSTA, 1999,
LEMOINE; RODRIGUEZ-ACOSTA, 2003; ROCHA; PAIXAO-CAVALCANTE;
FURTADO, 2006).

Tanjoni et al. (2003) utilizando um anticorpo monoclonal anti-jararagina que
reconhece um epitopo presente na regido c-terminal do dominio desintegrina-like,
uma metaloproteinase do veneno de Bothrops jararaca (Wied, 1824), demonstraram
pela técnica de Dot Blot que estes anticorpos reagiram com os venenos de P. olfersii
e P. patagoniensis, sugerindo que as metaloproteinases destes venenos apresentam
epitopos comuns aos de B. jararaca. Corroborando tais achados, Rocha; Paixao-
Cavalcante; Furtado (2006) demonstraram que o soro antibotrépico comercial
apresentou reatividade cruzada sendo capaz de neutralizar a acdo hemorragica, e
eficientemente a atividade tdxica dos venenos de P. olfersii e P. patagoniensis, com
titulos de poténcia similares aos obtidos com o veneno de B. jararaca.

Ja as miotoxinas sao toxinas responsaveis pelo dano muscular, podendo estar
ligadas a uma acéo fosfolipasica. Pouco se conhece sobre as miotoxinas dos venenos
de colubrideos e na maioria dos estudos estas toxinas tém sido parcialmente
purificadas (JANSEN, 1987; PRADO-FRANCESCHI et al.; 1996). Segundo Assakura
et al. (1992) o veneno de P. olfersii apresenta baixa atividade fosfolipasica e seus
resultados mostraram baixos niveis de liberacdo de creatinoquinase nos varios
tempos testados, com pico de acdo trés horas apos a inoculacéo e retornando aos
niveis basais a partir da 122 hora. Entretanto, Acosta et al. (2003) e Peichoto et al.
(2004), utilizando serpentes deste mesmo género do nordeste da Argentina,
determinaram altos niveis desta enzima tardiamente entre 10 e 16 horas.

As atividades necrosantes decorrentes dos envenenamentos de serpentes
viperideas originam-se da acéo de enzimas proteoliticas causando a destruicdo dos
tecidos moles préximos ao local da picada (ROSENFELD, 1971); e Peichoto et al.
(2004) determinaram esta atividade em veneno de P. patagoniensis em ratos, que
apresentou Dose Minima Necrosante (DMN) igual a 180,5 mg, que expressa
pronunciada dermonecrose, sendo o veneno de P. patagoniensis mais ativo do que

da P. olfersii.



27

Os relatos de acidentes causados por P. olfersii ndo tem demonstrado gravidade
fatal e isso se deve especialmente a anatomia de sua denticdo: por serem serpentes
opistéglifas, ou seja, possuem* o dente inoculador de veneno situado na porcao
posterior do maxilar superior, a inoculacdo do veneno é dificultada (CORREIA et al.,
2010). Porém em 1992, apds um 0bito confirmado de uma crianca decorrente de uma
picada causada por Philodryas olfersii no Rio Grande do Sul, evidenciou-se a
necessidade de atencdo médica aos acidentes causados por algumas espécies das
familias Colubridae como, por exemplo, Philodryas nattereri, P. patagoniensis, P.
viridissima, Boiruna sertaneja e P. olfersii (RIBEIRO; PUORTO; JORGE, 1994;
ARAUJO; SANTOS, 1997; DIAZ et al., 2004; QUINTELA, 2010).

Figura 2 Tipos de denticdo das serpentes
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Legenda: A: denticdo Solendglifa; B: denticdo proterdglifa; C: denticdo opistoglifa; D: denticdo &glifa.
Fonte da Imagem: Weiss, Marcelo Barros. Acidentes com Animais Peconhentos/ Marcelo Barros e
Jorge Wilson Souza Paiva- 1 Ed.- Rio de Janeiro — RJ. p. 27. (Thieme Reventer Publicacdes LTDA,
2017).

2.3.2 Glandula de Duvernoy

A secrecdo evidenciada nos tubulos secretores da glandula de Duvernoy (Figura
3a) de Philodryas olfersii, Phimophis guerini e Thamnodynastes strigatus tem uma
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presenca acentuada de proteinas nos tubulos secretores e esta relacionada ao habito
alimentar de cada espécie, como também ao modo como subjugam as suas presas
(SERAPICOS; MERUSSE, 2006). As secrecbes produzidas pelas glandulas de
Duvernoy sdo um coquetel altamente variavel de componentes quimicos,
principalmente proteinas, onde muitos desses componentes apresentam toxicidade
(KARDONG, 2002). Seu esvaziamento se da por um fluxo de baixa pressédo e a
secrecdo é liberada em aberturas proximas a base das presas (Figura 3b)
diferentemente do que ocorre com o0s viperideos, em que o fluxo de secre¢éo se da
por alta pressao via canal das presas (KARDONG, 2002). As pesquisas futuras de
secrecbes e venenos das glandulas de Duvernoy de colubrideos prometem
descobertas relevantes para a medicina clinica e laboratorial, bioquimica,
imunoldgica, fisiopatoldgica e farmacolégica (KARDONG, 2002).

Figura 3 Glandula de Duvernoy.
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Legenda: Posicao da glandula de Duvernoy, e ampliagao.

Fonte: Adapado de Kardong, K. V. Toxin Reviews. 2002
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Figura 3b Extracdo do veneno de serpente com denti¢cdo opistoglifa

Legenda: Figura 3b representacgéo fotografica demonstra a extragdo do veneno de uma serpente com
a denti¢do opistoglifa.
Fonte: Ferlan,1983.

2.4 Juncao neuromuscular Biventer cervicis de pintainho (BC) ex vivo

O musculo Biventer cervicis do pintinho (Figura 4a) é inervado por um ramo
dorsal a partir do qual um Unico tronco nervoso penetra no musculo, através de sua
superficie profunda, no terco superior do cranio. O tronco do nervo corre distalmente
emitindo inervagdes colaterais para unidades motoras da barriga, atravessa o tendéo
intermediario e atinge o musculo distal da barriga. O tronco do nervo fica
completamente incluido no tenddo, acompanhado por uma artéria e uma veia. No
ventre distal, o tronco de um Unico nervo bifurca-se no terco superior da barriga e
depois trifurcado nos troncos principais, as inervagdes se espalham para as unidades
motoras da barriga (ERHART; REZZE; BIAZOTTO, 1968). Na Figura 4b demonstra-
se como é feito o isolamento do BC.
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Figura 4 - Biventer cervicis (BC) de Pintainho ex vivo

Legenda: Inervacao de Biventer cervicis de pintainho.
Fonte da imagem: ERHART; REZZE; BIAZOTTO (1968). Arg. Neuro-Psiquiat. (Sdo Paulo) vol. 26, n°
3, Setembro, 1968.

Figura 4b Isolamento da preparacédo (BC)

Legenda: Isolamento da preparacgéao.

Fonte da imagem: 4 (b): Elaboracao Prépria. Legenda: Isolamento da preparacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar farmacologicamente a capacidade de nanoparticulas de prata (AgNPs) em
inibir os efeitos neurotoxicos e miotoxicos ex vivo do veneno da Philodryas olfersii e
avaliar a toxicidade da AgNPs pelo parametro Salmonella/microssoma (teste de
AMES), com e sem ativacdo metabdlica.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar farmacologicamente as AgNPs e a mistura de AgNPs com o veneno de P.
olfersii sobre preparacdes Biventer cervicis de pintainho.

e Determinar a miotoxidade do veneno de P. olfersii por meio da atividade de
creatinoquinase (CK) e a influéncia de AgNPs contra este efeito do veneno.

e Realizar o teste de Toxicidade Preliminar das AgNPs

e Realizar o Teste de Ames com as AgNPs, com e sem ativacdo metabdlica.



32

CAPITULO 1

4.1 INFLUENCIA DE AgNPs SOBRE OS EFEITOS TOXICOS DO VENENO DA
SERPENTE Philodryas olfersii (COLUBRIDAE)

4.1.2 Material e Métodos

4.1.2.1 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

AgNPs foram obtidas, certificadas e doadas para este estudo pela profa. Dra.
Carolina Alves dos Santos, por ocasido de seu pés-doutoramento junto ao Programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Uniso/Capes. As nanoparticulas
constituidas de metais foram obtidas através da reducdo de sais (AgNOs) com
dispersdo solida de curcumina estabilizadas com diferentes polimeros. Nesse
mecanismo acredita-se que tanto o composto polimérico como a curcumina tenham
influéncia na reducdo destes sais e posterior conversao a nanoparticulas metalicas.
Utilizou-se um reator com béquer encamisado de vidro (250 mL) que foi acoplado ao
banho a uma temperatura de 80-90 °C e mantido sob agitacdo em agitador orbital, no
qual foram adicionados 45 mg de AgNOs e 135 mg de dispersao solida de curcumina
com diferentes constituicdes. Apés 40 minutos a solugcdo obtida foi removida do
sistema e deixada em temperatura ambiente para resfriar. Todos os reagentes foram
adquiridos da Sigma-Aldrich® (Saint Louis, MO, USA). Os detalhes do método de
reducdo através da dispersdo soélida de curcumina e da caracterizacdo das AgNPs
através de medidas de Dynamic Lighting Scattering (Brook Haven-Nano Brook-90
Plus, New York, USA) (DLS) foram descritos por Alves et al. (2018) e resultaram em
AgNPs de tamanho médio de 130 nm.

Neste trabalho foi avaliado o potencial terapéutico de AgNPs sintetizadas com a
curcumina que € um polifenol de ocorréncia natural que € isolado do rizoma da
Curcuma longa (acafrdo) (MENDONCA, 2012; ASHRAFIZADEH, 2020). A curcumina
foi utilizada como agente redutor na sintese da AgNPS usada neste estudo e foram
testadas nas concentragdes em ng/mL de: 0,0162 (n= 6); 0,0405 (n= 6); 0,081 (n= 6)
e 0,405 (n=5).
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4.1.2.2 Veneno de Philodryas olfersii

O veneno de P. olfersii proveniente de espécimes adultos do serpentario do
Centro de Estudos da Natureza da Universidade do Vale do Paraiba (CEN/UNIVAP,
SMA 15.380/2012) foi coletado, liofilizado e certificado pelo Prof. Dr. José Carlos Cogo
(Universidade Brasil, SP, Brasil) e doado a Prof. Dra. Priscila Randazzo-Moura
(Pontificia Universidade Catdlica de SP, Sorocaba, SP, Brasil) que, por sua vez, o
cedeu para a realizagéo desse estudo. Os ensaios foram realizados usando 50 pg/mL
com (n=4).

4.1.2.3 Animais

Pintainhos machos da linhagem HY-line W36 com 4 a 8 dias foram adquiridos
da Avicultura Santa Barbara, Sorocaba, SP, e ambientados no LaPeNM (Laboratoério
de Pesquisa em Neurofarmacologia e Multidisciplinar) por 2 h antes do uso e
receberam racdo e agua ad libitum. O projeto foi submetido & Comissdo de Etica em
Uso de Animais — CEUA da Universidade de Sorocaba — SP e aprovado sob protocolo
159/2019 (Anexol).

4.2 Preparacdo de Ensaios Farmacoldgicos em Pintainho Biventer cervicis (BC)

Os pintainhos foram eutanasiados com Isoflurano® medicamento genérico da
marca BioChimico®, anestésico inalatério e os musculos Biventer cervicis foram
removidos de acordo com Ginsborg & Warriner (1960). A preparacao foi montada sob
umatensdo de 1 g por 0,5 cm em um banho de 6rgédo de 5 mL (Panlab® Four Chamber
Organ Bath) mantido a 37°C, aerado com carbogénio com cilindro modelo
040NW200T 40.219 ISSONGT-3/4 col-cap. (95% O2 e 5% COz), gas abastecido pela
White Martins® e mantido em solucéo Krebs com a seguinte composi¢do (mM, pH
7,5): NaCl (Sigma®), 118,1; KCI (Sigma®) , 4,8; CaCl2 (Sigma®), 2,5; MgS04 (Sigma®),
1,2; NaHCO3 (Sigma®), 25; e glicose (Sigma®), 11,1. Um eletrodo de anel de platina
bipolar foi inserido ao redor do tenddo, dentro do qual corre o tronco nervoso que
fornece o musculo. A estimulacao de campo foi feita usando um gerador de pulso para
até 4 unidades (LE12406TC, Panlab®) estimulador (0,1 Hz, 0,2 ms, 5-12 V).
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Contracbes musculares liberadas por receptores "intrinsecos”, que respondem
ao neurotransmissor liberado do terminal nervoso, e contraturas liberadas por
receptores "extrinsecos", que respondem a acetilcolina adicionada exogenamente
(GINSBORG; WARRINER, 1960; CHANG; TANG, 1974) foram registradas
isometricamente por meio de um transdutor de deslocamento de forca (MLT0201,
ADInstruments®) acoplado a um grupo de 4 amplificadores transdutores de ponte DC
controlados por software (FE224, ADInstruments®). A aquisi¢cdo dos dados foi feita em
um sistema PowerLab 4/35 incluindo os softwares Lab Chart e Lab Chart Pro Modules
(PL3504 / P, ADInstruments®) conectado a uma Unidade de Energia (LE124060M,
ADInstruments®). As preparacdes de BC foram estabilizadas por pelo menos 5 min
antes da adicao de 88,1 mM de acetilcolina (ACh) por 60 segundos, neste momento
ocorre a resposta contraturante, lavou- se a preparacao 5 vezes com solucao de Krebs
e aguarda a estabilizacdo do BC por mais 5 min. Em seguida adicionou-se o cloreto
de potassio (KCI) 27 mM por 60 segundos e lavado por 5 vezes para total retidada do
KCI. A partir dai realizou-se o experimento de acordo com cada substancia a ser
testada por 120 minutos de registro. Ao final desse tempo, repetiu-se a adicao
exdgena dos agosnistas comecando pelo KCI e em seguida o ACh. As contraturas
para ACh ou KCI exdgeno foram registradas na auséncia de estimulacdo de campo
antes ou apés o término do experimento como um teste para avaliar a acdo pré ou
pés-sinaptica e, a0 mesmo tempo, a integridade do sarcolema. Foram feitos
protocolos de solucdo de Krebs como controle (n=7), veneno de Philodryas olfersii
puro (n=4), pré-incubacdo de (AgNPs +veneno) (n=6), AgNPs 0,0162 ng/mL (n=6),
0,0405 ng/mL (n=6), 0,081 ng/mL (n=6) e 0,405 ng/mL (n=5).

As figuras 5 (a, b) mostram a preparacdo amarrada no equipamento, o banho
onde as preparacdes sdo mantidas durante o experimento. J& na figura 6, podemos
ver a composicdo de todos os compartimentos que formam o equipamento para

avaliacao e estudo do BC.
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Figura 5 Preparacao Biventer cervicis de pintainho.

(a) (b)

Legenda: (a) Biventer cervicis amarrado em equipamento para registros miograficos. (b)
Banho contendo cubas com capacidade 5 mL para mergulhar BC em solu¢g6ao de Krebs e
aerado com Carbogénio.

Fonte: Elaboragéo Propria.

Figura 6 Equipamento miogréafico

Legenda: 1: Sistema digital de captura de dados, 2: Estimulador elétrico, 3: barrilete (Solug¢éo de Krebs),
4: Banho contendo quatro cubas de 5 mL cada para alocar os BC e aeracdo automatica e 5:
armazenamento de dados.

Fonte: Elaboracdo Propria. LaPeNM (Laboratério de Pesquisa em Neurofarmacologia e
Multidisciplinar).



36

Para observar a resposta contraturante do muasculo e na auséncia de
estimulacao elétrica, adicionou-se 100 pyL de KCI 10% (27 mM) da marca Sigma® ao
banho contendo a preparacdo e 5mL da Solucédo de Krebs. Apds se atingir o platb a
preparacao foi lavada com solugao de Krebs (5 vezes) para garantir a retirada total da
substancia e estabilizacdo das contracfes. ApoOs a estabilizacdo, o procedimento foi
repetido com 40 puL de ACh 2% (88,1 mM) para se observar novamente a resposta
contraturante (Figura 7). A adicdo exdgena tanto da ACh como do KClI, foram repetidos
ao final de cada experimento, obtendo-se entdo as respostas contraturantes (antes e

depois) desses dois agonistas.

Figura 7 Representacéo gréfica da Resposta Contraturante

l ” (ift W\—:; M ‘\'&/.................

1 KCI 2 ACh 120 min 3 AChHh a4 KC|

Legenda: 1: Adi¢cdo exdgena antes dos 120 min de KCI; 2: adigdo exdgena de ACh; intervalo de 120
min adaptado reduzido para demonstracdo, 3 adigcdo exégena apds 120 min de ACh; 4 adicao exdégena
de KCI. Todos os estimulos elétricos desligados. As cetas indicam as amplitudes das respostas

contraturantes com a adigdo exdégena dos agonistas.

Fonte: Elaboracao propria.

4.3 Protocolos Farmacolégicos

A concentracao selecionada de AgNPs para posterior ensaio de neutralizagéao
foi obtida apds a realizacdo da curva concentracdo-resposta e foi de 0,0162 ng/mL,
enquanto a concentracéo eleita do veneno puro de P. olfersii foi de 50 pg/mL, de
acordo com Collago et al. (2012). A quantidade de experimentos com 0 veneno
puro de P. olfersii foi n=4; os ensaios de neutralizagéo consistiram em pré-incubacéo
da (AgNPs+veneno) por 30 min a 37°C antes de serem adicionados a mistura ao

banho contendo a preparacéo bioldgica (n=6).
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4.3.1 Miotoxicidade do veneno de P. olfersii

A contracao de células musculares esqueléticas depende de adenosina trifosfato
(ATP) como fonte de energia, porém, o suplemento de ATP n&o é suficiente para
sustentar a contracao por um longo periodo. Entdo, para a célula estar ativa e manter
a contracdo, o ATP precisa ser continuamente abastecido. Isto acontece através da
metabolizacdo da glicélise e da acdo do ciclo do acido tricarboxilico. Enquanto o
oxigénio esta disponivel, a célula muscular mantém uma elevada reserva de fosfato,
na forma de fosfato de creatina, composto rico em energia. A enzima que age sobre
o fosfato de creatina é a creatinoquinase (CK), presente no citoplasma da célula
muscular. Sua determinacéo é importante em alguns diagndsticos clinicos, em casos
de danos tissulares, como nas distrofias musculares e infarto do miocardio (NAKADA
et al., 1984).

Aliquotas de 200 pL, de cada protocolo experimental, foram retiradas do banho
contendo as preparacdes bioldgicas (e repostas em igual volume com solucédo de
Krebs), nos tempos zero (imediatamente antes do experimento) e tempo 120 minutos
(imediatamente apds o término de cada experimento e antes da lavagem e adi¢céo
exogena de ACh e KCl finais). As aliquotas foram imediatamente congeladas a -20 °C
e suas atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com as orientacdes do
fabricante do kit comercial (BioClin® CK NAC UV, referéncia K010-1, Belo Horizonte,
MG, Brasil).

Foram determinados os CK dos seguintes protocolos farmacolégicos: Solucéo
de Krebs (controle) (n= 16), neutralizacdo contendo 0,0162 ng AgNPs + veneno 50
puL/mL (n= 8), AgNPs 0,0162 ng (n=8) e Veneno 50 puL/mL (n=6).

Para a determinacdo de CK foi utilizado o espectrofotdmetro Lab Center Bel
Photonics®, onde foram obtidos os valores de absorbancia em tempo 0, 1, 2 e 3
minutos. Como indicado no kit de CK, com esses valores de absorbancia foi feito o
seguinte calculo: a média das diferencas da absorbancia por minuto e utilizar esse

valor multiplicado por 8095 conforme bula referenciada.
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5 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Todos os resultados provenientes dos ensaios farmacoldgicos (neurotoxicidade e
miotoxicidade) foram mostrados como a média + EPM e estatisticamente analisados
usando o teste t-Student do Programa OriginV 8.5® e o teste ANOVA do mesmo

programa. O nivel de significancia foi de 5% para todos 0s experimentos.
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6 RESULTADOS

6.1 Protocolos comparativos entre controle e Veneno 50 pg/mL em Juncéo
Neuromuscular (BC)

Ao longo dos 120 min de experimento foram registrados e armazenados 0s
dados das contragbes e contraturas no Programa Lab Chart Pro®, assim todos os
registros dos resultados foram posteriormente calculados e analisados
estatisticamente. A Figura 8 (a e b) ilustram um experimento de controle Krebs (a) e
um experimento com 50 pg/mL de veneno de P. olfersii (b). Note em ambos a adi¢ao
dos agonistas KClI e ACh. O bloqueio neuromuscular causado pelo veneno néo
permitiu o recobro da resposta contrétil e, tampouco, das respostas contraturantes
causadas pelos agonistas KCl e ACh ao final do experimento. Os experimentos sob
estimulo indireto resultam na liberacdo de ACh dos terminais na regido da placa
terminal. Observe a rapida paralisia neuromuscular induzida pelo veneno da serpente
P. olfersii. A pré-incubacéo de AgNPs 0,0162 ng/mL com 50 pg/mL de veneno durante
30 min antes da adicdo ao banho protegeu significativamente a preparacéo contra o
bloqueio neuromuscular induzido apenas pelo veneno, mantendo em torno de 46,7 +

10,9% das fibras funcionantes ao final de o experimento, sob estimulagao indireta.

Figura 8 Representacdo grafica da preparacdo (BC), estimulo indireto.

t 4 4

KCI ACh 120 min ACh KCI
(b)

B @ 0000 |

—_

(@)

KClI ACh 120 min ACh KCI
Legenda: (a) ilustra os ensaios miograficos realizados com controle de Krebs e adicao exdgena de KClI
e ACh, antes e depois do experimento. (b) llustragdo de um experimento com 50 pg/mL de veneno de
P. olfersii e adigdo exdégena de KCl e ACh, antes e depois do experimento sem recobro das contragdes

e contraturas. Fonte: Elaborag&o propria.
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6.2 Curva Concentracdo-Resposta AgNPs na Juncao Neuromuscular (BC)

A figura 9 ilustra os ensaios miograficos da curva concentracdo-resposta
realizados com as AgNPs, nas concentragcdes (em ng/mL) de 0,0162, 0,081, 0,405,
comparativamente a solucdo de Krebs (controle). Verificou-se que a menor
concentracdo de AgNPs é a que provocou menor alteracdo na resposta contratil em
relacdo ao controle. O numero de experimentos (n) esta expresso na legenda da
Figura 9.

Figura 9 Curva concentracao-resposta de AgNPs (0,081 mg/mL).

Resposta contratil

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)
= Controle de Krebs (n=8) v AgNP 0,0162 ng (n=6)
o AgNP 0,081 ng (n=6) A AgNP 0,405 ng (n=6)

Legenda: Curva concentracéo-resposta de AgNPs. Note a relacéo de dose-dependéncia entre 0,0162
ng/mL a 0,405 ng/mL (*p<0,05 para todas as concentracdes em relacdo ao controle, incluindo os
tempos subsequentes e #, p<0,05 para as concentrac¢des de 0,081 ng/mL e 0,405 ng/mL em relacéo a
0,0162 ng/mL incluindo os tempos subsequentes). Os dados foram analisados estatisticamente por
ANOVA, com p>0,05.

Fonte : Elaboracao propria.
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6.3 Respostas Contraturantes da Adicdo Exdgena de ACh na Preparacédo BC

A preparacdo BC de pintainho permite a obtencdo de dados adicionais, pela
resposta contraturante frente a adicdo exdégena de ACh e KCI. A Figura 10 ilustra as
respostas obtidas com a adicdo de ACh. Note que as concentragdes de 0,0162 ng/mL
e 0,081 ng/mL AgNPs nao provocam significativamente alteracdo na resposta
contraturante de receptores extrinsecos de ACh. As preparagBes de BC permitem
interpretar tanto os estimulos evocados indiretos como mostrado na Figura 9 como
as contraturas induzidas por ACh exdgeno (Figura 10) e KCI (Figura 11) na auséncia
de estimulos elétricos. Isso € possivel porque a preparacao de ave, ao contrario da
preparacdo de mamifero, possui fibras inervadas multiplas com um maior numero de
placas terminais distribuidas ao longo de seu comprimento. As AgNPs sozinhas
afetaram apenas virtualmente a amplitude das contraturas de ACh ou KCI, uma vez

gue os resultados nao foram estatisticamente diferentes do controle de Krebs.

Figura 10 Resposta contraturante frente a adicdo exdgena de ACh 88,1 mM

100

80-
60-
o]
20-
. .

Il Krebs (n=7) I AgNPs 0,0162ng (n=6)
I ~AgNPs 0,081ng (n=5) [ AgNPs 0,405ng  (n=6)

Amplitude da Resposta Contraturante ACh (%)

Legenda: Resposta contraturante frente a adicdo exdégena de 40 uL ACh (88,1 mM) antes (representa
o controle) e ao final de cada experimento (mostrado nas colunas da figura). Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA, com p>0,05.

Fonte: Elaboragéo propria.



42

6.4 Respostas Contraturantes da Adicdo Exdgena de KCI na Preparacéo BC

Pela andlise do efeito do KCI nas preparacdes, somente a concentragdo de
0,405 ng/mL de AgNPs utilizada afetou significamente a membrana da fibra muscular
ou sarcoplasma em relacdo ao controle. Os resultados mostraram que a melhor
concentracéo de trabalho com as nanoparticulas para posterior ensaio com 0 veneno
de P. olfersii foi a de 0,0162 ng conforme figura 11, pois apresentou menor efeito de
inibicdo da resposta contraturante em relacéo ao controle, o nimero de experimentos
esta expresso na legenda da figura 11.

Figura 11 Resposta contraturante frente a adicdo exdgena de KCI 27 mM

100 4

80

60—-
40—-
o
gl .

Il Krebs control (n=7) B AgNPs 0.081 mg/mL (1 pL, n=6)
I AgNPs 0.081 mg/mL (5 uL, n=6) [l AgNPs 0.081 mg/mL (25 uL, n=6)

Contracture response to KCl (%)

Legenda: Resposta contraturante frente a adicdo exdgena de 100 pL KCI 10% antes (representa o

controle) e ao final de cada experimento (mostrado nas colunas da figura). Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA, com p>0,05.

Fonte: Elaboragéo propria.

Para saber a concentracéo final das AgNPs foram realizados os célculos a seguir
demonstrados na Figura 12 a:

Figura 12 a: Calculo concentracao final das AgNPs

AGNTs 0,091 mq 1 ml
0.081 My 1000 ul
0.0000%1 MY e 1 WAL

0.091 ug 1 uL
%8} L R — 1 ul

Entdo, significa que adicionar 81 ng (ou 1uL) de AgNPs em uma cuba contendo

5 mL (= 5.000 pL) de solugao nutritiva resultara na concentragao final de 0,0162 ng de
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AgNPs, conforme abaixo demonstrado. Parte-se do principio que, neste caso, a
massa do analito em 1 puL é a mesma de quando esta em 5 mL mas a sua

concentragdo ficara menor, conforme demonstrado a seguir na Figura 12 b.

Figura 12 b Célculo das concentragdes de AgNPs

ml . ml
— (

Vi 2 V
mi=C1. V9 mi=C2ZN2

Partindo do principlo dque a5 Massas S4do 1aqual

CAVI~C2NV

Y wat ul= L2, 5000 uL

Legenda: Célculo da concentracdo de AgNPs, onde C: concentracdo, m: massa e v: volume.
Fonte: Elaboragéo propria.

6.5 Ensaios de Neutralizacdo (AgNPs + Veneno) na Preparacéo BC

Os ensaios de neutralizacdo da mistura preincubada de 50 pg/mL do veneno de
P. olfersii com 0,0162 ng/mL de AgNPs, sdo mostrados na Figura 13.

Figura 13 Comparac¢éo entre a resposta contrétil de Krebs (controle), pré-incubacgéo e veneno.

—a— Krebs (n=6)
—e— veneno (n=4)
140 4 —4&— incubacdo AgNPs+Veneno (n=6)

120

Lo b

40 1 l l

Resposta contratil (%)
3
1

—e —eo —e 90— —e—o

T T T T T T
(o] 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Legenda: Curva resposta contratil de veneno 50 ug ; incubagdo AgNPs 0,0162 ng + veneno 50 pg/mL
comparado ao Krebs (controle). Onde *, p<0,05, para neutralizacao e veneno comparado ao controle,
incluindo os pontos seguintes, analisados por ANOVA.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Nota-se a significativa protecdo das AQNPs ao se comparar com a resposta

do veneno de P. olfersii, que, por sua vez, causou um bloqueio neuromuscular
irreversivel.

6.6 Contraturas em Resposta a Adicdo Exdgena KCl e ACh

Resposta contraturante frente & adicao exdgena de 88,1 mM ACh (a) antes e ao
final de cada experimento, evidenciando as diferencas entre AgNPs 0,0162 ng/mL,
veneno 50 pg/mL e a incubacdo (AgNPs+veneno) (mostrado nas colunas da Figura
14). O numero de experimentos (n) esta expresso na legenda da figura.

A resposta contraturante frente a adicdo exdgena de 27 mM KCI (b), antes e ao
final de cada experimento, evidenciando as diferencas entre AgNPs 0,0162 ng/mL,

veneno 50 pg/mL (indicacéo na seta) e a incubacdo (AgNPs+veneno) (mostrado nas
colunas da Figura 14).

Figura 14 Respostas contraturantes obtidas frente a adicdo exdégena de ACh (a) KCI (b).

a b

100 4
80
60

40

40 o * #

20 4

Contracture response to ACh (%)

Contracture response to KCI (%)

*
04 . . . . 0~ T T T T

_ _ Krebs control (n=7) I Venom (n=4)
Il Krebs control (n=7) Il Venom (n=4) | N A
] AgNPs 0,081 mg/mL(1 uL.n=6) I Preincubation (n=5) [ AgNPs 0.081 mg/mL (1 pL, n=6) [l Preincubation (n=6)

Legenda: (a) Resposta contraturante frente a adicdo exdgena de 40 puL ACh (81,1 mM) antes
representado pelo Krebs (controle) e ao final de cada experimento, evidenciando as diferencas entre
AgNPs 0,0162 ng/mL, veneno 50 pg/mL e a incubacdo (AgNPs+veneno) (mostrado nas colunas da
figura). (b) Resposta contraturante frente a adicdo exégena de 100 puL KCI (27 mM), antes representado
pelo Krebs (controle) e ao final de cada experimento, evidenciando as diferencas entre AQNPs 0,0162
ng/mL, veneno 50 pg/mL (indicacédo na seta) e a incubacdo (AgNPs+veneno) (mostrado nas colunas
da figura). Onde *p<0,05, para AgNPs, neutralizacéo, veneno comparado ao controle e #<0,05 para
neutralizacdo e AgNPs em relacéo ao veneno, analisados por t-Student.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Note que a incubacdo do veneno sozinho resultou em bloqueio de receptores
extrinsecos da ACh, o que na neutralizacdo com AgNPs houve consideravel protecéo
desses receptores (~40%). O veneno também afetou a membrana da fibra muscular
ou sarcoplasma indicando miotoxicidade e as AgNPs ndo foram eficientes em impedir
completamente a amplitude da resposta contraturante, embora significativamente

produzam um aumento de ~20% na adi¢do exégena de KCI.
6.7 Avaliacdo da miotoxicidade pelo parametro da atividade enziméatica de CK

A dosagem de CK frente a adicdo de veneno (50 pg/mL), AgNPs 0,0162 ng/mL)
e neutralizacdo (veneno 50 pug+ AgNPs 0,0162 ng/mL) antes, representado pelo Krebs
(controle) e ao final de cada experimento, evidencia as diferencas entre AQNPs 0,0162
ng/mL, veneno 50 pg/mL e a incubacdo (AgNPs+veneno) (mostrado nas colunas da

figura). O nimero de experimentos é mostrado na legenda da Figura 15.

Figura 15 Resultados dos testes de creatinoquinase (CK)

50 5
40

30 4
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B <ebs (n=16) [ Veneno (n=6)
[ ]AgNPs (n=8) [ Neutralizag&o (n=8)

Dosagem de Creatinoquinase (%)

Legenda: Dosagem de creatinoquinase (CK) frente a adicdo de veneno (50 pg/mL), AgNPs (0,0162
ng/mL) e neutralizacdo (AgNPs+veneno): antes, representado pelo Krebs (controle) e ao final de cada
experimento, evidenciando que ndo houve diferengas significativas entre AQNPs 0,0162 ng/mL, veneno
50 pg/mL e a incubacao (AgNPs+veneno), analisados por t-Student.

Fonte: Elaboragéo propria.
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6.8 Influéncia da Temperatura na Acdo do Veneno

N&o intencionalmente, observou-se que a atividade neurobloqueadora do
veneno de P. olfersii depende da temperatura, como mostra a Figura 16. Neste
contexto de temperatura, 0s registros evidenciaram que o tanto o veneno puro como
a neutralizacdo contendo veneno+AgNPs nas concentracdes citadas na legenda da
figura, ndo apresentaram reducdo da amplitude da resposta contrétil e contraturante.

A eficicia dos experimentos aqui propostos sé se garante na temperatura ja
descrita na literatura de 37°C. Além disso, pode-se ir além dizendo que a eficacia do
veneno da P. olfersii parece ser maior em animais de sangue quente, supondo sua

preferéncia alimentar por aves e roedores.

Figura 16 Registros miograficos em temperatura 23° C (ndo adequedo )

06/03/2020
Dla que o termostato ndo funclonou, temperatura ficou aos 23°C

Veneno 50 migogramas por mbL + ApgfNps 1 pl /5% mi

e | 6

SO venano

s | ¢

Legenda: Observam-se 3 registros miograficos do dia 06/03/2020, nos registros vermelho e azul foram
adicionados a mistura pré-incubada por 30 minutos contendo veneno 50 pug/mL+ 0,0162 ng/mL de
AgNPs. Ja no registro cor Pink, apenas a concentracao de 50 ug/mL de veneno de P. olfersii.

Fonte: Elaboragéo propria.
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7 DISCUSSAO

Como pontos para discussao deve-se reconhecer a importancia das curvas
concentragéo-resposta que permitem selecionar a concentragdo a ser utilizada, de
acordo com a finalidade de cada estudo, como ocorreu com as AgNPs. Selecionou-
se uma quantidade de 1 pL (0,0162 ng/mL) de AgNPs, para posterior ensaios de pré-
incubacéo com veneno de P. olfersii. Por outro lado, o veneno de P. olfersii (50 pg/mL)
ja havia sido utilizado no mesmo modelo experimental por Collaco et al. (2012) e,
nesse caso, bastou conferir a atividade do veneno, o que foi confirmado neste estudo
e evitando o uso de animais para esta finalidade. Nao houve recuperacéo da resposta
contrétil e contraturante mesmo apos a lavagem assim como nos estudos de Prado-
Franceschi et al. (1996).

Porém, com a pré-incubacéo do veneno 50 pug/mL com 0,0162 ng/mL de AgNPs,
a 37 °C por 30 minutos em banho-maria, as AgNPs mostraram que impediram a
completa inibigdo que o veneno causa, produzindo um aumento de 10% do KCl e 25%
da ACh evidenciando uma parcial protecdo na membrana e receptores pés sinapticos,
respectivamente apds a lavagem do banho e dos estimulos no periodo de duas horas.

O uso de técnica miogréfica e preparacdes Biventer cervicis remetem a autores
(GINSBORG, 1960; WARRINER, 1960; CHANG; TANG, 1974; TRIBUIANI et al.,
2017) que trouxeram grande contribuicdo na area da fisiologia desta espécie e
também na toxinologia, como Harvey (1994) que declaram que “As neurotoxinas de
venenos de serpentes que causam paralisia neuromuscular agem tanto pré-
sinapticamente, bloqueando a liberacdo de acetilcolina, quanto pos-sinapticamente,
bloqueando o receptor de ACh”. Isso pode ser notado usando a preparacao de
Biventer cervicis de pintainho que permite a anélise da resposta do musculo
resultante da estimulacdo indireta e adicionalmente da resposta contraturante da
ACh e KCI exdgena, em auséncia de estimulo elétrico.

Segundo Harvey (1994), uma neurotoxina puramente pré-sinaptica aboliria as
contracdes evocadas pelos nervos, sem afetar as respostas aos agonistas do
colinoceptor (ACh) ou as respostas a estimulacado muscular direta pela despolarizacao
induzida por KCI; o que nédo aconteceu com o veneno de P. olfersii. Ainda segundo os
autores, as neurotoxinas pos-sinapticas bloqueariam as respostas ao agonista
colinoceptor, bem como a estimulagéo indireta (HARVEY, 1994), o que foi visto com

0 veneno aqui estudado. Ainda, os autores declaram que miotoxicidade é dificil de
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definir na auséncia de um estudo formal de patologia muscular, porém, com a
presenca de componentes miotdxicos em um veneno de serpente espera-se a
reducdo da resposta de um musculo esquelético a estimulos elétricos e/ ou para iniciar
contraturas no musculo, além de que se os venenos afetam a integridade das fibras
musculares ou bloqueiam a contratilidade muscular, pode se observar que induzem
contraturas lentas e também reduzem a capacidade das preparacdes para contrair
quando despolarizado por KCI. Danos diretos aos musculos bloqueariam também as
respostas a estimulacdo indireta e aos agonistas do colinoceptor ACh, o que também
foi observado com o veneno de P. olfersii neste estudo. Estabelecer curvas de dose-
resposta para venenos em diferentes formas de estimulacdo (estimulacéo indireta,
mais agonistas colinoceptores para neurotoxinas e KCI para contraturas musculares
induzidas diretamente), na preparacdo Biventer cervicis também leva a testagem e
compararacdo da poténcia neutralizante de diferentes e possiveis substancias e
antivenenos, além de uma série de vantagens como ensaio de rotina: € barato em
termos de animais, aparato e é facil de dissecar e configurar; € robusto, sensivel e d&
resultados rapidos (HARVEY et al., 1994).

A luz do embasamento tedrico acima é que a avaliacdo da influéncia das
nanoparticulas contra o blogueio neuromuscular induzido pelo veneno de P. olfersii foi
realizada. Experimentos realizados sob estimulo indireto e na auséncia de estimulos
mostraram a prote¢do das nanoparticulas, que mantiveram funcionando 46,7% + 10,9
das fibras e 48,6% = 8,4 de receptores nicotinicos extrinsecos, respectivamente.

J& a adicdo exogena de KCI, que despolariza o musculo e o nervo diretamente,
€ amplamente utilizada nesta preparacao para evidenciar compostos que levam a uma
reducdo do potencial de membrana induzida pela despolarizagdo da membrana
muscular (SHIEH; PEZZEMENTI; SCHMIDT, 1983), indicativo de dano miotdxico ao
tecido (FERNANDES et al; 2014 ), o que foi observado neste estudo com o veneno
de P. olfersii. Esses resultados sédo consistentes com os achados de miotoxinas na
secrecdo da glandula de Duvernoy (PRADO- FRANCESCHI et al., 1998) e efeitos
miotoxicos observados em modelos experimentais (ACOSTA DE PEREZ et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2017), inclusive em acidentes humanos (edema, eritema, equimoses,
linfadenopatia regional, efeitos neurotéxicos e miotoxicos, mas sem distarbios
coagulativos) (CORREIA et al., 2010). Os resultados obtidos neste estudo as AgNPs
sintetizadas com curcumina mostraram uma boa resposta frente ao veneno da P.

olfersii. A concentracdo obtida apds a escolha da curva concentragcdo-resposta, de
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0,0162 ng/mL (1 pL/5 mL) de AgNPs, foi a que provocou a menor alteracdo pelo
parametro miografico.

Ja na anadlise da miotoxicidade pelo parametro da creatinoquinase (CK), essa
metodologia ndo se mostrou adequada posivelmente pelo tempo de duracéo do
experimento, de 2 h. A determinacdo de CK para esse veneno mostrou-se um
biomarcador tardio, como j& demonstrado para o veneno de Philodryas patagoniensis
(PEICHOTO et al., 2005), cuja liberacéo ocorreu cerca de 3 h apds o envenenamento.

N&o havia na Literatura um estudo feito com Kit comercial de CK em aliquota do
banho para veneno de P. olfersii, por esse motivo foi interessante testar essa técnica
aprovada em outros estudos com outras serpentes. No entanto, os resultados sobre
a atividade da creatinoquinase em aliquotas coletadas apds 2 h do banho néo
confirmaram o efeito do potassio exdgeno, mas foram consistentes com 0s niveis
plasmaticos de CK encontrados por Rocha e Furtado (2007), em camundongos,
injetados com 30 pg/animal, veneno de P. olfersii e sangue coletado apds 3 horas

apos a injecao, tempo minimo para liberacdo de CK no sangue.
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CAPITULO 2

8.1 Avaliacdo de Mutagenicidade de AgNPs pelo parametro
Salmonella/Microssoma (TESTE DE AMES)

8.1.1 Material e Métodos

As linhagens de Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102 e TA97a foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley (California,
EUA) a Profa. Dra. Flavia Aparecida Resende da UNIARA, Araraquara SP, que por
sua vez, gentilmente doou a Uniso os meios de cultura e reagentes para a realizacéo

do teste de Ames.

Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Descrito no capitulo 1 (ver se¢édo 4.1.2.1).

8.2 Teste Preliminar de Toxicidade

Antes de realizar o teste de Ames, deve-se conhecer as concentracdes das
amostras que causam toxicidade as linhagens de S. typhimurium. Toxicidade é
evidenciada pela auséncia completa de crescimento, redu¢cdo no numero de
revertentes His+ ou como um crescimento de fundo (backgroud) nas placas teste de
agar glicose minimo em comparacdo com as placas de controle negativo e controle
espontaneo. Uma diminui¢do no crescimento de colénias com mutacao reversa abaixo
do controle espontdneo pode indicar toxicidade parcial, neste caso as bactérias
sobreviventes formam ainda micro colonias. A auséncia de crescimento de colonias e
de crescimento de fundo indica um elevado grau de toxicidade que impede o
crescimento da bactéria e a formacado do crescimento de fundo (VARGAS; MOTTA,;
HENRIQUES, 1993; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Inicialmente foram testadas
concentragdes preliminares de AgNPs dissolvidas em DMSO e ensaiados com a
linhagem TA98 e TA100, sem ativagdo metabdlica. A partir dos resultados dos testes
de toxicidade e observando-se a curva concentracdo-resposta foram selecionadas as

concentracdes adequadas para o estudo.
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8.3 Realizacdo do Teste de Ames

As linhagens de S. typhimurium sao estocadas em vias criogénicos (2,0 mL) e
mantidas no freezer vertical de ultrabaixa temperatura (Coldlab®) do LaPeNM
(Laboratério de Pesquisa em Neurofarmacologia e Multidisciplinar) a -80 °C para que
se mantenham inalteradas todas as suas caracteristicas genéticas (tabela 1). Para
cada 0,9 mL de cultura foi adicionada 0,1 mL de dimetilsuféxido (DMSO - Sigma-
Aldrich) que é um crioprotetor (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

Tabela 1. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas para o ensaio de Teste de Ames

Cepa Mutag¢io Plasmideos | LPS Deficiéncia de Tipo de mutagdo detectavel
em His reparo em uvi'B
TA97a hisD6610 pKM101 Rfa A (uvrB chi bio) Frameshift Adigdo de um par GC
hisO1242
TA98 hisD3052 pKM101 Rfa A (uvrB chi bio) Frameshift Delecdo de um par
GC
TA100 hisG46 pKM101 Rfa A (uvrB chi bio) Substituicao GC para AT
TA102 hisG428 pKM101 Rfa - Substituicdo AT para GC
PAQ1

Nota: A delecdo (A) em 7B também inclui os genes nitrato redutase (chi) e biotina (bio).
Frameshift. deslocamento do quadro de leitura.

Fonte: MORTELMANS; ZEIGER (2000).

Neste estudo foi utilizada a taxa de reversao espontanea para cada linhagem,
testada em condicdes de auséncia e presenca da mistura S9, de acordo com a Tabela

2, seguindo o preconizado por Mortelmans e Zeiger (2000).
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Tabela 2 Taxa de reversdo espontanea por placa

Linhagem Revertentes sem S9* Revertentes com S9
TA 97a 75 -200 100 - 200
TA 98 20 -50 20 - 50
TA 100 75 —-200 75 - 200
TA 102 100 - 300 200 - 400

Legenda: *Numero de colbnias de crescimento espontaneo por placa no Controle espontaneo.
Fonte: Adaptacédo de: MORTELMANS; ZEIGER, 2000.

8.4 Preparo dos in6culos de S. typhimurium

Com auxilio de alca de inoculacdo, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2), incubada a 37 °C,
por 11-14 h em shaker incubador (37 °C a 100 rpm), de modo a obter uma densidade
de 1-2 x 10° bactérias/mL. Ap6s o tempo, as culturas sdo removidas e mantidas
refrigeradas em geladeira até 0 momento de uso (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

8.4.1 Meios de cultura e solucdes

Os meios de cultura e solu¢gBes necessarios para 0s ensaios de mutacao reversa
foram preparados de acordo com as especificacbes de (MARON; AMES,1983),

descritos abaixo

8.4.2 Caldo nutriente

O meio Nutrient Broth n® 2 (CM 0067 OXOID®) foi dissolvido em agua purificada
por osmose reversa na proporgéo de 0,75 g/30 mL. O meio foi autoclavado a 121 °C,
por 20 min e apos o arrefecimento foi mantido refrigerado entre 2 a 8 °C. Este caldo

sera utilizado para o crescimento de culturas bacterianas de Salmonella typhimurium.
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8.4.3 Top Agar

O Bacto Agar purificado (BD® Ref 214010) 0,6 % (m/v) e o Cloreto de sédio
(Sigma®) 0,5 % (m/v) foram dissolvidos em 100 mL de Agua purificada por osmose
reversa Tecnal® TE- 4007-10. O meio foi autoclavado a 121 °C, por 20 minutos e ap6s
o arrefecimento foi mantido refrigerado entre 2 a 8 °C. O Top Agar é utilizado para
crescimento das coldnias revertentes. No momento do uso, o Top Agar foi fundido em
forno de microondas e adicionado de 10 mL de solugdo de biotina/histidina e

homogenezado.

8.4.4 Solucdo de Biotina/Histidina (0,5 mM)

A D-Biotina (Sigma®) 0,00124 g e a L-Histidina (Sigma®) 0,00096 g foram
dissolvidas em 10 mL de agua purificada por osmose reversa aquecida a 45 °C. A
solucéo passou pora autoclavagem a 121 °C por 20 minutos e ap0s o arrefecimento
foi mantida refrigerada entre 2 a 8°C. Esta solucéo € utilizada para suplementar o Top

Agar quanto a biotina e tracos de histidina.

8.4.5 Agar minimo nutriente

O Bacto Agar purificado (BD® Ref. 214010) foi pesado 7,5 g e dissolvido em 465
mL de &gua purificada por osmose reversa e agitado até a dissolu¢do. O Agar minimo
nutriente foi autoclavado a 121 °C por 20 min. Aguardou-se o esfriamento até
aproximadamente 60 °C e dentro da Capela de Fluxo Laminar, ao erlenmeyer
contendo o Agar minimo foi adicionado 10 mL de solucdo de sais de Vogel Bonner
(VB) e 25 mL de solucao de glicose 40 % e agitado vigorosamente. Para a linhagem
TA97a sera utilizada a solucdo de glicose 8 %. Sera vertida a solucdo de meio em
placas de Petri esterilizadas e descartaveis, verificou-se a formagéo de bolhas que
serao retiradas com a chama do bico de Bunsen. As placas foram incubadas invertidas

em estufa a 37 °C por 48 h.

8.4.6 Solucgéo de sais de Vogel Bonner (VB)
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Para a preparacdo de 100 mL da solucdo de sais de Vogel Bonner foram
pesados Sulfato de magnésio (Reagen®) 1,0 g Acido citrico (Sigmae) 10,0 g, Fosfato
de potassio dibasico (Merck® 50,0 g), Fosfato de sé6dio e amonio (Merck®) 17,5 g e
dissolvidos seguindo a sequéncia em 67 mL de agua purificada por osmose reversa
mantendo-se a temperatura de aproximadamente 45 °C. A solucéo foi autoclavada a
121 °C por 20 min.

8.4.7 Solucbes de glicose a 8% e 40%

Para a preparacao de 100 mL e 50 mL da solucéo de Glicose a 8 % e 40 % foram
pesados respectivamente 40 g e 4 g de D-Glucose (Sigmae) e dissolvidos,
respectivamente, em 90 mL e 50 mL de &gua purificada por osmose reversa. As
solucbes foram autoclavadas a 121 °C por 20 min. A solucéo de Glicose a 40 % é
usada para o preparo do Agar minimo glicosado para as linhagens TA98, TA100 e
TA102. A solucéo de Glicose 8 % é usada para o preparo do Agar minimo glicosado

para a cepa TA97a.

8.5 Tampao de fosfato de sédio 0,2 M pH 7,4

Para a preparagdo da Solugéo A foi pesada uma massa de 2,76 g de Fosfato de
s6dio monobasico NaH-PO. Reagen® e dissolvido em 100 mL de agua purificada por
osmose reversa. Para a preparacdo da Solucdo B foi pesado 2,84 g de Fosfato de
sodio dibasico Na.HPO. (Merck®) e dissolvido em 100 mL de agua purificada por
osmose reversa Tecnal® TE- 4007-10. As solucdes A e B foram preparadas em dois
béqueres separados. Apds a calibracdo do pHmetro HANNA Instruments® HI 9904,
foi colocado o eletrodo na solucdo A e adicionado aos poucos a solucédo B até que o
pH atingiu valor de 7,4. A solugao tampéao final foi autoclavada a 121 °C por 20 minutos

e apos o arrefecimento foi mantida refrigerado entre 2 a 8 °C.
8.5.1 B-Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (B-NADP) 0,1 M
Para a preparacéao de solugéo 0,1 M foi pesada uma massa de 0,15308 g de B-

NADP (Sigma®) e dissolvida em 2mL de agua purificada por osmose reversa Tecnal®

TE- 4007-10 estéril. A solucdo foi preparada no momento do uso em frasco
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esterilizado.
8.5.2 Glicose-6-fosfato (G6P) 1 M

Para a preparacéo de solucdo 1M sera pesada uma massa de 0,084 g de G6P

(Sigma®) e dissolvida em 300 pL de &gua purificada por osmose reversa Tecnal®
TE- 4007-10 estéril. A solucdo foi preparada no momento do uso em frasco

esterilizado.
8.5.3 Solucao de Cloreto de potassio (KCI) 1,65 M

Para a preparacao de solugéo 1,65 M foi pesada uma massa de 1,23 g de KCI

(Sigma®) e dissolvida em 10 mL de agua purificada por osmose reversa Tecnal® TE-
4007-10. A solucéo foi autoclavada a 121 °C por 20 min. e armazenado em freezer a
-20 °C.

8.5.4 Solucéo de Cloreto de Magnésio (MgCl2) 0,4 M

Para a preparacéo de solucéao 0,4 M foi pesada uma massa de 0,81 g de MgCl

(Sigma®) e dissolvida em 10 mL de agua purificada por osmose reversa. A solucao foi

autoclavada a 121 °C por 20 min e armazenado em freezer a -20 °C.
8.6 Fracdo Microssomal S9

A Fracao S9 (11°01L RAT LIVER LS-9 / Aroclor 1254-induced male SD ratliver)
utilizada no sistema de ativacdo metabdlica foi adquirida liofilizada por Molecular
Toxicology, Inc. Boone NC2860, armazenado a -20 °C e reconstituido com 2,0 mL de
agua purificada por osmose reversa Tecnal® TE- 4007-10 estéril no momento do uso.
O S9 utilizado foi Importado e Distribuido por: Interlab Distribuidora de Produtos
cientificos LTDA. Lyophilized Aroclorn 1254- Induced Male SD in KCI- Ref: 11-01L.2

Foi usada a fragdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato Sprague
Dawley (fracdo pos-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a partir
de figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas, Aroclor 1254 —
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500 mg/kg), o qual induz um conjunto de enzimas do sistema microssomal hepatico.

A fracdo S9 revela se a substancia ou amostra € mutagénica em sua forma
original ou necessita ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica. O
sistema de ativacdo metabdlica consiste de 4 % de fracdo S9, 1 % de 0,4 M de cloreto
de magnésio (Sigma®), 1 % de 1,65 M de cloreto de potassio (Sigma®), 0,5 % de 1 M
de glicose- 6-fosfato (Sigma®) e 4 % de 0,1 M de b-nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (Sigma®), além de 50 % de 0,2 M de tampéo fosfato pH 7,4 e 39,5 % de agua
deionizada por osmose reversa Tecnal® TE- 4007-10 estéril (MARON; AMES, 1983).
Essa mistura foi mantida resfriada em banho de gelo durante todo o ensaio. Esta
solucéo de trabalho foi preparada sempre a fresco e utilizada num periodo maximo de
3 h.

8.7 Controles Negativos e Positivos

Os ensaios foram realizados sempre em presenca de controles negativos e
positivos para assegurar a capacidade de resposta da linhagem e a eficacia do
sistema de ativacdo metabdlica. O controle negativo foi o solvente DMSO
(dimetilsulfoxido) utilizado para dissolver as amostras e o volume por placa foi o
mesmo utilizado para as amostras (100 yL).

Como controles positivos foram usados produtos quimicos reconhecidamente
mutagénicos, especificos para cada linhagem de S. typhimurium, em concentracdes
definidas (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). As Figuras 17 ilustra o esquema

operacional para a realizacao do ensaio.

Figura 17 Representagéo Gréfica do Teste de Ames sem ativagdo metabdlica e com ativacdo

Metabdlica.
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Legenda: Representacdo ilustrada do procedimento do Teste de Ames com e sem a ativagédo
Metabdlica com substancia teste AQNPs nas concentracdes.

Fonte: Elaboragédo Propria.
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A Figura 18 ilustra a organizacéo do fluxo laminar para a realizacdo do ensaio,

ha necessidade de se organizar tudo antes para evitar passiveis contaminacoes.

Figura 18 Organizacao do fluxo laminar para a realiza¢do do ensaio.

Legenda: Representagéo fotografica do Fluxo Laminar sendo preparado para realizar o Teste de Ames,
com Tubos de ensaio identificados, ponteiras de vérios volumes, pipetadores, solu¢des, vortex e
descartes.

Fonte: Elaboragao propria.

A Figura 19 ilustra a organizagdo das placas e forma de enumeracdo das

triplicatas para a contagem das colonias revertentes.

Figura 19 Organizacdo e Enumeracgéo das Placas.

Legenda da Imagem: Representacgéo fotografica das placas prontas para leitura de coldnias revertentes
em triplicata.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 20 ilustra a formacéao de colbnias usando como exemplos algumas placas

ensaiadas com AgNPs e com controle positivo.

Figura 20 Crescimento de Coldnias Salmonella typhimurium

Legenda das Imagens: Representagéo fotografica das placas com nimero de revertentes que variam
de acordo com 0 a Cepa e com a concentragdo de AgNPs, placa 1 demonstra as col6nias que

cresceram com uso da AgNPs, bem menor o crescimento em relagéo a placa 2 que é o controle positivo.

Fonte: Elaboracao prépria.
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9 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Para o teste de Ames, os resultados foram analisados utilizando o programa
estatistico Salanal (U.S. Environmental Protection gency, Monitoring Systems
Laboratory, Las Vegas, NV, versao 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, Carolina
do Norte, EUA). Os dados (revertentes/placa) serdo avaliados pela andlise de
variancia seguido de uma regresséao linear.

Para a analise da Toxicidade Preliminar e para o Teste de Ames, a amostra é
considerada mutagénica quando houver uma relacdo dose/resposta entre as
concentracfes testadas e o numero de revertentes induzidos e/ou quando o IM foi
maior ou igual a dois (2) em pelo menos uma das doses testadas (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000).

O indice de mutagenicidade (IM) também foi calculado para cada concentracéo

testada, de acordo com a féormula a seguir.

numero de revertente placa com a amostra (revertentes induzidas)
IM =

numero de revertentes placa do controle negativo
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10 RESULTADOS

10.1 Teste preliminar nas cepas TA 98 e TA 100

Os ensaios de toxicidade preliminar foram realizados com as cepas TA98 e
TA100, pois estas duas linhagens demonstram qual tipo de mutacédo ocorreu, onde na
TA98 ocorre o frameshift (deslocamento do quando de leitura), fazendo a delecdo de
um par de GC do DNA da Salmonella typhimurium. J& na TA100 ocorre uma
substituicdo de GC por AT (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Nestes testes pode-se verificar que AgNPs 0,0081 mg/mL, n&o induziram
mutagenicidade IM2,0 e nem citotoxicidade IM<0,6, ou seja, que a toxicidade seja
capaz de impedir o crescimento de 60% das colbnias. Ndo houve em nenhuma das
duas cepas e concentracdes testadas IM que apontassem mutagenicidade ou

citotocixidade. Os resultados sdo mostrados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 RESULTADOS TOXICIDADE PRELIMINAR AgNPS 0,081 mg/mL

TA 98 mg/placa N revertentes DP
Controle + - 1324 + 154

Controle - - 18,67 +3

Controle Esp. - 18 +4

100 pL 0,0081 24 (1,3) 2

AgNPs 75 pL 0,0060 22 (1,2) +1

(0,081

mg/mL) 50 pL 0,0040 18 (0,9) +10

25 pL 0,0020 20 (1,0) +2

12,5 L 0,0010 24 (1,3) +3

Legenda da Tabela: Controle +: 4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD - 50 uL/placa); Controle-:
dimetilsulféxido (DMSO 100 pL/placa); n° revertentes: numero médio das triplicatas; IM: Indice de
mutagenicidade representados entre parénteses. DP: desvio padréo.

Fonte: Elaboragéo propria.

Note na tabela 3, que o menor valor expresso nos parénteses foi 0,9, o que indica

gue nao se atingiu o limiar de toxicidade, que poderia ser obtido para IM<0,6 (ou igual).



61

E sempre desejavel conhecer este limiar, para ndo incorrer em interpretacées de

falso negativo..

Tabela4 RESULTADOS TOXICIDADE PRELIMINAR AgNPs 0,081 mg/mL

TA 100 mg/placa N° revertentes DP

Controle + - 2104 + 29

Controle - - 147 +18

AGNPS | controle Esp. - 171 + 44
(0,081

mg/mL) 100 pL 0,0081 141 (0,9) +12

75 uL 0,0060 138 (0,9) +11

50 uL 0,0040 131 (0,9) + 28

25 uL 0,0020 150 (1,0) + 18

12,5 uL 0,0010 150 (1,0) +31

Legenda: Controle +: azida soédica; Controle -: dimetilsulféxido (DMSO); n° revertentes:
nimero médio das triplicatas; IM: indice Mutagénico indicado entre parénteses. DP: desvio
padréo.

Fonte: Elaboragéo propria.

A exemplo do que ocorreu no resultado anterior, também na tabela 4 observa-
se que o menor valor indicado nos parénteses foi 0,9, quando idealmente seria

esperado chegar ao valor 0,6, que representaria o limiar téxico.

10.2 Teste de Ames sem ativacdo metabdlica.

Apés os ensaios da Toxicidade Preliminar foram definidas as concentracdes que
foram usadas para o Teste de Ames completo com e sem ativacdo metabdlica.

Na tabela 5 é possivel verificar que ndo houve IM 22,0 nas quatro cepas e nas
concentracdes testadas, apontando auséncia de toxicidade sem ativacdo metabolica.

Deve-se ressaltar que embora nenhum valor de IM tenha sido maior ou igual a
2,0, pode-se facilmente reconhecer que algumas concentracdes foram toxicas para
as cepas TA 97a e TA 102, que mostraram IM<0,6. Isso pode ser facilmente
compreendido pelo fato de que a toxicidade preliminar foi realizada nas cepas TA 98
e TA 100.
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Tabela5 RESULTADOS DO TESTE AMES SEM ATIVAGAO METABOLICA (-S9) — AgNPs
0,081mg/mL (TA97a; TA98; TA100; TA102).

Tratamento Nuamere de revertentes (M £ DP) / placa e (IM)
mg/placa TA 97a TA9S TA 100 TA 102
-59 -55 -58 -58
0.0° 50+5 18+3 147 +18 435 +129
0,0081 0+0(0) 25+3(13) | 141+12(09) 0.6 +1(0)
E_. 0,0060 0+0(0) 22+2(11) | 138+11(0,9) | 17+ 29 (0,039)
o -g. 0,0040 T+x6(01) 16 £10(0,9) 131 £ 27 (0,8) 3+ 4 (0,008)
2,,, 00020 | 58+33(14) | 20+1(10) | 150+18(10) | 64 +46(01)
0,0010 37+2(10) | 24+2(12) | 15018 (1,0) | 165 £100 (0.3)
Controle + 410 = g3b 1324 £ 154 ¢ 2104 + 295 = 1097 £3284

Legenda da tabela: M + DP = média e desvio padr&o. @Controle negativo: dimetilsulfoxido (DMSO - 100

pL/placa); Controle + = Controle positivo - b4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD - 50 yL / placa — TA97a,

TA98); Cazida sédica (50 pL/placa - TA100); dmitomicina (10 yL/placa - TA102), na auséncia de S9

(-S9). IM: indice Mutagénico indicado entre parénteses.

Fonte: Elaboracéo propria.
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Na tabela 6 é possivel verificar que ha resultados com IM >2,0 indicando possivel

mutagenicidade com ativacdo metabdlica (S9+).

Tabela 6 RESULTADOS TESTE AMES COM ATIVAGAO METABOLICA (+ S9)

AgNPs 0,081mg/mL (TA97a; TA98; TA100; TA102)

Tratamento mg/placa

Nimero de revertentes (M = DP) / placa e (IM)

TA 97a TA93 TA 100 TA 102
+59 + 50 + 59 + 59
0.0¢° 93 +5 29+9 144 + 9 144 + 52
0,0081 72 +£32 B4+ 27 226 +187 118 £ 14
0,7) (2.2) (1,8) (0.3)
0,0060 122 £ 15 15+5 922 + 217* 193+ 22
(1,24) (0,53) (6.4) (0,5)
2
s 0,0040 97 +15 23+ 4 145 + 20 445 + 82
2 (0,99) (0,81) (1.0) (1,1)
= —
gE
0,0020 141 + 2% 20+ 12 152 +15 304 + 36
(1,43) (0,69) (1,0) (0,76)
0,0010 153 £ 25 21+5 146 + 18 416 + 40
(1,6) (0,72) (1,0) (1,0)
Cont + 574 +50 19+22 678 + 52 451 + 42

Legenda da tabela: M = DP = média e desvio padrdo; @Controle negativo: dimetilsulfoxido (DMSO - 100

pL/placa em todas as cepas); Controle +: 2- aminoantraceno (50 pL por placa em todas as cepas). IM:

indice Mutagénico indicado entre parénteses. **, p<0,01.*, p<0,05.

Fonte: Elaboragao propria.

Na cepa TA98 na concentracdo de 0,0081 mg/mL apresentou indice Mutagénico

com IM: (2,2) e na cepa TA100 na concentracdo de 0,0060 mg/placa com IM: (6,4),

evidenciando mutagenicidade. Em concentracdes menores e em outras cepas nao

apresentaram IM 22,0.

E possivel observar, também, que algumas concentracgdes foram toxicas (IM
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<0,6) as cepas TA 98 e TA 102. O fato de terem sido usadas as mesmas
concentracbes de AgNPs do teste anterior (-S9), no caso da cepa TA 98 pode-se
inferir que a mutagenicidade encontrada.

Ja no caso da cepa TA100 pode ter sido decorréncia de toxicidade, uma vez que
0 mesmo ocorreu no ensaio anterior (-S9) para a integralidade das concentracdes
estudadas. De qualquer modo, essas variacdes de toxicidade para mutagenicidade
entre concentracdes iguais em sistemas sem e com ativacdo metabdlica ndo séo
impedimentos para se imputar mutagenicidade a determinada substancia.

O racional deste estudo de avaliacdo de mutagenicidade de AgNPs sintetizadas
com curcumina decorre da preocupacao de seu uso em sistemas biolégicos, sem que
se conheca a sua toxicidade. De forma paradoxal, é interessante que tenha efeitos
toxicos a organismos patogénicos, mas que preserve formas de vida que ndo sejam
nocivas umas as outras, como a vida humana e veterinaria, 0s reinos vegetal e
mineral, e, por fim, ndo afete negativamente os ecossistemas (PORTO; FINAMORE,
2012).
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11 DISCUSSAO

O ensaio Salmonella/microssoma, conhecido como Teste de Ames apresenta
vantagens por ser cientificamente validado e amplamente aceito pela comunidade
cientifica, agéncias reguladoras internacionais, como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) e corporagdes governamentais como a Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo (Cetesb), no Brasil. E usado como um ensaio para identificar
substancias puras, em mistura e em amostras ambientais que podem produzir danos
genéticos que levam a mutacOes génicas. O teste permite reconhecer o tipo de
mutacdo induzida pelo mutdgeno ao DNA, fornecendo informac¢des sobre a natureza
das alteracbes primarias na molécula (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS;
ZEIGER, 2000; UMBUZEIRO; VARGAS, 2003; YOSHIDA et al., 2014).

Além disso, dada a importancia atribuida ao resultado do teste de mutacao
bacteriana pelas autoridades reguladoras, muitas empresas privadas analisam 0s
compostos quanto a genotoxicidade microbiana em um estagio muito inicial do
desenvolvimento (ZEIGER, 1982; HAMEL; ROY, PROUDLCK 2016). Os resultados
obtidos através do teste de Ames sdo enviados para agéncias reguladoras em apoio
ao registro ou aceitacdo de muitos produtos quimicos, incluindo drogas e biocidas
(AULETTA; DEARFIELD; CIMINO, 1993; FDA, 1993; KIRKLAND, 1993; SOFUNI,
1993; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Nesta fase preliminar de testes, ndo € necessario executar um teste padrdo
completo. Laboratérios individuais podem usar versoes “reduzidas” do teste de Ames,
optar por testar apenas na presenca de S9, usar um nivel superior de dose reduzida,
utilizar menos replicagdo de placas, reduzir o nimero de cepas examinadas
(geralmente usando apenas TA98 e TA100) ou uma combinacéo dessas. A vantagem
dessa abordagem é que os resultados podem ser extrapolados diretamente para o
gue seria esperado no teste subsequente; a desvantagem é que havera alguma
dificuldade na deteccdo de mutagénicos fracos ou, no caso de reducdo do numero de
cepas, que alguns mutagénicos sejam perdidos. No entanto, um resultado positivo
nesse teste € suficiente para categorizar o produto quimico como mutagénico
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Este estudo investigativo de avaliacao de toxicidade das AgNPs através do teste

de Ames encerra uma complicacdo que sao as propriedades antimicrobianas do
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produto de teste. Por outro lado, essas propriedades séo a principal razdo para o uso
disseminado de AgNPs em produtos de consumo. Em geral, parece que uma
combinacao das propriedades fisicas, toxicidade e mecanismos de genotoxicidade de
nanoparticulas, em particular de AQNPs, pode resultar em resultados falsos negativos
e uma subestimacéo de sua mutagenicidade pelo teste de Ames (LI et al., 2012).

O teste preliminar de toxicidade constitui a primeira etapa do ensaio a fim de se
conhecer a concentracao toxica as linhagens e o intervalo ideal de trabalho, para se
evitar resultados falso-negativos. Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens,
TA98 e TA100, cujas caracteristicas genotipicas sdo promover mutacdes do tipo
frameshift, com delecdo do par GC e substituicdo GC para AT, respectivamente. Os
resultados permitiram selecionar o intervalo de trabalho com as AgNPs e mostraram
auséncia de mutagenicidade em meio sem ativacdo metabdlica (-S9). Porém,
verificou-se ainda, citotoxicidade (com indices de mutagenicidade IM<0,6, indicativo
de limiar toxico (HAMEL; ROY; PROUDLCK, 2016) quando o teste de Ames foi
complementado utilizando-se as cepas TA97a e TA102 (tabela 5). As referidas
linhagens provocam mutacdes do tipo frameshift (deslocamento do quadro de leitura)
com adicéo do par GC e substituicdo AT para GC, respectivamente (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000) notou-se que a toxicidade persistiu para a linhagem TA102, na menor
concentracéo estudada que foi de 0,0010 mg/placa de AgNPs.

Quando o teste foi aplicado na presenca de ativacdo metabdlica e utilizando-se
as mesmas concentracdes, houve mutagenicidade nas concentracdes de 0,0060 e
0,0081 mg/placa. Podem-se discutir esses resultados baseado na informacéo de que
alguns mutagénicos oxidantes como aldeidos e quininos produzem radical hidroxila,
radical superéxido, oxigénio singlet, peréxidos e peréxido de hidrogénio sdo
positivos nas cepas de Ames TA100 e TA102 (DILLON; COMBRES; ZEIGER, 1998;
KIM et al.,, 2011; LEVIN et al, 1982). Esta hipétese colocaria as AgNPs como
indutoras de estresse oxidativo, por meio da ativacdo da NADPH oxidase
ligada @ membrana durante a captacédo de AgNP nas células, o0 que provocaria danos
a saude humana com desconhecidos impactos também sobre o ambiente (KIM; RYU,
2013).

Outra questdo a discutir sobre 0s nossos resultados seria o papel da curcumina
em relacéo a toxicidade apresentada, se haveria ou ndo uma interferéncia por parte
da curcumina nos resultados, mas autores em estudos anteriores apontaram que a

curcumina € um eficaz antimutageno in vitro contra varios mutagenos-padrdo que
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requerem ativacdo metabdlica. Os rizomas secos da curcuma contém 3-5% de
curcumina, enquanto o contetdo de curcumina e de oleorresina de acafrdao é de 40%
(GOVINDRAJAN, 1980).

Um exemplo interessante € a populacdo indiana, que esta exposta a varios
agentes mutagénicos/cancerigenos na dieta (NAGABHUSHAN; BHIDE, 1985), em
fontes ocupacionais e de habitos de tabaco (SHAH, SARODE; BHIDE, 1985), O uso
generalizado de curcuma pode oferecer protecdo contra alguns agentes
mutagénicos/cancerigenos ambientais (NAGABHUSHAN; AMONKAR; BHIDE, 1987).
Sendo um bom antimutageno, hipotetizamos que ndo seria a curcumina a substancia
causadora de mutagenicidade na presenca de ativacdo metabdlica, ja as AgNPs sdo
apontadas na literatura como mutagénica em varios testes além do Ames
principalmente dependendo da dose e do tamanho (KORANI et a.; 2015).

Indo além, no trabalho de Alves et al. (2018) foi desenvolvida uma formulacao
composta por um gel termorresponsivo - com propriedades antimicrobianas e
antioxidantes devido a associacdo de AgNPs, que foram incorporados juntamente
com a dispersao sélida de curcumina (gel termossensivel). Os resultados mostraram
gue a associacao entre o AgNPs e curcumina demonstrou boa atividade antioxidante
em comparacdo ao composto padrdo. Esta associacdo aumenta a atividade
antimicrobiana contra E. coli e P. aeruginosa e agrega valor antioxidante nas
formulagbes. A atividade antimicrobiana da curcumina na presenga de AgNPs foi
melhorada e, portanto, pode ser recomendada para uso como hidrogel antimicrobiano
ap0s extensos ensaios experimentais em animais. Supfe-se que a curcumina
continua presente apos a reducao da prata, mas ndo participa como mutadgeno direto
por ter sido avaliada como boa antimutagenica (ALVES et al. 2018).

Apesar de nossos resultados apontando mutagenicidade das nanoparticulas de
prata através do Teste de Ames, € evidente que existe a necessidade de outros
estudos para fazer tal afirmativa. A utilizagdo de materiais de referéncia (certificados)
e estudos toxicologicos integrados (interlaboratoriais) sdo de fundamental importancia
para o avanco do conhecimento e regulamentacdo envolvendo AgNPs. Ressalta-se
gue o mau uso das AgNPs poderia, em longo prazo, causar problemas para a saude
(DURAN et al, 2019) devendo ser usada com cautela. E também realizar outros testes,
pois o teste de Ames é considerado como um teste de primeira triagem para
determinar o potencial mutagénico de novos produtos quimicos e drogas.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) podem causar efeitos adversos associados a



68

exposicao a elas, por este motivo Kulthong et al. (2012) investigaram os efeitos dos
AgNPs nas enzimas metabolizadoras de drogas hepaticas das familias 1, 2 e 3 do
citocromo P450 (CYP) usando ensaios biolégicos in vitro e in vivo. No estudo desses
autores, as AgNPs foram administradas por via oral a ratos Sprague-Dawley em varias
doses (0-1000 mg/kg de peso corporal/dia) durante 2 semanas. Nenhum efeito foi
encontrado nos niveis plasmaticos de ALT, AST e ALP em todos os grupos de ratos
tratados, tampouco foi observada qualquer mudanca significativa nas atividades de
CYP1A, CYP2C, CYP2D, CYP2E1 e CYP3A para todas as doses de AgNP testadas
(KULTHONG et al., 2012). Contudo, o sistema in vitro usando microssomas de figado
de rato demonstrou uma forte inibicdo das atividades CYP2C (IC50=28 pg/mL) e
CYP2D (IC50=23 pg/mL), mas ndo das atividades CYP1lA, CYP2E1l e CYP3A
(IC50>100 pg/mL) em concentracdes de até 100 pg/mL de AgNPs. O efeito inibitério
dos AgNPs nesses CYPs indica a possibilidade da interacdo AgNP-farmaco quando
co-administrados com alguns medicamentos e isso pode causar efeitos adversos aos
pacientes (KULTHONG et al., 2012). Essa informacdo corrobora com os resultados
aqui encontrados de possivel mutagenicidade com ativacdo metabdlica.

Apos a absorcéo, as AgNPs podem ser distribuidas no sangue e no cérebro e,
subsequentemente, para outros érgaos, como coragao e rins. AQNPs menores tendem
a ser agregadas e estimular o sistema imunoldgico, portanto, seu acumulo no baco
pode ser especialmente eficaz no tratamento de doencas inflamatérias. A pesquisa
sobre a toxicidade dos AgNPs é conduzida principalmente in vitro com particulas que
variam de 1 a 100 nm. Os estudos em animais disponiveis sdo estudos de prazo
relativamente curto e dados disponiveis sobre animais mostraram que os AgNPs
causam anormalidades histopatoldgicas no baco, figado, pele e musculos (KORANI;
REZAYAT; ARBABI BIDGOLI, 2013).

Por outro lado, a pesquisa sobre o efeito das AgNPs na salde humana é limitada,
sendo que a exposi¢ao dérmica subcrénica pode causar um acumulo consideravel de
AgNPs no figado e no pulméo (KORANI; REZAYAT; GHAMAMI, 2012). Parece, ainda,
gue as AgNPs coloidais tem a capacidade de criar uma resposta toxica dependente
da dose em varios 6rgaos. Os estudos humanos bem limitados e bem controlados
sobre as toxicidades potenciais das AgNPs sé&o escassos e a longo prazo, doses de
ampla gama, preferencialmente usando varios tamanhos de particulas, sao
necessarias para caracterizar melhor o risco de AgNPs na satide humana. E altamente

recomendavel detectar o papel da forma e do tamanho das particulas no perfil de
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toxicidade dos AgNPs por diferentes vias de administracdo em estudos futuros
(KORANI et al., 2015).

Andlises complementares ao teste de Ames podem ser realizadas para aumentar
as evidéncias de mutagenicidade in vitro antes de realizar testes em animais como o
ensaio do Micronucleo que é um teste de frequéncia de microndcleos in vitro € uma
das metodologias de escolha no desenvolvimento de testes de seguranca toxicoldgica
(ANVISA, 2013) Sua realizacdo baseia-se na quantificagcdo de quebras de duplas
ligagbes ndo reparadas no DNA de células expostas em cultura a diversas
concentracfes de substancias teste, ou a quantidades incrementais de agentes
agressores diversos (FENECH, 2007). O teste Cometa mostra a capacidade que o
DNA tem de migrar em funcgdo tanto do tamanho da molécula como da quantidade de
extremidades livres (quebras, por exemplo) que, mesmo ligadas a segmentos
maiores, migram numa distancia pequena do corpo do cometa. O tamanho da cauda
inicialmente aumenta proporcionalmente a quantidade de danos, mas a migracao
méaxima é determinada pelas condi¢cdes da eletroforese, ndo o tamanho dos
fragmentos. A intensidade da fluorescéncia na cauda em relagcao aquela do corpo do
cometa fornece informacgGes sobre a quantidade de quebras no DNA. Assim, pode-se
avaliar o dano genético tanto através da medida do comprimento da cauda do
cometa, como através da quantidade de DNA presente, sendo ambos funcao das
doses de exposicdo (SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEILL, 1995).

Finalmente, levando em conta o lado ambiental, varios autores estudaram a
interacdo planta - nanoparticulas de metal usando Arabidopsis thaliana como modelo
(MILEWSKA-HENDEL et al., 2019; MONTES et al., 2017). Esses estudos revelaram
que as propriedades Unicas das nanoparticulas projetadas facilitam sua penetracao
nas células e tecidos vegetais, mobilizacdo em érgdos da planta e interacdo com
compostos pequenos e macromoleculares. Com base em sua origem metalica e
outras propriedades, as nanoparticulas podem ser fitotoxicas e afetar o crescimento
das plantas, pois induzem o acumulo de espécies reativas de oxigénio, modulam a
expressdo génica e a sintese de proteinas e outros metabdlitos (JASKULAK et al.,
2019; KHAN et al., 2019; MARSLIN; SHEEBA; FRANKLIN 2017).

Por outro lado, alguns tipos de nanoparticulas também podem ter um efeito
positivo, como a estimulacdo do crescimento das plantas. Ouro, 6xido de aluminio,
oxido de césio e nanoparticulas de ferro zero valente podem ser incluidos nesta

categoria (KIM, et al., 2014; KUMAR et al.,, 2013). No entanto, os mecanismos
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moleculares de acdo das nanoparticulas ainda ndo sdo compreendidos em detalhes
(MARSLIN; SHEEBA; FRANKLIN, 2017; MATICH et al., 2019). A fitotoxicidade
induzida por nanoparticulas de prata de 20, 40 e 80 nm inibiu 0 alongamento da raiz
de A. thaliana e o acumulo de biomassa (GEISLER-LEE et al., 2013).

Estudos metabdlicos anteriores em A. thaliana foram focados em mudancas
gerais no metabolismo em resposta as nanoparticulas, mas as mudancas no
metabolismo secundario ainda ndo foram descritas (KE et al., 2017; MONTES et al.,
2017). No entanto, andlises de expressao génica demonstraram que genes envolvidos
na sintese de fenilpropandides e recirculacdo de nitrogénio foram regulados
positivamente apO0s o0 tratamento com nanoparticulas de prata (KOHAN-
BAGHKHEIRATI; GEISLER-LEE, 2015). Metabdlitos secundarios sdo compostos
importantes que estdo envolvidos na resposta da planta a condicbes de estresse
abiotico (seca, luz, salinidade) e bidtico (patdgenos) (BOTTCHER et al., 2014).

Em concluséo, as AgNPs aqui estudadas mostraram-se mutagénicas sob o
parametro Salmonella/microssoma e o fato disso ter ocorrido sob presenca de
ativacdo metabolica requer cautela na administracdo em organismos vivos que

utilizam principalmente o sistema microssomal enzimatico para a sua metabolizacao.
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12 CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos neste estudo conclui-se que as AgNPs
sintetizadas com curcumina protegeram parcialmente contra o veneno da P. olfersii
em Biventer cervicis de pintainho, preservando a resposta contratii mesmo apos a
lavagem, bem como as respostas contraturantes aos agonistas ACh e KCIl. O
biomarcador de CK quando analisado em aliquotas retiradas do banho ndo se mostrou
um bom modelo para avaliar miotoxicidade. Também se observou que temperatura
<37°C interfere na atividade blogueadora do veneno.

As AgNPs mostraram-se mutagénicas na presenca de ativacdo metabdlica, mas
nao em sua auséncia e, portanto, ndo podem ser classificadas como mutageno direto,

pelo parametro Salmonella/microssoma.



72

REFERENCIAS

ACOSTA de P.; et al. Edematogenic and myotoxic activities of the Duvernoy's gland
secretion of Philodryas olfersii from the north-east region of Argentina. Biocell, v. 27,
n. 3, p. 363-370, 2003.

ALVES, T. F.; et al. Association of Silver Nanoparticles and Curcumin Solid Dispersion:
antimicrobial and antioxidant properties. American Association of Pharmaceutical
Scientists, v. 19, n. 1, p. 225-231, 2018.

AMES, B. N.; et al. Carcinogens are mutagens: a simple test system combining liver
homogenates for activation and bacteria for detection. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, v. 70, n. 8, p. 2281-2285,
1973.

ANJUM, N. A. et al. Silver nanoparticles in soil-plant systems. Journal of
Nanoparticle Research, v.15, n. 1896, p. 1-26, 2013.

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para a conducéo de
estudos néo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos. 2013. Disponivel em:
http://antigo.anvisa.gov.br/documents/33836/2492465/Guia+para+a+Condu%C3%A7
%C3%A30+de+Estudos+N%C3%A30+Cl%C3%ADnicos+de+Toxicologiate+Segqura
n%C3%A7a+Farmacol%C3%B3gicatNecess%C3%Alrios+ao+Desenvolvimento+de
+Medicamentos+-+Vers%C3%A30+2/a8cad67c-14c8-4722-bf0f-058a3a284f75.
Acesso em 12/03/2021.

ARAUJO, M. E. de; SANTOS, A. C. M. C. A. Cases of human envenoming caused by
Philodryas olfersii and Philodryas patagoniensis (serpentes: Colubridae). Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 30, n. 6, p. 517-519, 1997.

ASSAKURA, M. T. et al. Hemorrhagic, fibrinogenolytic and edema-forming activities of

the venom of the colubrid snake Philodryas olfersii (green snake). Toxicon, v.30, n. 4,


https://www.springer.com/journal/11051/
https://www.springer.com/journal/11051/
http://antigo.anvisa.gov.br/documents/33836/2492465/Guia+para+a+Condu%C3%A7%C3%A3o+de+Estudos+N%C3%A3o+Cl%C3%ADnicos+de+Toxicologia+e+Seguran%C3%A7a+Farmacol%C3%B3gica+Necess%C3%A1rios+ao+Desenvolvimento+de+Medicamentos+-+Vers%C3%A3o+2/a8cad67c-14c8-4722-bf0f-058a3a284f75
http://antigo.anvisa.gov.br/documents/33836/2492465/Guia+para+a+Condu%C3%A7%C3%A3o+de+Estudos+N%C3%A3o+Cl%C3%ADnicos+de+Toxicologia+e+Seguran%C3%A7a+Farmacol%C3%B3gica+Necess%C3%A1rios+ao+Desenvolvimento+de+Medicamentos+-+Vers%C3%A3o+2/a8cad67c-14c8-4722-bf0f-058a3a284f75
http://antigo.anvisa.gov.br/documents/33836/2492465/Guia+para+a+Condu%C3%A7%C3%A3o+de+Estudos+N%C3%A3o+Cl%C3%ADnicos+de+Toxicologia+e+Seguran%C3%A7a+Farmacol%C3%B3gica+Necess%C3%A1rios+ao+Desenvolvimento+de+Medicamentos+-+Vers%C3%A3o+2/a8cad67c-14c8-4722-bf0f-058a3a284f75
http://antigo.anvisa.gov.br/documents/33836/2492465/Guia+para+a+Condu%C3%A7%C3%A3o+de+Estudos+N%C3%A3o+Cl%C3%ADnicos+de+Toxicologia+e+Seguran%C3%A7a+Farmacol%C3%B3gica+Necess%C3%A1rios+ao+Desenvolvimento+de+Medicamentos+-+Vers%C3%A3o+2/a8cad67c-14c8-4722-bf0f-058a3a284f75
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Assakura%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1626324

73

p. 427-438, 1992.

ASHRAFIZADEH, M. et al. Versatile role of curcumin and its derivatives in lung cancer
therapy. Journal of Cellular Physiology, v. 235, n. 12, p. 9241-9268, 2020.

AULETTA, A. E.; DEARFIELD, K. L.; CIMINO, M.C. Mutagenicity test schemes and
guidelines: U.S. EPA Office of pollution prevention and toxics and office of pesticide

programs. Environmental Mol Mutagenesis, v. 21, n. 1, p. 46-57, 1993.

BAER, D. R. et al. Characterization challenges for nanomaterials. Total Synthesis of
Natural Products, v. 40, n. 3-4, p. 529-537, 2008.

BIOCLIN® CK NAC UV referéncia K010-1: instru¢des de uso. Belo Horizonte, MG,
2018. Disponivel em:

https://quibasa.bioclin.com.br/anexos/INSTRUCOES CK NAC UV.pdf. Acessado
em: 27 nov. 2020.

BJARNASON, J.; FOX, J. W. Hemorrhagic metalloproteinases from snake venoms.
Clinical Pharmacology, v. 62, n. 3, p. 325-372, 1994.

BISWAS, A. et al. Nanoparticle-conjugated animal venom-toxins and their possible

therapeutic potential. Journal of Venom Research, v. 3, n. 3, p. 15-21, 2012.

BOTTCHER, C. et al. The biosynthetic pathway of indole-3-carbaldehyde and indole-
3-carboxylic acid derivatives in Arabidopsis. Plant Physiology, v. 165, n. 2, p. 841-
853, 2014.

BUZEA, C; PACHECQO, I. I.; ROBBIE, K. Nanomaterials and nanoparticles: sources
and toxicity. Biointerphases, v.2, n. 4, p. 17-71, 2007.

CARVALHO, M. A.; NOGUEIRA, F N. Snakes from the urban area of Cuiaba, Mato
Grosso: ecological aspects and associated snakebites. Cadernos de Saude Publica,
v.14,n. 4, p. 753-763, 1998.


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00WI6a-NrUzad0r_j21saD_sIsffw%3A1608064578329&q=Environmental%2BMol%2BMutagenesis&sa=X&ved=2ahUKEwi3692v69DtAhV5IbkGHfpvAP0Q7xYoAHoECAcQNg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biswas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23236583

74

CHAKRABARTTY, S. et al. Inhibition of snake venom induced sterile inflammation and
PLA2 activity by Titanium dioxide nanoparticles in experimental animals. Scientific
Reports, v.9, n. 1, p. 1-10, 2019.

CHACUR, M. et al. Pharmacological modulation of hyperalgesia induced by
the serpente venom Bothrops asper (terciopelo). Toxicon, v. 39, n. 8, p. 1173-1181,
2001.

CHANG, C. C.; TANG, S. S. Differentiation between intrinsic and extrinsic
acetylcholine receptors of the chick Biventer cervicis muscle. Naunyn-
Schmiedeberg's Archives of Pharmacology, v. 282, n. 4, p. 379-388, 1974.

COLLACO, R. C. O. et al. Protection by Mikania laevigata (guaco) extract against the
toxicity of Philodryas olfersii snake venom. Toxicon, v. 60, n. 4, p. 618-622, 2012.

CORREIA, J. M. et al. Poisoning due to Philodryas olfersii (Lichtenstein, 1823)
attended at Restauracdo hospital in Recife, State of Pernambuco, Brazil: case report.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 43, n. 3, p. 336- 338,
2010.

DE LIMA, R.; SEABRA, A. B.: DURAN, N. Silver nanoparticles: a brief review
ofcytotoxicity and genotoxicity of chemically and biogenically synthesized

nanoparticles. Journal of Applied Toxicology, v. 32, n. 11, p. 867- 879, 2012.

DIAZ, F. et al. Case report envenomation by neotropical opistoglyphous colubrid
Thamnodynastes cf. pallidus Linné, 1758 (Serpentes: Colubridae) in Venezuela.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 46, n. 5, p. 287-290,
2004.

DILLON, D.; COMBES, R.; ZEIGER, E. The effectiveness of Salmonella strains TA100,
TA102 and TA104 for detecting mutagenicity of some aldehydes and peroxides,

Mutagenesis, v. 13, n. 1, p. 19-26, 1998.

DURAN, N. et al. Potential use of silver nanoparticles on pathogenic bacteria, their


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0041010100002543#!

75

toxicity and possible mechanisms of action. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 21, n. 6, p. 949-959, 2010.

DURAN, N. et al. Nanotoxicology of silver nanoparticles: toxicity in aninals and
humans. Quimica Nova, v. 42, n. 2, p. 206-213, 2019.

ERHART, E. A.; REZZE, C. J.; BIAZOTTO, W. The ectopic newly-formed nerve fibres
which repo pulate the long-time enervated and atrophic chick skeletal muscle.
Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v.26, n. 3, p. 187-194, 1968.

FAIRBAIRN, D. W.; OLIVE, P. L.; O'NEILL, K. L. The comet assay: a comprehensive
review. Mutation Research, v. 339, n. 1, p. 37-59, 1995.

FENECH, M. Cytokinesis-block micronucleus cytome assay. Nature protocols, v. 2,
n. 5, p. 1084-1104, 2007.

FDA, Toxicological Principles for the Safety Assessment of Direct Food Additives and
Color Additives Used in Food “Redbook II” [Draft]. FDA, Center for Food Safety and
Applied Nutrition, Washington D.C., 1993.

FERLAN, A. Preliminary studies on the venom of the colubrid snake Rhabdophis
subminatus (red-necked keelback). Toxicon, v. 21, n. 4, p. 570-574, 1983.

FERNANDES, C. F. C.; et al. Snake venom L-amino acid oxidases: Trends in
Pharmacology and Biochemistry. BioMed Research International, v.14, p.1- 19,
2014.

FRANCA, F. O. de S.; MALAQUE, C. M. S. Acidente botrépico. In: Cardoso, J. L. C.;
Franca, F. O. S.; Wen, F. H.; Malaque, C. M. S.; Haddad Jr, V. (Eds.). In: Animais
Peconhentos do Brasil Biologia: Clinica e Terapéutica dos Acidentes. Sdo Paulo:
Sarvier Ed.; 2003. p. 72—-86.

GEISLER-LEE, J. et al. Phytotoxicity, accumulation and transport of silver
nanoparticles by Arabidopsis thaliana. Nanotoxicology, v. 7, n. 3, 2013, p. 323-337,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/004101018390137X#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00410101

76

2013.

GINSBORG, B. L. Spontaneous activity in muscle fibres of the chick. The Journal of
Physiology (Lond), v. 150, n. 3, p.707-717, 1960a.

GINSBORG, B. L. Some properties of avian skeletal muscle fibres with multiple
neuromuscular junctions. The Journal of Physiology (Lond), v. 154, n. 3, p. 581—
598, 1960b.

GINSBORG, B. L.; WARRINER, J. The isolated chick biventer cervicis nerve- muscle
preparation. British Journal of Pharmacology, v. 15, n. 3, p. 410, 1960.

GUTIERREZ, J. M.; RUCAVADO, A. Snake venom metalloproteinases: their role in
the pathogenesis of local tissue damage. Biochimie, v. 82, n 9-10, p.841-850, 2000.

HAMEL, A.; ROY, M.; PROUDLOCK. R. The, bacterial reverse mutation test. In
ZEIGER. E. Genetic Toxicology Testing. Departament of genetic toxicology,
Charles River Laboratories, Montreal, ULC, Canada. p. 79-138, cap. 4, 2016.
D0i.10.1016/B978-0-12- 800764-8.00004-5. Disponivel em:

https://www.criver.com/sites/default/files/resources/GeneticToxTestingTheBacterialR

everseMutationTest.pdf . Acessado em 27 fev. 2021.

HARTMANN, P. A.; MARQUES, O. A. V. Diet and habitat use of two sympatric species
of Philodryas (Colubridae), in south Brazil. Amphibia - Reptilia, v. 26, p. 25-31, 2005.

HARVEY, L. A. Screening of snake venoms for neurotoxic and myotoxic effects using
simple in vitro preparations from rodents and chicks. Toxicon, v. 32, n. 3, p. 257-265,
1994.

HAUZMAN, E.; et al. Comparative study of photoreceptor and retinal ganglion cell
topography and spatial resolving power in Dipsadidae snakes.

Brain Behavior Evolution, v. 84, n. 3, p. 197-213, 2014.

HILL, E. R.; MACKESSY, P. S. Characterization of venom (Duvernoy’s secretion) from


https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/loi/14697793
https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/loi/14697793
https://www.criver.com/sites/default/files/resources/GeneticToxTestingTheBacterialReverseMutationTest.pdf
https://www.criver.com/sites/default/files/resources/GeneticToxTestingTheBacterialReverseMutationTest.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0041010194900787#!
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&sxsrf=ALeKk02M3nqLsQ7WvToT6t5QDzr47KiuEg%3A1606757878038&q=Brain%2BBehavior%2BEvolution&sa=X&ved=2ahUKEwimvr3E56rtAhWtILkGHZFKCZ8Q7xYoAHoECAQQNQ
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S004101010000091X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S004101010000091X#!

77

twelve species of colubrid snakes and partial sequence of four venom proteins.
Toxicon, v.38, n. 12, p. 1663-1687, 2000.

HINGANE, V. C.; PANGAM, D.; DONGRE, P. M. Inhibition of crude viper venom action
by silver nanoparticles: a biophysical and biochemical study. Biophysics and
Physicibiology, v. 3, n. 15, p. 204-213, 2018.

JANSEN, D. W. The myonecrotic effect of Duvernoy’s gland secretion of

the Thamnophis elegans vagrans. Journal of Herpetology, v.21, p. 81-83. 1987.

JASKULAK, M. et al. “Bioaccumulation, antioxidative response, and metallothionein
expression in Lupinus luteus L. exposed to heavy metals and silver nanoparticles.”
Environmental science and pollution research international, v. 26, n. 16, p. 16040-
16052, 20109.

KARDONG, K. V. Colubrid snakes and Duvernoy's “venom” glands. Journal of
Toxicology, v. 21, n. 1-2, p. 1-19, 2002.

KE, M. et al. Physiological and Molecular Response of Arabidopsis thaliana to CuO
Nanoparticle (nCuO) Exposure. Bulletin of environmental Contamination and
Toxicology, v. 99, n. 11, p. 713-718, 2017.

KHAN, M. R. et al. Nanoparticle—Plant interactions: Two-way traffic. Nano-Micro
Small, v. 15, n. 37, p. n/a-n/a. 2019.

KIM, H. R. et al. Genotoxic effects of silver nanoparticles stimulated by oxidative stress
in human normal bronchial epithelial (BEAS-2B) cells. Mutation Research, v. 726, n.
2, p. 205- 223, 2011.

KIM, S.; RYU, D. Y. Silver nanoparticle-induced oxidative stress, genotoxicity and
apoptosis in cultured cells and animal tissues. Journal of Applied Toxicology, V. 33,

n. 2, p. 78-89, 2013.

KIM, Y. et al. “Toxicity of 100 nm zinc oxide nanoparticles: a report of 90-day repeated


https://www.sciencedirect.com/science/journal/00410101
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00410101/38/12

78

oral administration in Sprague Dawley rats.” International journal of nanomedicine,
v. 9, n. 2, p. 109-126, 2014.

KIRKLAND, D. J. Genetic toxicology testing requirements: official and unofficial views

from Europe, Environmental Molecular Mutagenisis, v. 21, n.1, p. 8-14, 1993.

KOHAN-BAGHKHEIRATI, E.; GEISLER-LEE, J. "Gene expression, protein function
and pathways of Arabidopsis thaliana responding to silver nanoparticles in comparison
to silver ions, cold, salt, drought, and heat." Nanomaterials, v. 5, n. 2, p. 436-467,
2015.

KORANI, M.; REZAYAT, S. M.; ARBABI BIDGOLI, S. Sub-chronic dermal toxicity of
silver nanoparticles in guinea pig: special emphasis to heart, bone and kidney
toxicities. Iranian Journal of Pharmaceutical Research, v. 12, n. 3, p. 511-519,
2013.

KORANI, M. et al. Effects of silver nanoparticles on human health, European Journal
of Nanomedicine, v. 7, n. 1, p. 51-62, 2015.

KORANI, M; REZAYAT, S. M.; GHAMAMI, S. G. Silver nanopatrticle induced muscle
abnormalities: a sub-chronic dermal assessment in guinea pig. Journal of
Pharmaceutical & Health Sciences, v. 1, n. 3. p. 143-151, 2012.

KORNALIK, F.; TABORKA, E.; MEBS, D. Pharmacological and biological properties of
a venom gland extract from the snake Thelotornis kirtlandi. Toxicon, v. 16, n. 6, p.
535-542, 1978.

KULTHONG, K. et al. Effects of silver nanoparticles on rat hepatic cytochrome P450
enzyme activity. Xenobiotica; the fate of foreign compounds in biological
systems, v. 42, n. 9, p. 854-862, 2012.

KUMAR, V. et al. “Gold nanoparticle exposure induces growth and yield enhancement
in Arabidopsis thaliana.” The Science of the total environment, v. 461-462, n. 7, p.
462-468, 2013.


https://www.sid.ir/en/journal/JournalList.aspx?ID=13767
https://www.sid.ir/en/journal/JournalList.aspx?ID=13767

79

LEMOINE, K.; A. RODRIGUEZ-ACOSTA. Haemorrhagic, proteolytic and neurotoxic
activities procuced by Duvernoy’s gland secretion from the false coral snake
(Erythrolamprusbizona Jan,1863) (Serpentes: Viperidae). Revista Cientifica Fcv- luz,
v.13,n.5, p. 371-377, 2003.

LEMOINE, K. et al.; Proteolytic, Hemorrhagic, and neurotoxic activities caused by
Leptodeira annulate ashmeadii (Serpentes Colubridae) Duvernoy’s gland secretion.
Wilderness & Environmental Medicine, v.15, p. 82-89, 2004.

LEVIN, D. E. et al. A new Salmonella tester strain (TA102) with A x T base pairs at the
site of mutation detects oxidative mutagens. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, v.79, n. 23, p.7445-7449, 1982.

LI, Y. et al. Genotoxicity of silver nanoparticles evaluated using the Ames test and in
vitro micronucleus assay. Mutation Research, v. 745, n. 1 - 2, p. 04 — 10, 2012.

MACKESSY, S. P. Biochemistry and pharmacology of colubrid snake venoms. Toxin
Reviews, v.21, n. 1-2, p. 43-83, 2002.

MARON, D. M.; AMES, B.N. Revised methods for the Salmonella mutagenicity test.
Mutation Research, v. 113, n. 3-4, p. 173-215, 1983.

MARSLIN, G.; SHEEBA, C. J.; FRANKLIN, G. Nanopatrticles Alter Secondary
Metabolism in Plants via ROS Burst. Frontiers in Plant Science, v. 19, n. 8, p. 832,
2017.

MATICH, E. K. et al. Applications of metabolomics in assessing ecological effects of
emerging contaminants and pollutants on plants. Journal of Hazardous Materials, v.
373, p. 527-535, 2019.

MENDONCA, L. M. Avaliacdo de uma preparacéao hidrossoltuvel de curcumina sobre
a toxicidade induzida pelo quimioterapico cisplatina: possiveis efeitos protetores in

vitro e in vivo, e identificacdo de alteragcbes na expressdo do gene Tp53. Tese



80

Doutorado em Toxicologia - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,

University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

MILEWSKA-HENDEL, A. et al. Effect of Nanoparticles Surface Charge on the
Arabidopsis thaliana (L.) Roots Development and Their Movement into the Root Cells
and Protoplasts. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 7, p. 1650,
2019.

MOHAMMAD, P. et al. Preparation, characterization and stability investigation of
chitosan nanoparticles loaded with the Echiscarinatus snake venom as a novel delivery
system. Archives of Razi Institute, v.70, n. 4, p. 269-277, 2015.

MONTES, A. et al. Mass spectrometry-based metabolomics to assess uptake of silver
nanopatrticles by Arabidopsis thaliana. Environmental Science: Nano, v. 4, n. 10, p.
1944-1953, 2017.

MORONES, J. R. et al. The bactericidal effect of silver nanoparticles.
Nanotechnology, v. 16, n. 10, p. 2346-2353, 2005.

MORTELMANS, K.; ZEIGER, E. The Ames Salmonella/microsome mutagenicity
assay. Mutation Research, v. 455, n.1-2, p. 29-60, 2000.

NAGABHUSHAN, M.; BHIDE, S. V. Mutagenicity of chilli extract and capsaicin, using

short term tests. Environmental Mutagenesis, v. 7, n. 6, p. 881- 888, 1985.

NAGABHUSHAN, M.; AMONKAR, A. J.; BHIDE, S. V. In vitro antimutagenicity of
curcumin against environmental mutagens. Food and Chemical Toxicology, v. 25,
n. 7, p. 545-547, 1987.

NAKADA, K.; et al. Quantification of myonecrosis and comparison of necrotic activity
of snake venoms by determination of creatine phosphokinase activity in mice sera.
Toxicon, v. 22, n. 6, p. 921-30, 1984.


https://iopscience.iop.org/article/10.1088/0957-4484/16/10/059/meta
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/1930238x

81

NAVARRETE, L. F.; LEMOINE, K.; RODRIGUEZ-ACOSTA, A. Is the opistoglyph
Clelia clelia Duvernoys Gland Secretion Hemorrhagic in Human? Acta Biologica
Venezuelica, v. 19, n.3, p. 19-23, 1999.

O’BRIEN J. et al. Engineered nanopatrticles bindelapid snake venom toxin sandin hibit
venom-induced dermonecrosis. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 23, n. 10, p.
e 0006736, 2018.

OHSAKA A. Hemorrhagic, necrotizing and edema-forming effects of snake venoms.
In: Lee C Y. (eds) Snake Venoms. Handbook of Experimental Pharmacology
(Continuation of Handbuch der experiment ellen Pharmakologie). Springer-Verlag, v.
52, p. 480-546, 1979.

OLIVEIRA, I. C. F. et al. Activity ofsilver nanoparticles on prokaryotic cells and
Bothrops jararacussu snake venom. Drug and Chemical Toxicology, v. 42, n. 1, p.
60-64, 2019.

OLIVEIRA, J. S. et al. Local and hematological alterations induced by Philodryas

olfersii snake venom in mice. Toxicon, v. 132, p. 9-17, 2017.

PEICHOTO, M. E. et al. Duvernoy’s gland secretion of Philodryas patagoniensis from
the northeast of Argentina: effects on blood coagulation. Toxicon, v. 45, n. 4, p. 527—
534, 2005.

PEICHOTO, M. E. et al. Muscle and skin necrotizing and edema-forming activities of
Duvernoy’s gland secretion of the xenodontine colubrid snake Philodryas

patagoniensis from the north-east of Argentina. Toxicon, v. 44, n. 6, p. 589- 596, 2004.

PORTO, M. F. FINAMORE, R. Riscos, saude e justica ambiental: O protagonismo
das populacdes atingidas na producdo de conhecimento. Ciéncia & Saude
Coletiva [online], Rio de Janeiro, v.17, n.6, p. 1493-1501, 2012. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1590/S1413-81232012000600013. Acesso em: 02/12/2020.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29961355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29961355
http://dx.doi.org/10.1590/S1413-81232012000600013

82

PRADO-FRANCESCHI, J.; HYSLOP, S. South American colubrid envenomations.
Toxin Reviews, v.21, n. 1-2, p.117-158, 2002.

PRADO-FRANCESCHI, J. et al. The effects of Duvernoy's gland secretion from the
xenodontine colubrid Philodryas olfersii on striated muscle and the neuromuscular
junction: partial characterization of a neuromuscular fraction. Toxicon, v. 34, n. 4, p.
459-466, 1996.

PRADO-FRANCESCHI, J. et al. Characterization of a myotoxin from the Duvernoy's
gland secretion of the xenodontine colubrid Philodryas olfersii (green snake): effects
on striated muscle and the neuromuscular junction. Toxicon, v. 36, n. 10, p. 1407-
1421, 1998.

QUINTELA, F. M. Liophis poecilogyrus sublineatus (Serpentes: Dipsadidae) bite and
symptoms of envenomation. Herpetology Notes, v. 3, p. 309-311, 2010.

RIBEIRO, L. A.; PUORTO, G.; JORGE, M. T. Bites by the colubrid snake Philodryas
olfersii: a clinical and epidemiological study of 43 cases. Toxicon, v. 37, n. 6, p. 943 -
948, 1999.

RIBEIRO, L. A.; JORGE., M. T. Acidente por serpentes do género Bothrops: série de
3.139 casos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 30, n. 6, p.
475-480, 1997.

RIBEIRO, L. A.; PUORTO, G.; JORGE, M. T. Bites by the colubrid snake Philodryas
olfersii: a clinical and epidemiological study of 43 cases Revista da Sociedade

Brasileira de Medicina Tropical, v. 27, n. 1, p. 87, 1994.

ROCHA, M. M. T.; FURTADO, M. F. D. Analysis of biological activities from Philodryas
olfersii (Lichtenstein) and P. patagoniensis (Girard) venoms (Serpents, Colubridae).
Revista Brasileira de Zoologia, v. 24, n. 2, p. 410-418, 2007.

ROCHA, M. M. T; PAIXAO-CAVALCANTE, D.; FURTADO, M. F. D. Duvernoy's gland

secretion of Philodryas olfersii and Philodryas patagoniensis (Colubridae):


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8735245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prado-Franceschi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9723839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9723839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10340833
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010198001913
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010198001913

83

neutralization of local and systemic effects by commercial bothropic antivenom
(Bothrops genus). Toxicon, v. 47, n. 1, p. 95-103. 2006.

RODRIGUEZ-ACOSTA, A. et al. Experimental ophitoxemia produced by the
opisthoglyphous lora snake (Philodryas olfersii) venom. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 39, n. 2, p. 193-197, 2006.

ROSENFELD, G. Symptomatology, pathology, and treatment of snake bites in South
America, p. 345-384. In: W. BUCHERL; E. E. BUCKLEY & V. DEULOFEU (Eds).
Venomous animals and their venoms. New York, Academic Press, v. 2. p. 687. 1971.

SAHA, K. et al. Neutralization of Naja kaouthia venom induced toxicity and stress
response by Vitex negundo-gold nanoparticle (VN-GNP) in experimental animal

model. Journal of Natural Toxins, v. 2, n. 1, p. 1- 8, 2015.

SANCHEZ, E. F. et al. Biological activities of venoms from south american snakes.
Toxicon, v. 30, n.1, p. 95-103,1992.

SHAH, A. S., SARODE, A. V.; BHIDE S. V. Experimental studies on mutagenic and
carcinogenic effects of tobacco chewing, Journal of Cancer Research and Clinical
Oncology, v. 109, p. 203-207, 1985.

SANTOS, C. A. et al. Silver nanoparticles: therapeutical uses, toxicty and safety

issues. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 103, n. 7, p. 1931-1944, 2014.

SERAPICOS, E. de O.; MERUSSE, J. L. B. Morfologia e histoquimica das glandulas
de Duvernoy e supralabial de seis espécies de colubrideos opistéglifodontes
(serpentes, Colubridae. Papéis Avulsos de Zoologia (Sdo Paulo), v. 46, n. 15, p.
187-195, 2006.

SHIEH, B-H; PEZZEMENTI, L.; SCHMIDT, J. Extracellular potassium and the
regulation of acetylcholine receptor synthesis in embryonic chick muscle cells. Brain
Research, v 263, n.2, p. 259-265, 1983.


https://link.springer.com/journal/432
https://link.springer.com/journal/432

84

SILVER, S.; PHUNG, L. E. T.; SILVER, G. Silver as biocides in burn and wound
dressings and bacterial resistance to silver compounds. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, v. 33, n. 7, p. 627-634, 2006.

SINITOX. Fundacédo Oswaldo Cruz. Instituto de comunicacgéo e informacéao cientifica
e tecnoldgica em saude. Sistema Nacional de Informacfes Toxico-Farmacologicas
(Sinitox). Casos registrados de intoxicacdo humana por agente toxico e faixa
etaria [Internet]. Rio de Janeiro: Sistema Nacional de Informacdes Toxico-
Farmacologicas; 2013 [citado 2018 out 18]. 2588 p. Disponivel em https://

sinitox.icict.fiocruz.br/dados-nacionais). Acessado em 27/11/2020.

SINGH, N. P. et al. A simple technique for quantitation of low levels of DNA damage
in individual cells. Experimental Cell Research, v. 175, n. 1, p. 184-191, 1988.

SILVEIRA, P. V.; NISHIOKA, S. A. Non-venomous shake bite and snake bite without
envenoming in a Brazilian teaching hospital. Analysis of 91 cases. Revista do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 34, n. 6, p. 499-503, 1992.

SOARES, K. S. R.; et al. Antivenom production against Bothrops jararaca and
Bothrops erythromelas snake venoms used cross-linked chitosan nanoparticles as an
immunoadjuvant. Toxins (Basel), v. 10, n. 4, p.158, 2018.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA. Répteis do Brasil e suas unidades
federativas: Lista de espécies. Disponivel em:
http://public.sbherpetologia.org.br/assets/Documentos/2016/10/lista-de-repteis-2018-
2.pdf. Atualizada em 2018, acesso em 24/02/2021.

SOFUNI, T. Japanese guidelines for mutagenicity testing, Environmental Molecular
Mutagenesis, v. 21, n. 1, p. 2-7, 1993.

TANJONI, I.; et al. Phylogenetic conservation of a snake venom metalloproteinase
epitope recognized by monoclonal antibody that neutralizes hemorrhagic activity.
Toxicon, v. 42, n. 7, p. 809-816, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silver%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phung%20le%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silver%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761169
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nishioka%20Sde%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1342117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29659491
http://public.sbherpetologia.org.br/assets/Documentos/2016/10/lista-de-repteis-2018-2.pdf
http://public.sbherpetologia.org.br/assets/Documentos/2016/10/lista-de-repteis-2018-2.pdf

85

TRIBUIANI, N. et al. Neutralising ability of Terminalia fagifolia extract (Combretaceae)
against the in vitro neuromuscular effects of Bothrops jararacussu venom. Natural
Product Research, v. 31, n. 23, p. 2783-2787, 2017.

UMBUZEIRO, A.; VARGAS, V. M. F. Teste de mutagenicidade com Salmonella
typhimurium (teste de Ames) como indicador de mutagenicidade empotencial para
mamiferos. In: Ribeiro L R, Salvadori D M F, Marques E K. Mutagénese Ambiental,
Canoas: ULBRA, p. 81-112, 2003.

VARGAS, V. M. F.; MOTTA, W E P; HENRIQUES, J A. E. Mutagenic activity etected
by the Ames test in river water under the influence of petrochemical industries.
Mutation Research, v. 319, n. 1, p. 31-45, 1993.

VEST, D. K. Some effects and properties of Duvernoy’s gland secretion from
Hypsiglena torquata texana (Texas night snake). Toxicon, v.26, n. 4, p. 417- 419,
1988.

VEST, D. K.; MACKESSY, S. P.; KARDONG, K V. The unique Duvernoy’s secretion
of the brown tree snake (Boiga irregularis). Toxicon, v. 29, n. 4/5, p. 532-535, 1991.

WEISS, M. B. Acidentes com Animais Peconhentos / Marcelo Barros e Jorge Wilson
Souza Paiva- 1 Ed.- Rio de Janeiro — RJ. p. 27. Thieme Reventer Publicacbes LTDA,
2017.

WILLIAMS, D. J. et al. Strategy for a globally coordinated response to a priority
neglected tropical disease: snakebite envenoming. PLOS Neglected Tropical
Diseases, v. 13, n. 2, p. e0007059, 2019.

ZARBIN, A. J. G. et al. Nickel nanopatrticles obtained by a modified polyol process:
synthesis, characterization, and magnetic properties. Journal of Colloid and
Interface Science, v. 311, n. 2, p. 461-468, 2007.

WEINSTEIN, S. A. et al. Lethal potency and fractionation of Duvernoy’s secretion from
the brown tree snake, Boiga irregularis. Toxicon, v. 29, n. 4/5, p. 401-407, 1991.



86

WEINSTEIN, S. A.; KARDONG, K. V. Properties of Duvernoy’s secretions from
opisthogliphous and aglyphous colubrid snakes. Toxicon, v. 32, n. 10, p. 1161- 1185,
1994,



87

Anexo |

UNIVERSIDADE DE SOROCARA
COMISSAO DE ET1CA NO USO DE ANIMALS
CEUA-UNISO
PARECER

Protecolo n® 15342019

Intevessado (2 Yoko Owdasog Franco
[Orientador (8 o mesmo

Titulo de Prejeta: Avabagio da wocidade de namopariculas de poas (AgNPs) ¢ sus
inflsdncia contrs o blogecio neurcemsculay (s Wive ¢ mitoxcsdode do veneno da serpeste

Philodryay olferss (dipsadidoc)
Data de inicle ¢ térming da pesquise: 10052019 2 100272021

Apresentodo & Comissio de Etica so Uso de Asimuais - CEUA pars andlise, sepusdo a Lei No.
11,794, de ¥ de cutubro de 2008, gue regulaments o mnciso VI G panigafo 1* do amipo 225 da
Constitnigio Federal, foi considenndo:

[X | APROVADO.

[ JAPROVADO com RECOMENDACAQ, devends o proposere cncanmisha s
modificagies segendas em aexo para complementagio do protecola;

[ JCOM PENDENCIA. devessdn o proponeste resdeguu is Itens do prosocok;
| IREPROVADO
Masulestagio do Peseconsia.

Name: Denise Geotlo

Coondenador &a CEUA Uniso
Assinassss RZ Lot G&;D
Data: 1234052019

* Encaminbar copia deste parecer pars o e-mell ceusiiunisobr ¢ onginal sinado pees o Seclo
Téemica Académuce



