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Resumo

Estudos relacionados ao veneno de aracnideos e aos seus efeitos tém recebido
atencdo especial por parte de pesquisadores da area de saude publica. Neste relatorio
serdo analisados os efeitos do veneno da aranha marrom (Loxosceles intermedia) e de
alguns reagentes em 4 tipos de células.

Foram utilizadas técnicas estatisticas para estudar os efeitos do veneno na
viabilidade celular e na expressdo de marcadores de superficie. No estudo de
viabilidade celular foram detectadas diferencas significantes entre o Controle e o
veneno, a toxina P2, Ceramida, TNF e Esfingomielinase na andlise de células do tipo
queratinacitos humanos; entre o Controle e o veneno, TNF, Esfingomielinase e toxinas
P2 e P3 para os fibroblastos humanos; entre o Controle e veneno, TNF, PMA 10 nM e
toxina P2 para os fibroblastos de coelho; e entre Controle e veneno para as células
A431.

Para o estudo de expressdo de marcadores de superficie foram encontradas
diferencas significantes entre o Controle e o veneno para os marcadores: 32M, DAF,
MCP e MHC | para as células A431; CD59, MCP, MHC I, 32M, EGRF e anexina para 0s

queratindcitos humanos; e anexina para os fibroblastos de coelho.



1. Introducéo

As aranhas do género Loxosceles, popularmente conhecidas como aranhas
marrons, sao consideradas das mais venenosas no Brasil. Essas aranhas séo
cosmopolitas e estdo distribuidas nas regides sul e sudeste do pais. Os efeitos de seu
veneno sao observados de 2 a 8 horas ap0s a picada, dificultando a reversao das
reacdes que o individuo apresenta.

As pessoas picadas por esse aracnideo podem apresentar reacdes locais e/ou
sistémicas. As reacdes locais podem variar de vermelhidao intensa no local da picada,
Nnos casos menos graves, até a ocorréncia de lesdo dermonecrotica (pele preta e
necrosada). As reacdes sistémicas acometem principalmente idosos e criancas
desnutridas. Nesses casos 0 veneno, ao entrar em contato com a corrente sangiinea,
provoca o rompimento das hemacias podendo levar a um comprometimento renal, que
€ a principal causa de 0Obitos.

A resposta do organismo humano a esse veneno pode ser analisada através da
viabilidade celular e da expressao de marcadores de superficie. A viabilidade celular é
representada pela razdo de células vivas apés a aplicacdo de veneno, toxinas ou outro
reagente, comparada a células livres da acéo de reagentes (Controle). Os marcadores
de superficie sdo moléculas aderidas a membrana das células e que podem ser
reconhecidas por anticorpos; assim sendo, a expressdo de marcadores de superficie
representa o aumento ou reducdo dessas moléculas apds o contato das células com os
reagentes em estudo.

O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do veneno da aranha marrom na
viabilidade celular e na expressdo de marcadores de superficie para alguns tipos de
células presentes na pele humana. Em algumas etapas do estudo foram utilizadas

células de coelho devido a similaridade com células humanas.

2. Descricao do Estudo



Foram utilizados 4 tipos de células: queratinécitos, fibroblastos humanos,
células A431 (linhagem celular de carcinoma epiderméide humano) e fibroblastos de
coelhos.

Sao apresentados a seguir os procedimentos de coleta dos dados para os

estudos de viabilidade celular e expressdo de marcadores, separadamente.

2.1. Viabilidade Celular

No estudo de viabilidade celular foram realizados 8 experimentos com
diferentes tipos de células e diferentes reagentes. As células humanas foram obtidas
junto a um banco de células da Faculdade de Medicina da Universidade de Cardiff
(Pais de Gales) e as de coelho foram retiradas de um uUnico animal diretamente pela
pesquisadora.

Em cada experimento foram utilizadas células geneticamente idénticas,
mantidas em placas de 24 pocos com meio de cultura homogéneo. Apos o fundo da
placa ficar completamente preenchido com células, foram aplicados os reagentes.
Foram utilizadas triplicatas ou quadruplicatas, ou seja, cada reagente foi aplicado em 3
ou 4 pocos. Alguns pocos foram mantidos sem a aplicacao de reagentes (Controle).

Os dados foram coletados no 1°, 2° e 3° dia ap0s a aplicacdo dos reagentes;
entretanto, para alguns experimentos considerou-se apenas os dados do 1° e 3° dia e
outros o 3° dia somente. Em cada dia de coleta foi analisada uma triplicata (ou
quadruplicata) do Controle e de cada reagente.

Para a coleta dos dados, os meios de cultura foram substituidos por reagente
colorimetro (corante) e as placas foram incubadas. Passado o periodo de incubacéo,
foram coletados 100 pL de sobrenadante de cada poco e adicionados a 100 pL de agua
destilada em uma placa de fundo plano. A placa foi lida por um espectrofotémetro. De
acordo com a refracdo do feixe de luz emitido, o aparelho identificava a cor presente,
transformando-a em um valor numérico proporcional ao niamero de células vivas.

Os experimentos sao detalhados na Tabela 2.1.1.



Tabela 2.1.1: Descricdo dos experimentos — Viabilidade Celular.

Experimento Tipo Celular Reagente Dose Dias de Coleta
P2 0,01 pg/mL
P2 0,30 pg/mL
1 Queratinocitos P2 1,00 pg/mL 30
humanos P2 3,00 pg/mL
P2 10,00 pg/mL
P2 20,00 pg/mL
Veneno 0,30 pg/mL
o Veneno 1,00 pg/mL
2 Queratinocitos Veneno 3,00 pug/mL 10, 20 e 3°
humanos Ceramida 5uM
TNF 10 ng/mL
Veneno 0,30 pg/mL
3 Queratinécitos P2 1,00 pg/mL 10 20 ¢ 30
humanos P3 1,00 pg/mL
Esfingomielinase 100 pU/mL
Veneno 0,30 pg/mL
Veneno 1,00 pg/mL
4 Fibroblastos Veneno 3,00 pug/mL 10, 20 e 3°
humanos Ceramida 5uM
TNF 10 ng/mL
Veneno 1,00 pg/mL
] P2 1,00 pg/mL
5 Fibroblastos P3 1,00 pg/mL 30
humanos ! o
Esfingomielinase 100 pU/mL
Ceramida 5uM
P2 0,03 pg/mL
P2 0,10 pg/mL
5 Fibroblastos de P2 0,30 pg/mL 30
coelho P2 1,00 pg/mL
P2 1,50 pg/mL
P2 3,00 pg/mL
Veneno 3,00 pg/mL
Ceramida 5uM
7 Fibroblastos de TNF 10 ng/mL 10 e 30
coelho PMA 1M
PMA 10 nM
Veneno 3,00 pg/mL
Veneno+tetraciclina 3,00 pg/mL + 50 uM
Veneno+ tetraciclina 3,00 ug/mL + 150 pM
8 A431 Veneno+ tetraciclina 3,00 ug/mL + 500 pM 3°

Tetraciclina 50 uM
Tetraciclina 150 pM
Tetraciclina 500puM




2.2. Expressao de Marcadores de Superficie

Para esse estudo as células foram cultivadas em garrafas de cultura. Apos
serem descoladas e lavadas para a retirada do meio, as células foram divididas em
diferentes tubos onde foram aplicados os reagentes. Alguns tubos foram mantidos sem
reagentes (Controle).

Em seguida, as células foram lavadas e incubadas com os anticorpos
especificos para os marcadores DAF, MCP, MHC |, f2m, EGRF, CD29, CD58 e CD59.
Em cada tubo foi adicionado apenas um anticorpo especifico. As amostras foram
lavadas novamente e entédo incubadas com anticorpos secundarios. Finalmente, apos a
terceira lavagem, os dados foram coletados através de um citbmetro de fluxo que gera
um valor proporcional a quantidade de moléculas aderidas a superficie da célula.

Na Tabela 2.2.1 sdo apresentados os tipos celulares, as doses, 0s reagentes e

0os marcadores estudados em cada experimento.

Tabela 2.2.1: Descricdo dos experimentos — Marcadores de Superficie.

Experimento Tipo Celular Reagente  Dose (ug/mL) Marcador
Veneno 12,00 CD59, DAF, MCP, MHC I,
1 A431
Veneno 20,00 B2M, EGRF, CD29, CD58
) Queratindcitos ~ Veneno 12,00 CD59, DAF, MCP, MHC I,
humanos Veneno 20,00 B2M, EGRF, CD29
3 F'rt]’mb'asms Veneno 20,00 CD59, DAF, MCP, MHC |
umanos

Ainda no estudo de expressdo de marcadores de superficie, foram realizados
experimentos para verificar a presenca da molécula de anexina nas células. Os

procedimentos, nesse caso, sdo diferentes dos descritos anteriormente.
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As células previamente tratadas, com veneno ou nao, foram descoladas da
garrafa de cultura, lavadas e recolocadas em suspens&o na concentracdo de 1x10°
células/mL e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e as células foram
recolocadas em suspensdo em 100 uL de tampado anexina V sendo incubadas em
ambiente escuro. Apés a incubacdo os dados foram imediatamente coletados através
de um citdmetro de fluxo.

Foram realizados 3 experimentos para verificar a presenca da anexina,
conforme apresentado na Tabela 2.2.2, em que séo apresentados os tipos celulares, as

doses e reagentes utilizados e os dias de coleta de cada experimento.

Tabela 2.2.2: Descricdo dos experimentos — Marcadores de Superficie (Molécula

anexina).

Experimento  Tipo Celular ~ Reagente  Dose (ug/mL) Dias de Coleta

Fibroblastos de

4 Veneno 3,00 1°,2°e 3°
coelho
A e Veneno 1,00
5 Queratinécitos 10, 20 ¢ 30
humanos Veneno 3,00
5 Fibroblastos de ~ Veneno 3,00 20
coelho P2 20,00

3. Descricao das Variaveis

A variavel analisada no estudo de viabilidade celular é:
* indice de viabilidade: razdo entre o valor correspondente a cor encontrada na
amostra e o valor médio correspondente a cor encontrada no grupo Controle,

corrigidos pelo valor da cor inicial do corante. Utilizou-se a seguinte férmula:

Valor obtido na amostra corrigido pelo valor do corante
Média dos valores do Controle corrigida pelo valor do corante

x100
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As variaveis referentes ao estudo de expressdo de marcadores de superficie

sSao:

DAF: mediana do niamero de moléculas DAF presentes na superficie das células de
cada tubo;

MCP: mediana do niamero de moléculas MCP presentes na superficie das células
de cada tubo;

MHC I: mediana do numero de moléculas MHC | presentes na superficie das células
de cada tubo;

B2m: mediana do numero de moléculas 2m presentes na superficie das células de
cada tubo;

EGRF: mediana do numero de moléculas EGRF presentes na superficie das células
de cada tubo;

CD29: mediana do numero de moléculas CD29 presentes na superficie das células
de cada tubo;

CD58: mediana do numero de moléculas CD58 presentes na superficie das células
de cada tubo;

CD59: mediana do numero de moléculas CD59 presentes na superficie das células
de cada tubo;

anexina: mediana do numero de moléculas anexina presentes na superficie das
células de cada tubo;

presenca de anexina (%): porcentagem de células com a molécula anexina ligada

a sua superficie.

Na preparacéo dos experimentos foram controlados os seguintes fatores:

Reagente: substancia aplicada nos meios de cultura das células podendo ser:
veneno, toxina P2, toxina P3, ceramida, TNF, PMA, esfingomielinase e tetraciclina;
Dose: dose do reagente aplicado no meio de cultura. Para os reagentes veneno,
toxina P2 e toxina P3 a unidade de medida € pug/mL, para o reagente tetraciclina a
unidade é uM e para o reagente PMA a unidade € nM;

Tempo decorrido (dias): numero de dias apés o inicio do experimento.
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4. Analise Descritiva

Nesta secdo apresenta-se uma analise descritiva dos dados para o estudo de

viabilidade celular e para a expressédo de marcadores de superficie.

4.1. Viabilidade Celular

As tabelas de medidas-resumo (Bussab e Morettin, 2002) referentes ao estudo
de Viabilidade Celular sdo apresentadas no Apéndice A.

No Apéndice B séo apresentados graficos com os resultados dos diferentes
experimentos. Estes graficos contém as médias com os correspondentes erros padréo
do indice de viabilidade para cada tratamento (combinacéo dos fatores controlados em
cada experimento).

O Grafico B.1 corresponde a analise dos queratinécitos humanos do
Experimento 1. Pode-se observar que para as doses 0,01 e 0,03 ug/mL da toxina P2 as
médias do indice de viabilidade estdo acima de 100% o que indica que essas células se
multiplicaram com maior intensidade que as células do Controle. Para as doses 3,00,
10,00 e 20,00 ug/mL as médias encontram-se em torno de 41%. O erro padrdo diminui
com o aumento da dose.

No Experimento 2, os dados foram coletados no 1°, 2° e 3° dia apés a aplicacao
dos reagentes. Pelo Grafico B.2, observa-se que, para todos os reagentes, a média do
indice de viabilidade dos queratindcitos humanos diminui com o passar dos dias. O
reagente TNF apresenta as maiores médias e o0 reagente Ceramida, as menores
considerando-se os trés dias.

Analisando o Grafico B.3, referente ao Experimento 3, pode-se observar que a
média do indice de viabilidade dos queratindcitos humanos tem comportamento
diferente de acordo com o reagente aplicado. O indice de viabilidade médio diminui com
o passar dos dias para as células tratadas com Veneno e toxina P2, enquanto que para
a toxina P3 ocorre o contrario. Para o reagente Esfingomielinase o indice de viabilidade
médio aumentou do 1° para o 2° dia e diminuiu do 2° para o 3° dia. Nota-se que para as

células tratadas com veneno, o desvio padréo do dia 2 € maior que os demais.
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No Experimento 4 foi analisado o indice de viabilidade dos fibroblastos
humanos. Observa-se, no Gréafico B.4, uma reducdo na média dessa variavel nas
células tratadas com Veneno nas diferentes doses. As células em que foi aplicada a
Ceramida apresentaram reducdo do indice de viabilidade médio do 1° para o 2° e
aumento do 2° para o 3° dia. Para as células em que foram aplicados TNF observam-se
as maiores médias e também um aumento do 1° para o 2° e reducao do 2° para o 3°
dia.

Os fibroblastos humanos também foram utilizados no Experimento 5 mas,
nesse caso, os dados foram coletados somente apds o 3° dia. Pelo Gréfico B.5, verifica-
se que a média do indice de viabilidade € menor para as células onde foi aplicado o
Veneno. As células tratadas com a toxina P2 possuem menores médias que as células
tratadas com a toxina P3. Para os reagentes Esfingomielinase e Ceramida as médias
do indice de viabilidade sdo 90,01 + 2,08 e 95,94 + 2,40, respectivamente.

No Grafico B.6 sdo apresentados os resultados da analise descritiva do
Experimento 6, onde foram utilizados os fibroblastos de coelho e a toxina P2 em
diferentes doses. A média do indice de viabilidade das células em que foi a aplicada a
dose 0,03 ug/mL estad acima de 100%, indicando que essas células se multiplicaram
com maior intensidade que as do Controle. Observa-se também que ha uma reducao
da média dessa variavel com o aumento da dose aplicada.

No Experimento 7 também foram analisados os fibroblastos de coelhos, com
dados coletados no 1° e 3° dia. Pelo Grafico B.7, pode-se observar que as células onde
foram aplicados PMA (nas doses 1,0 e 10,0 nM) e TNF apresentaram aumento da
média do indice de viabilidade, sendo que esse aumento € mais acentuado para o
reagente PMA na dose de 1nM. As células nas quais foram aplicados os reagentes
Ceramida e Veneno apresentaram reducdo da média do indice de viabilidade, sendo
que para o Veneno, essa reducdo é mais acentuada.

No Experimento 8 foram utilizados, além do Veneno, o inibidor tetraciclina em
células A431. Sao apresentados, no Grafico B.8, os perfis de médias com os
respectivos erros padrdo para o Controle e para células tratadas com 3,00 ug/mL do

Veneno. Para esses dois grupos foram aplicadas diferentes doses do reagente

! Valor correspondente ao erro padréo
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tetraciclina que age como inibidor. Para o Controle, observa-se uma tendéncia de
reducdo da média do indice de viabilidade e para as células onde foi aplicado o
Veneno, verifica-se o aumento dessa média entre as doses 0 e 150 uM e reducdo na
dose 500 uM.

4.2. Expresséo de Marcadores de Superficie

As tabelas com os dados referentes ao estudo de Expressdo de Marcadores de
Superficie sdo apresentadas no Apéndice C.

Na Secédo 3, as variaveis desse estudo (exceto a variavel presenca de anexina)
foram definidas como a mediana do niumero de moléculas aderidas a superficie das
células de cada tubo, uma vez que ela € a medida usualmente utilizada na area e o

tubo é a unidade experimental.

Tabela 4.2.1: Médias e respectivos erros padrao de cada variavel do Experimento 1.

Controle Veneno 12,00 ug/mL Veneno 20,00 pg/mL
Variavel Média Erro Padrao Média  Erro Padrdo Média Erro Padrao

CD59 - - 37,2 0,7 38,6 0,7
DAF 10,8 0,4 8,5 0,2 9,7 0,0
MCP 10,6 0,6 51 0,1 2,7 0,2
MHC | 9,2 0,5 2,0 0,1 3,1 0,3
B2M 34,6 0,6 - - 5,0 0,1
EGRF 7,3 0,8 8,6 2,6 33,5 3,0
CD29 25,5 0,9 19,9 1.4 - -

CD58 5,9 0,6 3,1 1,3 - -

Pela Tabela 4.2.1, observa-se que para todas as variaveis as médias referentes
as observacdes do grupo Controle sdo superiores as médias obtidas nos tratamentos
com aplicacdo de veneno em diferentes doses, exceto para o marcador EGRF, para o

qual observa-se que a média do Controle apresenta o menor valor.
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Tabela 4.2.2: Médias e respectivos erros padrao de cada variavel do Experimento 2.

Controle Veneno 12,00 ug/mL Veneno 20,00 ug/mL
Variavel Média Erro Padrao Média Erro Padrdo Meédia Erro Padréo
CD59 198,1 0,0 96,0 15,4 159,6 0,0
DAF 7.9 0,1 7.4 0,1 7.3 0,3
MCP 28,4 1,0 13,4 1,4 8,6 0,1
MHC | 22,1 0,8 5,7 0,6 3,2 0,1
B2M 117,6 2,1 40,7 0,0 13,8 2,2
EGRE 23,7 0,0 16,3 0,3 11,3 0,2
CD29 157,0 8,5 145,9 2,6 129,0 9,3

Tabela 4.2.3: Médias e respectivos erros padrao de cada variavel do Experimento 3.

Controle Veneno 20,00 ug/mL
Variavel Média Erro Padrdo Média Erro Padréo
CD59 1114 0,0 107,5 0,0
DAF 15,4 0,0 14,1 0,3
MCP 10,0 0,0 5,8 0,0
MHC | 13,9 4,6 9,9 0,8

Analisando as Tabelas 4.2.2 e 4.2.3, observa-se que para todas as variaveis as
médias referentes ao grupo Controle sdo maiores do que as demais.

Nos Experimentos 4 e 5, diferentemente dos demais, os dados foram coletados
no 1°, 2° e 3° dias apos a aplicacédo do veneno. No Grafico 4.2.1 sdo apresentados o0s

perfis médios da variavel anexina referente ao Experimento 4.

Gréfico 4.2.1: Perfis médios da variavel anexina (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 4.



16

12

11 A

10 ~

anexina
~

2 T T T
1 2 3

Dia

¢ Controle  ——Veneno 3,00 Hg/mL

Pelo Grafico 4.2.1, verifica-se que média da variavel anexina do Controle &
menor quando comparada com as médias dessa variavel dos tubos onde foi aplicado
veneno. Nota-se também que as médias da anexina, para 0 grupo Veneno crescem
com o passar dos dias.

Nos Experimentos 5 e 6 foi analisada a variavel presenca de anexina. No

Grafico 4.2.2 sao apresentados os perfis médios correspondentes ao Experimento 5.

Gréfico 4.2.2: Perfis médios da variavel presenca de anexina (com os correspondentes

erros padrao) para o Experimento 5.
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No Gréfico 4.2.2, observa-se que a média da variavel presenca de anexina do
Controle é inferior a média dos tubos sob a aplicacéo de 1,00 e 3,00 ug/mL de veneno.
Verifica-se também que essas doses, a média cresce com o passar dos dias.

No Experimento 6, observa-se que o Controle apresenta o menor valor para a

variavel presenca de anexina (Tabela C.25).

5. Analise Inferencial

A Andlise Inferencial, a exemplo da descritiva, é apresentada separadamente

para os estudos de viabilidade celular e expressdo de marcadores de superficie.

5.1 Viabilidade Celular
Para todos os experimentos desse estudo a técnica estatistica utilizada foi a

Andlise de Variancia (ANOVA). O principal objetivo € comparar as médias do indice de
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viabilidade para os diferentes tratamentos (Neter et al., 1996). Os fatores controlados
em cada experimento sdo apresentados na Tabela 2.1.1.

O Apéndice D contém os resultados destas analises. Sdo apresentados, para
cada experimento, os intervalos de confianca para o indice médio de viabilidade dos
diferentes tratamentos e as comparacdes pertinentes. Para os Experimentos 2, 3,4, 7 e
8 sdo apresentados também os quadros da ANOVA. A seguir sdo destacados alguns
resultados importantes.

Considerando os Experimentos 1 e 6, foram detectadas diferencas significantes
entre as médias do indice de viabilidade para as diferentes doses de P2 (p<0,001), e
para o Experimento 5, entre as médias dos diferentes reagentes (p<0,001).

Nos Experimentos 2, 3 e 4 foram controlados Reagente e Tempo decorrido
(dias), e foi detectado efeito de interacdo entre esses fatores (p<0,001), ou seja, o
comportamento das médias do indice de viabilidade das células submetidas aos
diferentes reagentes varia diferentemente conforme o dia.

Na analise do Experimento 7 também foram controlados os fatores Reagente e
Tempo decorrido, mas nesse caso ndo foi detectada interacdo (p=0,450). Foram
detectadas diferencas significantes das médias do indice de viabilidade somente entre
os diferentes reagentes.

Para comparar os tratamentos com o grupo Controle nos experimentos 1 a 7,
foram construidos intervalos de confianca (95%) e verificado se continham o valor 100,
situacdo em que nao haveria diferenca entre um dado tratamento e o grupo Controle.
Os tratamentos que ndo se apresentavam nessas condi¢cdes estéo listados na Tabela
5.1.1.

Tabela 5.1.1: Tratamentos em que foram detectadas diferencas significantes com o

Grupo Controle (Experimentos 1 a 7).
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Experimento Tratamento Dia
dose 1,00 de P2 -

1 dose 3,00 de P2 -
dose 10,00 de P2 -
dose 20,00 de P2 -

Ceramida 10,20 e 3°
Veneno 0,30 20e 3°
2 Veneno 1,00 2°e 3°
Veneno 3,00 20e 3°
TNF 30
Veneno 10, 20 ¢ 3°
3 P2 10** 20 30
P3 1°
Esfingomielinase 10, 2°¢ 3°
Veneno 0,30 30
4 Veneno 1,00 30
Veneno 3,00 30
TNF 20 *% e 30 *%
Esfingomielinase -

5 P2 -

P3 -
Veneno -
Dose 1,00 de P2 -

6 Dose 1,50 de P2 -

Dose 3,00 de P2 -

PMA 10 nM -

7* TNF -
Veneno -

« Neste experimento néo foi detectada diferenca significante entre os

dias, logo foi construido apenas um intervalo.

** O limite inferior do intervalo de confianga nesse caso esta acima do

valor 100.

A Tabela 5.1.2 apresenta as comparacdes em que foram detectadas diferencas
significantes entre as médias do indice de viabilidade dos tratamentos para cada
experimento (nivel de significancia de 5%). Na Tabela 5.1.3 sdo apresentadas as

comparacgdes entre os dias para cada reagente (somente para os Experimentos 2 a 4).

Tabela 5.1.2: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade dos tratamentos

cujas diferencas séo significantes (Experimentos 1 a 7).



Experimento Comparacao Dia

dose 1,00 — dose 0,01 -
dose 3,00 — dose 0,01 -
dose 10,00 — dose 0,01 -
dose 20,00 — dose 0,01 -
dose 1,00 — dose 0,30 -
1 dose 3,00 — dose 0,30 -
dose 10,00 — dose 0,30 -
dose 20,00 — dose 0,30 -
dose 3,00 — dose 1,00 -
dose 10,00 — dose 1,00 -
dose 20,00 — dose 1,00 -

TNF — Ceramida 20e 3°
Veneno 0,30 — Ceramida 20e 3°
2 Veneno 1,00 — Ceramida 20e 3°
Veneno 3,00 - Ceramida 20e 3°
Veneno 0,30 — TNF 20
3 P2 — Esfingomielinase 1°
Veneno — P3 30
Veneno 0,30 — TNF 2°e 3°
Veneno 1,00 — TNF 20e 3°
4 Veneno 3,00 — TNF 20e 3°
Ceramida — TNF 20e 3°
Veneno 0,30 - Ceramida 3°
Veneno 1,00 - Ceramida 30
P2 - Ceramida -
5 Veneno — Ceramida -
Veneno — Esfingomielinase -
6 dose 1,50 — dose 0,03 -
dose 3,00 — dose 0,03 -
PMA 1nM — Ceramida -
Veneno — Ceramida -
- PMA 10 nM - PMA 1 nM -

TNF —PMA 1 nM -
Veneno - PMA 1 nM -
Veneno — PMA 10 nM -

« Neste experimento néo foi detectada diferenca significante entre os dias,
logo as comparagdes foram feitas considerando os dados do 1° e 3° dia.
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Tabela 5.1.3: Comparacfes entre as médias do indice de viabilidade observadas nos
diferentes dias para cada reagente cujas diferencas sédo significantes (Experimentos 2,3
e 4).

Experimento Comparacao Reagente

2 Dia2-Dial Todos
Dia3-Dial Todos
Dia3-Dial Veneno

3 Dia3-Dia2 Veneno
Dia2-Dial P2
Dia3-Dial P2

4 Dia2-Dial TNF
Dia3-Dial Veneno 0,30

Para os Experimentos 5 e 6 foi utilizado o método de agrupamento de médias
propostos por Bussab (1976). Este método tém como objetivo a formacdo de grupos
homogéneos de médias. Os grupos sdo construidos de modo que as médias relativas
aos tratamentos que foram alocados em grupos diferentes sejam significativamente
diferentes e as de tratamentos alocados no mesmo grupo ndo sejam. Adotando o nivel
de significancia de 5%, obteve-se para o Experimento 5 que as médias dos reagentes
foram agrupados da seguinte forma (grupos entre colchetes): [Veneno]; [P2 e P3];
[Esfingomielinase e Ceramida]. No Experimento 6, os grupos formados foram: [dose
0,03]; [doses 0,10, 0,30 e 1,00]; [doses 1,50 e 3,00].

No Experimento 8, diferentemente dos demais, foram analisados os fatores
Reagente e Tetraciclina. Na Tabela D.45 sdo apresentados os niveis descritivos da
ANOVA, podendo-se verificar que ha evidéncias de efeito de interacdo entre os fatores
(p=0,002), ou seja, as diferencas entre as médias do indice de viabilidade das células
do grupo Controle e Veneno ndo sdo as mesmas para as diferentes doses de
tetraciclina.

Foram realizadas comparacdes mdultiplas utilizando o método de Tukey (Neter
et al.,, 1996) das médias dessa variavel entre as doses de tetraciclina (Tabela D.46 a
D.47). Para o grupo Controle foi detectada diferenca significante apenas entre as doses
0 e 500 (p=0,028), enquanto que para o Veneno foram encontradas as diferencas
significantes entre as doses 0 e 150 (p<0,001), 0 e 500 (p=0,005) e entre 50 e 150
(p=0,001).
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Na Tabela D.48 sdo apresentadas as comparacdes multiplas entre as médias
do indice de viabilidade do grupo Controle e Veneno, para as diferentes doses de
tetraciclina. Pode-se detectar diferenca significante para as doses 0 (p<0,001) e 50
(p=0,033).

5.2 Expressao de Marcadores de Superficie

Para as variaveis 32M, CD29, CD58 e CD59 do Experimento 1 e MHC | do
Experimento 3, a técnica estatistica utilizada foi o teste t de Student para duas amostras
(Bussab e Morettin, 2002) para comparar as medias correspondentes aos grupos
Controle e Veneno. Verifica-se que existem diferencas significantes apenas entre as
médias da variavel 2M do Experimento 1 para as doses 0,00 e 20,00 (p<0,001), sendo
que a estimativa dessa diferenca é 29,60 com o intervalo com 95% de confianca dado
por [26,98; 32,22]. Para as demais variaveis foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes, considerando um nivel de significancia igual a 5%.

Na analise das demais variaveis foi utilizada um modelo de analise de variancia
com um fator fixo, sendo controlada a dose de veneno. Nao foi detectada diferenca
significante entre as médias das variaveis DAF e CD29 (Experimento 2) para as
diferentes doses de veneno, com p =0,199 e 0,157, respectivamente.

Para a variavel DAF do Experimento 1 foi encontrado um nivel descritivo (p-
valor) igual a 0,013, evidenciando a diferenca entre as médias das diferentes doses. Na
Tabela E.1 sdo apresentadas as comparacdes entre as medias; observa-se que
somente entre as doses 0,00 e 12,00 a diferenca encontrada é significante (p=0,012).

Considerando as variaveis EGRF do Experimento 1 e 2M do Experimento 2
foram detectadas diferencas significantes entre as médias para as diferentes doses
(p=0,007 e p<0,001, respectivamente). Nao foram detectadas diferencas significantes
entre as meédias da variavel EGRF entre as doses 0,00 e 12,00 e para a variavel f2M
entre as doses 0,00 e 20,00.

Na analise das variaveis MHC | dos Experimentos 1 e 2 e MCP do Experimento

1, foram detectadas diferencas significantes entre as suas médias para as diferentes
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doses (p=0,001; p<0,001 e p=0,002, respectivamente). Pelas Tabelas E.3, E.6 e E.7
verifica-se que somente entre as doses 12,00 e 20,00 ndo foram detectadas diferencas
significantes.

Para as varidveis MCP do Experimento 1, f2M e EGRF do Experimento 2,
também foram detectadas diferencas significantes entre as suas médias para as
diferentes doses (p=0,001; p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Mas nesse caso
foram detectadas diferencas significantes para todas as comparacdes (Tabelas E.2, E.8
e E.9).

Para a analise dos dados dos Experimentos 4 e 5 utilizou-se o modelo de
regressado multipla (Bussab e Morettin, 2002), com o intuito de verificar a influéncia do
Reagente e do Tempo decorrido nas variaveis em questao.

No Experimento 4 foi considerada a variavel anexina como resposta e como
variaveis independentes o Reagente (Veneno ou Controle) e Tempo decorrido (variavel
continua). Na Tabela E.10, sdo apresentados as estimativas dos coeficientes do
modelo e seus respectivos p-valores referentes ao teste de significancia. Adotando um
nivel de significancia de 5%, verifica-se que o coeficiente Veneno é significante e
portanto existe diferenca entre as médias de anexina dos grupos Veneno e Controle
(p=0,004) e essa diferenca € estimada em 3,11. Observa-se também que ndo ha
variacado significante da média da variavel anexina com a passagem dos dias para o
grupo Veneno (p=0,084).

Para o Experimento 5, a variavel resposta € a presenca de anexina. Pela
Tabela E.11, pode-se verificar que existe uma variagdo de 10,59% na média da
presenca de anexina devido a aplicacdo do Veneno (para as duas doses controladas).
Observa-se também que existe variacdo na média dessa variavel com a passagem dos
dias, para o grupo sob a aplicacdo do Veneno 1,00 a média da presenca de anexina
aumenta em 7,44% por dia decorrido e para o grupo Veneno 3,00 este aumento € de
15,20%.

6. Conclusao
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No estudo de viabilidade celular, considerando a variavel indice de viabilidade,

foram encontradas diferencas significantes das médias entre o grupo Controle e os

seguintes reagentes:

No Experimento 1: doses 1,00, 3,00, 10,00 e 20,00 de P2;

No Experimento 2: Ceramida no 1° dia, Ceramida, Veneno 0,03, Veneno 1,00,
Veneno 3,00 no 2° dia e Ceramida, Veneno 0,03, Veneno 1,00, Veneno 3,00 e TNF
no 3° dia;

No Experimento 3: Veneno, P2 , P3 e Esfingomielinase no 1° dia e Veneno, P2 e
Esfingomielinase no 2° e 3° dias;

No Experimento 4: TNF no 2° dia e Veneno 0,03, Veneno 1,00, Veneno 3,00 e TNF
no 3° dia;

No Experimento 5: Esfingomielinase, P2, P3 e Veneno;

No Experimento 6: doses 1,00, 1,50 e 3,00 de P2;

No Experimento 7: PMA 10 nM, TNF e Veneno;

No Experimento 8: Veneno, para as células sob a acdo de 0 e 50 UM de tetraciclina.

Para o estudo de expressao de marcadores de superficie, de acordo com 0s

experimentos considerados foram encontradas diferencas significantes entre o grupo

Controle e as doses de veneno para as seguintes variaveis:

Experimento 1: 32M, DAF, MCP e MHC |,
Experimento 2: CD59, MCP, MHC |, 2M e EGREF;
Experimento 4: anexina;

Experimento 5: presenca de anexina.
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Tabela A.1: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 1.

Dose de P2 (ug/mL) Meédia Desvio Padrdo Minimo Maximo

0,00 (Controle) 100,00 14,53 84,86 113,84
0,01 106,01 18,22 89,56 125,59
0,30 116,45 13,44 102,09 128,72
1,00 77,02 10,36 69,19 88,77
3,00 40,99 4,36 36,29 44 91
10,00 47,26 2,07 45,69 49,61
20,00 39,69 1,20 38,64 40,99
n=3

9¢



Tabela A.2: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 2.

Tempo decorrido (dias)

1 2 3
Reagente Dose Média Desvio Minimo Maximo Média Desvio Minimo Maximo Média Desvio Minimo Maximo
(ug/mL) Padrio Padrio Padréo
Controle . 100,00 6,44 95,42 109,50 100,00 11,73 86,56 114,21 100,00 5,53 95,09 107,59

Veneno 030 9085 4,06 86,98 9542 66,01 1473 5198 8348 6382 4,14 5995 69,48
Veneno 1,00 9742 3,76 92,61 101,06 7254 899 6658 8579 67,54 578 6293 7543
Veneno 300 100,12 1,48 9871 101,99 66,77 3,16 62,74 70,42 6367 462 5816 69,48

Ceramida - 84,87 2,25 82,75 87,45 27,78 8,66 18,95 39,69 1990 4,19 1529 2541
TNE - 99,65 8,78 87,92 109,03 9347 24,16 70,42 127,27 79,60 8,79 69,48 90,32
n=4

LC



Tabela A.3: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 3.

Tempo decorrido (dias)

1 2 3
Reagente Méedia Desv~i0 Minimo Maximo Média Desv~i0 Minimo Maximo Média Desv~i0 Minimo Maximo
Padréo Padréo Padréo

Controle 100,00 4,02 95,08 104,92 100,00 9,15 87,77 109,43 100,00 6,24 91,85 104,89
veneno 9555 3,18 92,27 99,30 8945 12,08 79,93 106,44 7463 6,82 67,65 8348

P2 105,74 3,51 101,17 109,13 89,26 2,74 87,77 9337 86,97 4,71 81,61 90,92

P3 94,73 3,51 91,33 99,30 97,95 3,64 94,12 102,33 99,77 6,69 90,92 105,82
Esfingomielinase 90,98 4,32 86,65 96,96 96,55 573 91,13 102,71 89,06 7,13 79,75 94,65

n=4

8¢



Tabela A.4: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 4.

Tempo decorrido (dias)

1 2 3

Reagente Dose Média Desvio Minimo Maximo Média Desvio Minimo Maximo Média Desvio Minimo Maximo
(ug/mL) Padrio Padrio Padréo

Controle . 100,00 5,48 9423 107,35 100,00 3,21 96,03 103,65 100,00 5,26 92,81 104,61

Veneno 030 100,34 2,62 9695 102,83 9302 605 858 9921 7990 547 7511 87,65
Veneno 1,00 9322 672 8338 9830 91,59 666 8334 97,30 80,55 1239 64,04 90,96
Veneno 300 9921 565 9333 10599 9857 546 9223 104,28 8387 557 7695 88,38

Ceramida - 103,05 0,58 102,37 103,73 95,08 8,31 84,61 102,38 99,08 4,30 95,39 103,50
TNE - 106,67 5,43 98,76 110,97 124,75 7,80 116,98 133,47 109,13 1554 87,65 123,79
n=4

62



Tabela A.5: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 5.

Reagente Média  Desvio Padrdo  Minimo Maximo
Controle 100,00 3,80 96,41 103,28
Veneno 76,73 6,05 71,42 83,91

P2 82,82 5,29 78,29 89,54

P3 86,00 2,52 83,91 89,54
Esfingomielinase 90,01 4,16 83,91 93,28
Ceramida 95,94 4,79 88,91 99,53

n=4

Tabela A.6: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 6.

Dose de P2 (ug/mL) Média  Desvio Padrdo  Minimo Méaximo

0,00 (Controle) 100,00 4,58 96,41 105,16
0,03 105,16 9,49 96,41 115,25
0,10 83,86 10,94 74,22 95,74
0,30 83,41 12,50 74,89 97,76
1,00 79,37 8,57 69,51 84,98
1,50 65,70 7,26 57,40 70,85
3,00 63,23 7,85 54,71 70,18
n=3

o€



Tabela A.7: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 7.

Tempo decorrido (dias)

1 3
Reagente I(Drg) ,\7(; Media Eaeds;lz?i\cc)) Minimo Maximo Media Eaeds;lz?i\cc)) Minimo Maximo
Controle - 100,00 7,88 91,06 10596 100,00 2,28 98,68 102,64
Veneno - 6589 8,68 56,29 73,18 5744 7,06 51,79 6535
Ceramida - 87,75 1293 75,17 100,99 86,25 791 7834 94,16
TNE - 71,85 8,09 66,23 81,13 7834 056 77,78 7891
PMA 1 102,65 13,12 91,06 116,89 107,53 6,90 101,51 115,07
PMA 10 7483 19,42 56,29 9503 87,76 439 8286 9134

n=3

T€



Tabela A.8: Medidas-resumo do indice de viabilidade para o Experimento 8.

Dose de Tetraciclina

Reagente (uM) Média Desvio Padrdao Minimo Maximo
Controle ) 100,00 5,97 93,33 104,84
Tetraciclina 50 91,16 5,76 85,57 97,08
Tetraciclina 150 82,32 4,03 78,07 86,07
Tetraciclina 500 63,97 2,65 61,55 66,81
Veneno - 93,24 5,49 87,07 97,58
Veneno+Tetraciclina 50 75,98 6,61 68,81 81,82
Veneno+Tetraciclina 150 101,92 7,64 94,08 109,34
Veneno+Tetraciclina 500 85,82 6,23 79,07 91,33
n=3

(A
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Gréfico B.1. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 1.
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Gréfico B.2. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrédo) para o Experimento 2.
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Gréfico B.3. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros
padrdo) para o Experimento 3.
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Gréfico B.4. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 4.
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Gréfico B.5. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 5.
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Gréfico B.6. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 6.
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Gréfico B.7. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 7.
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Gréfico B.8. Perfis médios do indice de viabilidade (com os correspondentes erros

padrdo) para o Experimento 8.
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Tabela C.1: Dados referentes ao marcador CD59 do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 39,3 31,6 78,5 4498
1 Veneno 12,00 41,5 36,5 70,3 4582
2 Veneno 12,00 43,9 37,9 67,3 4604
1 Veneno 20,00 46,4 39,2 66,8 4580
2 Veneno 20,00 43,8 37,9 65,3 4553

Tabela C.2: Dados referentes ao marcador DAF do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 13,9 11,1 205,4 4826
2 Controle 0,00 12,0 10,4 145,4 4835
1 Veneno 12,00 9,8 8,4 182,5 4832
2 Veneno 12,00 11,2 8,7 683,8 4858
1 Veneno 20,00 11,6 9,7 208,5 4872
2 Veneno 20,00 12,2 9,7 469,5 4818

Tabela C.3: Dados referentes ao marcador MCP do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 50,9 11,1 398,3 4693
2 Controle 0,00 54,0 10,0 407,8 4720
1 Veneno 12,00 28,8 51 579,5 4797
2 Veneno 12,00 27,1 5,2 616,7 4808
1 Veneno 20,00 15,7 2,5 1249,6 4815
2 Veneno 20,00 43,9 2,9 766,6 4869

Tabela C.4: Dados referentes ao marcador MHC | do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (mg/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 13,3 8,7 257,6 4775
2 Controle 0,00 15,0 9,7 425,4 4765
1 Veneno 12,00 3,8 2,1 706,0 4871
2 Veneno 12,00 3,7 19 768,1 4865
1 Veneno 20,00 6,2 2,8 1294,2 4867
2 Veneno 20,00 5,0 3,4 143,8 4876
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Tabela C.5: Dados referentes ao marcador 2M do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 43,8 34,0 85,4 4597
2 Controle 0,00 45,3 35,2 85,4 4615
1 Veneno 12,00 11,0 5,8 1033,1 4862
1 Veneno 20,00 6,1 4,9 369,4 4872
2 Veneno 20,00 5,6 51 119,6 4870

Tabela C.6: Dados referentes ao marcador EGRF do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana cv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 11,0 6,5 964,3 4870
2 Controle 0,00 9,1 8,1 120,3 4848
1 Veneno 12,00 8,7 6,0 342,8 4840
2 Veneno 12,00 17,2 11,1 240,4 4720
1 Veneno 20,00 44,1 36,5 140,0 4753
2 Veneno 20,00 36,9 30,5 92,5 4697

Tabela C.7: Dados referentes ao marcador CD29 do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 33,0 26,4 109,4 4523
2 Controle 0,00 32,8 24,6 181,9 4630
1 Veneno 12,00 25,3 18,4 88,2 4565
2 Veneno 12,00 27,5 21,3 91,0 4597

Tabela C.8: Dados referentes ao marcador CD58 do Experimento 1.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana cv N“rf‘ero de
células
1 Controle 0,00 19,7 6,5 781,1 4834
2 Controle 0,00 15,0 52 837,9 4846
1 Veneno 12,00 2,5 1,8 1528,9 4876
2 Veneno 12,00 8,1 4,4 954,1 4887
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Tabela C.9: Dados referentes ao marcador CD59 do Experimento 2.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 255,9 198,1 147,1 4033
2 Controle 0,00 277,2 198,1 170,5 3917
1 Veneno 12,00 161,5 111.,4 131,7 4040
2 Veneno 12,00 131,0 80,6 156,7 4109
1 Veneno 20,00 204,4 159,6 122,6 4223
2 Veneno 20,00 2154 159,6 156,9 4112

Tabela C.10: Dados referentes ao marcador DAF do Experimento 2.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 16,5 7,8 1558,8 4342
2 Controle 0,00 21,2 8,1 1484,1 4269
1 Veneno 12,00 20,5 7,5 1567,6 4036
2 Veneno 12,00 19,6 7,2 1651,0 4069
1 Veneno 20,00 22,6 7,0 1483,2 4115
2 Veneno 20,00 15,3 7,6 1430,4 4248

Tabela C.11: Dados referentes ao marcador MCP do Experimento 2.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 64,8 27,4 672,5 4166
2 Controle 0,00 77,0 29,4 566,1 4299
1 Veneno 12,00 48,0 14,9 878,7 4344
2 Veneno 12,00 47,6 12,0 932,2 4313
1 Veneno 20,00 41,7 8,7 1173,1 4099
2 Veneno 20,00 43,7 8,5 1082,5 4014




Tabela C.12: Dados referentes ao marcador MHC | do Experimento 2.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 51,8 21,3 701,7 4438
2 Controle 0,00 50,6 22,9 551,9 4341
1 Veneno 12,00 28,1 6,3 1090,2 4364
2 Veneno 12,00 26,6 51 1386,3 4395
1 Veneno 20,00 10,9 3,3 1953,3 4319
2 Veneno 20,00 13,3 3,2 1913,0 4540

Tabela C.13: Dados referentes ao marcador 2M do Experimento 2.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 168,6 115,5 239,9 4316
2 Controle 0,00 186,3 119,7 286,9 4019
1 Veneno 12,00 89,0 40,7 582,1 4283
2 Veneno 12,00 62,9 40,7 426,6 4052
1 Veneno 20,00 93,7 11,6 794,0 4019
2 Veneno 20,00 65,2 16,0 746,1 3945

Tabela C.14: Dados referentes ao marcador EGRF do Experimento 2.

Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 68,9 23,7 693,6 4284
2 Controle 0,00 46,3 23,7 632,9 4185
1 Veneno 12,00 39,4 16,6 769,0 4223
2 Veneno 12,00 31,0 16,0 902,4 4469
1 Veneno 20,00 25,0 11,1 1087,4 4335
2 Veneno 20,00 33,0 11,6 1028,2 4147
Tabela C.15: Dados referentes ao marcador CD29 do Experimento 2.
Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv Nlérglirlgsde
1 Controle 0,00 201,3 148,6 206,2 4324
2 Controle 0,00 217,2 165,5 195,1 4162
1 Veneno 12,00 205,0 148,6 234,4 3908
2 Veneno 12,00 194,4 143,3 238,2 3858
1 Veneno 20,00 163,8 119,7 252,0 3941
2 Veneno 20,00 203,4 138,2 194,9 3839
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Tabela C.16: Dados referentes ao marcador CD59 do Experimento 3.

.- . Numero de
Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana CV células
1 Controle 0,00 117,3 1114 49,7 4255
2 Controle 0,00 123,1 111,4 77,0 4269
1 Veneno 20,00 1141 107,5 50,4 4377
2 Veneno 20,00 116,3 107,5 50,1 4145
Tabela C.17: Dados referentes ao marcador DAF do Experimento 3.
.- . Numero de
Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv células
1 Controle 0,00 20,1 15,4 216,7 4244
2 Controle 0,00 17,1 15,4 83,6 4225
1 Veneno 20,00 17,8 13,8 151,6 4164
2 Veneno 20,00 16,2 14,3 83,2 4283
Tabela C.18: Dados referentes ao marcador MCP do Experimento 3.
.- . Numero de
Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv células
1 Controle 0,00 62,7 10,0 499,9 4205
2 Controle 0,00 61,2 10,0 581,5 4137
1 Veneno 20,00 40,0 5,8 1017,1 4241
2 Veneno 20,00 45,7 5,8 1074,4 4168
Tabela C.19: Dados referentes ao marcador MHC | do Experimento 3.
.- . Numero de
Tubo Reagente Dose (ug/mL) Média Mediana Ccv células
1 Controle 0,00 22,3 18,4 114,4 4173
2 Controle 0,00 11,7 9,3 173,7 3972
1 Veneno 20,00 15,3 10,8 312,0 4268
2 Veneno 20,00 11,7 9,1 173,7 3972
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Tabela C.20: Dados referentes ao marcador anexina do Experimento 4.

Dia Tubo Reagente Dose (ug/mL) Media Mediana ng;rg|ir|3§e
1 1 Controle 0,00 4,2 3,1 3755
1 2 Controle 0,00 4,4 3,2 3949
1 1 Veneno 3,00 7,6 7,0 1794
1 2 Veneno 3,00 9,7 8,9 3580
2 1 Veneno 3,00 9,2 8,7 3365
2 2 Veneno 3,00 10,8 10,6 1532
3 1 Veneno 3,00 9,8 9,3 2654
3 2 Veneno 3,00 11,1 11,1 1931

Tabela C.21: Dados referentes ao marcador anexina do Experimento 5.

Dia Tubo Reagente Dose (ug/mL) Z;e:ﬁg?(%a ngjrglirlgs(,j €
1 1 Controle 0,00 12,4 5220
1 2 Controle 0,00 12,0 5000
1 1 Veneno 1,00 21,8 5000
1 2 Veneno 1,00 25,3 5000
1 1 Veneno 3,00 26,3 5000
1 2 Veneno 3,00 23,9 5000
2 1 Veneno 1,00 25,0 5000
2 2 Veneno 1,00 29,0 5000
2 1 Veneno 3,00 26,8 5000
2 2 Veneno 3,00 43,2 5000
3 1 Veneno 1,00 39,7 5000
3 2 Veneno 1,00 38,8 5000
3 1 Veneno 3,00 53,5 5000
3 2 Veneno 3,00 55,8 5000

Tabela C.22: Dados referentes ao marcador anexina do Experimento 6.

Reagente Presenca de Numero de
anexina (%) Células
Controle 27,3 2100
Veneno 3,00 pg/mL 45,1 3660
P2 20,00 pg/mL 48,1 5000
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Tabela D.1: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade para o

Experimento 1.

Dose de P2 (ug/mL) Intervalo de Confianca

0,01 [85,73; 128,56]
0,30 [94,66; 141,96]
1,00 [62,53; 93,78]
3,00 [33,35; 50,01]
10,00 [38,57; 57,84]
20,00 [32,40; 48,59]

Tabela D.2: Comparacfes entre as meédias do indice de viabilidade para o

Experimento 1.

Comparacao entre as Diferenca das intervalo de
_ Confianca da p-valor
doses (ug/mL) médias _
diferenca

0,30-0,01 11,04 [-19,73; 52,83] 0,876
1,00 -0,01 -28,68 [-49,04; -1,08] 0,041
3,00-0,01 -64,77 [-75,63; -50,05] < 0,001
10,00 - 0,01 -58,32 [-70,86; -41,29] < 0,001
20,00 -0,01 -65,94 [-76,47; -51,64] < 0,001
1,00 - 0,30 -39,55 [-59,77; -12,06] 0,007
3,00 -0,30 -75,41 [-86,23; -60,78] < 0,001
10,00 - 0,30 -69,01 [-81,48; -52,07] < 0,001
20,00 -10,30 -76,59 [-87,09; -62,36] < 0,001
3,00 - 1,00 -35,95 [-46,76; -21,28] < 0,001
10,00 - 1,00 -29,52 [-42,02; -12,56] 0,002
20,00 -1,00 -37,12 [-47,62; -22,87] < 0,001
10,00 - 3,00 6,42 [-6,05; 23,35] 0,613
20,00 - 3,00 -1,16 [-11,64; 13,06] 0,999

20,00 - 10,00 -7,56 [-18,00; 6,61] 0,437
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Tabela D.3: Quadro da ANOVA para o Experimento 2.

Fator

p-valor

Reagente
Dia

Reagente * Dia

< 0,001
< 0,001
< 0,001

Tabela D.4: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 1° dia

— Experimento 2.

Reagente

Intervalo de Confianca

Ceramida
Veneno 0,30 pg/mL
Veneno 1,00 pg/mL
Veneno 3,00 pg/mL

TNF

[75,43; 94,30]
[81,42; 100,28]
[87,99; 106,85]
[90,69; 109,55]
[90,22; 109,08]

Tabela D.5: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 2° dia

— Experimento 2.

Reagente

Intervalo de Confianca

Ceramida
Veneno 0,30 pg/mL
Veneno 1,00 pg/mL
Veneno 3,00 pg/mL

TNF

[18,35; 37,22]
[50,75; 69,61]
[63,10; 81,97]
[57,34; 76,20]
[90,22; 109,08]




Tabela D.6: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 3° dia

— Experimento 2.

Reagente

Intervalo de Confianca

Ceramida
Veneno 0,30 pg/mL
Veneno 1,00 pg/mL
Veneno 3,00 pg/mL

TNF

[10,47; 29,33]
[54,39; 73,25]
[58,11; 76,97]
[54,24; 73,10]
[70,17; 89,03]

Tabela D.7: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade dos reagentes

no 1° dia — Experimento 2.

_ Intervalo de
Diferenca das

Comparacao adias Confianca da p-valor

diferenca
TNF — Ceramida 14,78 [-1,31;30,87] 0,102
Veneno 0,30 pg/mL - Ceramida 5,98 [-10,11; 22,08] 0,989
Veneno 1,00 ug/mL - Ceramida 12,56 [-3,54; 28,65] 0,285
Veneno 3,00 pg/mL - Ceramida 15,25 [-0,84; 31,34] 0,080
Veneno 0,30 pg/mL - TNF -8,80 [-24,89; 7,29] 0,810
Veneno 1,00 pg/mL - TNF -2,23 [-18,32; 13,86] 1,000
Veneno 3,00 pg/mL - TNF 0,47 [-15,62; 16,56] 1,000
Veneno 1,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL 6,57 [-9,52; 22,66] 0,975
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL 9,27 [-6,82; 25,36] 0,750

Veneno 3,00 pug/mL - Veneno 1,00 pug/mL 2,70 [-13,39; 18,79] 1,000
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Tabela D.8: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade dos reagentes

no 2° dia — Experimento 2.

_ Intervalo de
Diferenca das _
Comparacao o Confianca da p-valor
médias _
diferenca
TNF — Ceramida 54,42 [38,33; 70,51] < 0,001
Veneno 0,30 pg/mL - Ceramida 32,40 [16,31; 48,49] < 0,001
Veneno 1,00 pg/mL - Ceramida 44,75 [28,66; 60,84] < 0,001
Veneno 3,00 pg/mL - Ceramida 38,99 [22,90; 55,08] < 0,001
Veneno 0,30 pg/mL - TNF -22,02 [-38,11; -5,93] 0,001
Veneno 1,00 pg/mL - TNF -9,67 [-25,76; 6,42] 0,694
Veneno 3,00 pg/mL - TNF -15,43 [-31,52; 0,66] 0,072
Veneno 1,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL 12,36 [-3,74; 28,45] 0,308
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL 6,59 [-9,50; 22,68] 0,975
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 1,00 pg/mL -5,76 [-21,85; 10,33] 0,992

Tabela D.9: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade dos reagentes

no 3° dia — Experimento 2.

_ Intervalo de
Diferenca _
Comparacao o Confianca da p-valor
das médias _
diferenca
TNF — Ceramida 59,70 [43,61; 75,79] < 0,001
Veneno 0,30 pg/mL — Ceramida 43,92 [27,83; 60,01] < 0,001
Veneno 1,00 pg/mL — Ceramida 47,64 [31,55; 63,73] < 0,001
Veneno 3,00 ug/mL — Ceramida 43,77 [27,68; 59,86] < 0,001
Veneno 0,30 pg/mL - TNF -15,78 [-31,87; 0,31] 0,060
Veneno 1,00 ug/mL — TNF -12,06 [-28,15; 4,03] 0,345
Veneno 3,00 ug/mL — TNF -15,94 [-32,03; 0,16] 0,055
Veneno 1,00 pg/mL — Veneno 0,30 pg/mL 3,72 [-12,37; 19,81] 1,000
Veneno 3,00 pg/mL — Veneno 0,30 pg/mL -0,15 [-16,24; 15,94] 1,000

Veneno 3,00 pg/mL — Veneno 1,00 pg/mL -3,87 [-19,96; 12,22] 1,000
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Tabela D.10: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Ceramida nos diferentes dias — Experimento 2.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dia 1l -57,08 [-73,17; -40,99] < 0,001

Dia 3-Dia 1l -64,96 [-81,05; -48,87] < 0,001

Dia 3 - Dia 2 -7,88 [-23,97; 8,21] 0,903

Tabela D.11: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente TNF nos diferentes dias — Experimento 2.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dia 1l -17,44 [-33,54; -1,35] 0,023

Dia 3-Dia 1l -20,04 [-36,13; -3,95] < 0,001

Dia 3 - Dia 2 -2,60 [-18,69; 13,49] 1,000

Tabela D.12: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Veneno 0,30 pg/mL nos diferentes dias — Experimento 2.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dial -30,67 [-46,76; -14,58] < 0,001

Dia 3-Dial -27,03 [-43,12; -10,94] < 0,001

Dia 3 - Dia 2 3,64 [-12,45; 19,73] 1,000
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Tabela D.13: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Veneno 1,00 pg/mL nos diferentes dias — Experimento 2.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dia 1 -24,88 [-40,98; -8,79] < 0,001

Dia 3-Dia 1l -29,88 [-45,97; -13,79] < 0,001

Dia 3 - Dia 2 -4,99 [-21,08; 11,10] 0,998

Tabela D.14: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Veneno 3,00 pg/mL nos diferentes dias — Experimento 2.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 - Dia 1 -33,34 [-49,44; -17,25] < 0,001

Dia 3-Dia 1l -36,45 [-52,44; -20,36] < 0,001

Dia 3 - Dia 2 -3,10 [-19,19; 12,99] 1,000

Tabela D.15: Quadro da ANOVA para o Experimento 3.

Efeito p-valor
Reagente 0,001
Dia < 0,001
Reagente * Dia < 0,001

Tabela D.16: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 1°

dia — Experimento 3.

Reagente Intervalo de Confianca
Veneno [92,56; 98,54]
P2 [102,75; 108,73]
P3 [91,74; 97,72]

Esfingomielinase [87,99; 93,97]
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Tabela D.17: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 2°

dia — Experimento 3.

Reagente Intervalo de Confianga
Veneno [86,46; 92,44]
P2 [86,27; 92,25]
P3 [94,96; 100,94]
Esfingomielinase [93,56; 99,54]

Tabela D.18: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 3°

dia — Experimento 3.

Reagente Intervalo de Confianga
Veneno [71,64; 77,62]
P2 [83,98; 89,96]
P3 [96,78; 102,76]
Esfingomielinase [86,07; 92,05]

Tabela D.19: Comparacbes entre as médias do indice de viabilidade dos

reagentes no 1° dia — Experimento 3.

Intervalo de Confianga

Comparacgéo Diferenca das médias _ p-valor

da diferenca
P2 — Esfingomielinase 14,75 [0,19; 29,32] 0,045
P3 — Esfingomielinase 3,75 [-10,82; 18,31] 1,000
Veneno — Esfingomielinase 4 57 [-10,00; 19,13] 0,993
P3 - P2 -11,01 [-25,57; 3,56] 0,296
Veneno — P2 -10,19 [-24,75; 4,38] 0,405

Veneno — P3 0,82 [-13,75; 15,39] 1,000
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Tabela D.20: Comparacbes entre as médias do indice de viabilidade dos

reagentes no 2° dia — Experimento 3.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor

da diferenca
P2 — Esfingomielinase -7,28 [-21,85;7,28] 0,835
P3 — Esfingomielinase 1,40 [-13,17;15,97] 1,000
Veneno — Esfingomielinase -7,10 [-21,66;7,47] 0,856
P3 - P2 8,68 [-5,88;23,25] 0,637
Veneno — P2 0,19 [-14,38;14,75] 1,000
Veneno — P3 -8,50 [-23,06; 6,07] 0,666

Tabela D.21: Comparacbes entre as médias do indice de viabilidade dos

reagentes no 3° dia — Experimento 3.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca
P2 — Esfingomielinase -2,09 [-16,66; 12,47] 1,000
P3 — Esfingomielinase 10,71 [-3,86; 25,27] 0,334
Veneno — Esfingomielinase -14,43 [-29,00; 0,14] 0,054
P3 - P2 12,80 [-1,77; 27,37] 0,130
Veneno — P2 -12,34 [-26,90; 2,23] 0,164
Veneno — P3 -25,14 [-39,70; -10,57] < 0,001

Tabela D.22: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Veneno nos diferentes dias — Experimento 3.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dia 1l -6,10 [-20,67; 8,47] 0,941

Dia 3-Dial -20,92 [-35,48; -6,35] < 0,001

Dia 3 - Dia 2 -14,82 [-29,38; -0,25] 0,043
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Tabela D.23: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente P2 nos diferentes dias — Experimento 3.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dia 1l -16,48 [-31,04; -1,91] 0,016

Dia 3-Dia 1l -18,77 [-33,34; -4,21] 0,003

Dia 3 - Dia 2 -2,30 [-16,86; 12,27] 1,000

Tabela D.24: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente P3 nos diferentes dias — Experimento 3.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 -Dia 1l 3,22 [-11,35; 17,78] 1,000

Dia 3-Dial 5,04 [-9,53; 19,60] 0,985

Dia 3 - Dia 2 1,82 [-12,74; 16,39] 1,000

Tabela D.25: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Esfingomielinase nos diferentes dias — Experimento 3.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 - Dia 1 5,56 [-9,00; 20,18] 0,969

Dia 3-Dial -1,92 [-16,49; 12,64] 1,000

Dia 3 - Dia 2 -7,48 [-22,05; 7,08] 0,810

Tabela D.26: Quadro da ANOVA para o Experimento 4.

Efeito p-valor
Reagente < 0,001
Dia < 0,001

Reagente * Dia < 0,001




55

Tabela D.27: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 1°

dia — Experimento 4.

Reagente Intervalo de Confianga
Ceramida [92,67; 113,44]
Veneno 0,30 pg/mL [89,95; 110,72]
Veneno 1,00 pg/mL [82,83; 103,60]
Veneno 3,00 pug/mL [88,82; 109,59]
TNF [96,29; 117,06]

Tabela D.28: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 2°

dia — Experimento 4.

Reagente Intervalo de Confianca
Ceramida [84,70; 105,47]
Veneno 0,30 pg/mL [82,63; 103,41]
Veneno 1,00 pg/mL [81,21; 101,98]
Veneno 3,00 pug/mL [88,19; 108,96]
TNF [114,36; 135,13]

Tabela D.29: Intervalos de Confianca das médias do indice de viabilidade no 3°

dia — Experimento 4.

Reagente Intervalo de Confianga

Ceramida [88,69; 109,46]
Veneno 0,30 pg/mL [69,52; 90,29]
Veneno 1,00 pug/mL [70,16; 90,93]
Veneno 3,00 pug/mL [73,48; 94,25]

TNF [105,90; 126,67]




Tabela D.30: Comparacbes entre

reagentes no 1° dia — Experimento 4.

as médias do

56

indice de viabilidade dos

Diferenca das

Intervalo de

Comparacao adias Confianca da p-valor

diferenca
TNF — Ceramida 3,62 [-12,73; 19,67] 1,000
Veneno 0,30 pg/mL - Ceramida -2,71 [-19,06; 13,63] 1,000
Veneno 1,00 pg/mL - Ceramida -9,84 [-26,18; 6,51] 0,691
Veneno 3,00 ug/mL - Ceramida -3,85 [-20,19; 12,50] 1,000
Veneno 0,30 pg/mL - TNF -6,33 [-22,68; 10,01] 0,195
Veneno 1,00 pg/mL - TNF -13,46 [-29,80; 2,89] 0,213
Veneno 3,00 pg/mL - TNF -7,47 [-23,81; 8,88] 0,941
Veneno 1,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL -7,13 [-23,47; 9,22] 0,958
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL -1,13 [-17,48; 15,21] 1,000
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 1,00 pg/mL 5,99 [-10,35; 22,34] 0,990

Tabela D.31: Comparacbes entre as médias do indice de viabilidade dos

reagentes no 2° dia — Experimento 4.

Diferenca das

Intervalo de

Comparacao adias Confianca da p-valor
diferenca
TNF - Ceramida 29,67 [13,32; 46,01] < 0,001
Veneno 0,30 pg/mL - Ceramida -2,06 [-18,41; 14,28] 1,000
Veneno 1,00 pg/mL - Ceramida -3,49 [-19,84; 12,85] 1,000
Veneno 3,00 ug/mL - Ceramida 3,49 [-12,86; 19,84] 1,000
Veneno 0,30 pg/mL - TNF -31,73 [-48,07; -15,38] < 0,001
Veneno 1,00 pg/mL - TNF -33,16 [-49,50; -16,81] < 0,001
Veneno 3,00 ug/mL - TNF -26,18 [-42,52; -9,83] < 0,001
Veneno 1,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL -1,43 [-17,78; 14,92] 1,000
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 0,30 pg/mL 5,55 [-10,79; 21,90] 0,995
Veneno 3,00 pg/mL - Veneno 1,00 pg/mL 6,98 [-9,36; 23,33] 0,964




Tabela D.32: Comparacbes entre as médias

reagentes no 3° dia — Experimento 4.
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do indice de viabilidade dos

_ Intervalo de
Diferenca _
Comparacao o Confianca da p-valor
das médias _
diferenca

TNF - Ceramida 17,21 [0,87; 33,56] 0,031

Veneno 0,30 pg/mL - Ceramida -19,18 [-35,52; -2,83] 0,009
Veneno 1,00 pg/mL - Ceramida -18,53 [-34,88; -2,19] 0,014

Veneno 3,00 ug/mL - Ceramida -15,21 [-31,56; 1,13] 0,092
Veneno 0,30 pg/mL - TNF -36,39 [-52,73; -20,04] < 0,001
Veneno 1,00 pg/mL - TNF -35,74 [-52,09; -19,40] < 0,001
Veneno 3,00 ug/mL — TNF -32,42 [-48,77; -16,08] < 0,001
Veneno 1,00 pg/mL — Veneno 0,30 pg/mL 0,64 [-15,70; 16,99] 1,000
Veneno 3,00 pg/mL — Veneno 0,30 pg/mL 3,96 [-12,38; 20,31] 1,000
Veneno 3,00 pg/mL — Veneno 1,00 pg/mL 3,32 [-13,03; 19,67] 1,000

Tabela D.33: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Ceramida nos diferentes dias — Experimento 4.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 - Dia 1 -7,97 [-24,32; 8,38] 0,906

Dia 3-Dial -3,97 [-20,32; 12,37] 1,000

Dia 3 - Dia 2 4,00 [-12,35; 20,34] 1,000

Tabela D.34: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para

reagente TNF nos diferentes dias — Experimento 4.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia 2 - Dia 1 18,07 [1,73; 34,42] 0,018

Dia 3-Dial 9,62 [-6,73; 25,96] 0,722

Dia 3 - Dia 2 -8,46 [-24,80; 7,89] 0,862
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Tabela D.35: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o
reagente Veneno 0,30 pug/mL nos diferentes dias — Experimento 4.
Comparacao Diferenca das médias intervalo (_je Conflanga p-valor
da diferenca
Dia 2 — Dia 1 -7,32 [-23,67; 9,03] 0,949
Dia 3 -Dia 1 -20,44 [-36,78; 4,09] 0,004
Dia 3 - Dia 2 -13,12 [-29,46; 3,23] 0,246
Tabela D.36: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o
reagente Veneno 1,00 pg/mL nos diferentes dias — Experimento 4.
Comparacao Diferenca das médias intervalo (_je Conflanga p-valor
da diferenca
Dia 2 — Dia 1 -1,62 [-17,97; 17,72] 1,000
Dia 3 -Dia 1 -12,67 [-10,35; 22,34] 0,294
Dia 3 — Dia 2 -11,04 [-27,39; 5,30] 0,512
Tabela D.37: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade para o

reagente Veneno 3,00 pg/mL nos diferentes dias — Experimento 4.

_ _ . Intervalo de Confianga
Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Dia2-Dial -0,64 [-16,98; 15,71] 1,000
Dia3-Dial -15,34 [-31,69; 1,00] 0,086
Dia 3 - Dia 2 -14,71 [-31,05; 1,64] 0,119
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Tabela D.38: Intervalos de Confianca para as médias do indice de viabilidade —

Experimento 5.

Reagente Intervalo de Confianga
Esfingomielinase [83,87; 96,14]
Ceramida [89,81; 102,07]
P2 [76,69; 88,95]
P3 [79,87; 92,13]
Veneno [70,60; 82,86]

Tabela D.39: Comparacfes entre as médias do indice de viabilidade dos

reagentes — Experimento 5.

_ o Intervalo de Confianga
Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

Esfingomielinase — Ceramida 5,93 [-4,36; 16,23] 0,419
P2 — Ceramida 13,12 [2,82; 23,42] 0,010

P3 — Ceramida 9,94 [-0,36; 20,24] 0,061
Veneno — Ceramida 19,21 [8,91; 29,51] <0,001

P2 — Esfingomielinase 7,19 [-3,12; 17,48] 0,248

P3 — Esfingomielinase 4,01 [-6,29; 14,31] 0,750
Veneno — Esfingomielinase 13,28 [2,98; 23,57] 0,009
P3-P2 -3,18 [-13,47; 7,12] 0,872

Veneno — P2 6,09 [-4,21; 16,39] 0,395

Veneno — P3 9,27 [-1,03; 19,56] 0,088




60

Tabela D.40: Intervalos de Confianca para a média do indice de viabilidade para o

— Experimento 6.

Dose de P2 (ug/mL) Intervalo de Confianga

0,03 [87,67; 122,64]
0,10 [66,37; 101,34]
0,30 [65,92; 100,89]
1,00 [61,89; 96,86]
1,50 [48,21; 83,18]
3,00 [45,74; 80,71]

Tabela D.41: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade -

Experimento 6.

Diferenca das Inter-valo de
Comparacao entre doses (ug/mL) _ Confianca da p-valor
médias
diferenca
0,10-0,03 -21,30 [-47,64; 5,04] 0,143
0,30 -0,03 -21,75 [-48,09; 4,60] 0,130
1,00 - 0,03 -25,78 [-52,13; 0,56] 0,056
1,50 -0,03 -39,46 [-65,81; -13,12] 0,003
3,00-0,03 -41,93 [-68,27; -15,58] 0,002
0,30-0,10 -0,45 [-26,79; 25,90] 1,000
1,00-0,10 -4,48 [-30,83; 21,86] 0,991
1,50-10,10 -18,16 [-44,51; 8,18] 0,259
3,00-0,10 -20,63 [-46,97; 5,72] 0,163
1,00 -0,30 -4,04 [-30,38; 22,31] 0,995
1,50-0,30 -17,72 [-44,06; 8,63] 0,281
3,00 -0,30 -20,18 [-46,52; 6,16] 0,178
1,50-1,00 -13,68 [-40,02; 12,66] 0,531
3,00 - 1,00 -16,14 [-42,49; 10,20] 0,368

3,00 — 1,50 -2,46 [-28,81; 23,88] 0,999
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Tabela D.42: Quadro da ANOVA para o Experimento 7.

Efeito p-valor

Reagente < 0,001
Dia 0,449
Reagente * Dia 0,450

Tabela D.43: Intervalos de Confianca para as médias do indice de viabilidade —

Experimento 7.

Reagente Intervalo de Confianca
Ceramida [73,89; 100,11]
PMA 1 nM [91,98; 118,20]
PMA 10 nM [68,19; 94,40]
TNF [61,99; 88,21]
Veneno [48,56; 74,77]

Tabela D.44: Comparacbes entre as médias do indice de viabilidade dos

reagentes — Experimento 7.

Intervalo de Confianca

Comparacgéo Diferenca das médias _ p-valor

da diferenca
PMA 1 nM — Ceramida 18,09 [0,51; 35,68] 0,042
PMA 10 nM — Ceramida -5,70 [-23,29; 11,88] 0,865
TNF — Ceramida -11,90 [-29,48; 5,68] 0,291
Veneno — Ceramida -25,33 [-42,92; -7,75] 0.003
PMA 10 nM - PMA 1 nM -23,80 [-41,38; -6,21] 0,005
TNF — PMA 1 nM -29,99 [-47,58; -12,41] <0,001
Veneno — PMA 1 nM -43,43 [-61,01; -25,84] <0,001
TNF — PMA 10 nM -6,20 [-23,78; 11,39] 0,827
Veneno — PMA 10 nM -19,63 [-37,21; -2,05] 0,024

Veneno — TNF -13,43 [-31,02; 4,15] 0,191
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Tabela D.45: Quadro da ANOVA para o Experimento 8.

Efeito p-valor
Reagente 0,002
Tetraciclina 0,001
Reagente * Tetraciclina <0,001

Tabela D.46: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade das doses de

tetraciclina para o Controle — Experimento 8.

Intervalo de Confianca

Comparacgéo Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

50-0 -6,76 [-22,98; 9,47] 0,825
150-0 -8,84 [-25,06; 7,38] 0,576
500-0 -17,68 [-33,90; -1,46] 0,028
150 - 50 -2,09 [-18,31; 14,14] 0,999
500 — 50 -10,93 [-27,15; 5,30] 0,334
500 — 150 -8,84 [-25,06; 7,38] 0,576

Tabela D.47: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade das doses de

tetraciclina para o Veneno — Experimento 8.

Intervalo de Confianca

Comparacao Diferenca das médias _ p-valor
da diferenca

50-0 12,01 [-4,21; 28,23] 0,237

150-0 37,95 [21,73; 54,17] <0,001

500-0 21,85 [5,63; 38,07] 0,005

150 - 50 25,94 [9,72; 42,16] 0,001

500 — 50 9,84 [-6,38; 26,06] 0,453

500 - 150 -8,84 [-25,06; 7,38] 0,052
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Tabela D.48: Comparacdes entre as médias do indice de viabilidade do Veneno e

Controle nas diferentes doses de tetraciclina — Experimento 8.

_ Intervalo de
Comparacao entre Controle e Diferenca das _
o Confianca da p-valor
Veneno na dose (nM) médias _
diferenca

0 -36,03 [-52,25; -19,81] <0,001

50 -17,26 [-33,49; -1,04] 0,033

150 10,76 [-5,46; 26,98] 0,351

500 3,50 [-12,72; 19,72] 0,994
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Tabela E.1: Comparacdes entre as médias da variavel DAF - Experimento 1.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -2,20 [-3,50; -0,90] 0,012
20,00 - 0,00 -1,05 [-2,35; 0,25] 0,085
20,00 -12,00 1,15 [-0,15; 2,45] 0,068

Tabela E.2: Comparacdes entre as médias da variavel MCP - Experimento 1.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das _
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -5,40 [-7,40; -3,40] 0,003
20,00 - 0,00 -7,85 [-9,85; -5,85] 0,001
20,00 - 12,00 -2,45 [-4,45; -0,446] 0,029

Tabela E.3: Comparacdes entre as médias da variavel MHC | - Experimento 1.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -7,20 [-9,22; -5,18] 0,001
20,00 - 0,00 -6,10 [-8,12; -4,08] 0,002

20,00 -12,00 1,10 [-0,92; 3,12] 0,203




Tabela E.4: Comparacdes entre as médias da variavel EGRF - Experimento 1.
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. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 1,25 [-12,46; 14,96] 0,925
20,00 - 0,00 26,20 [12,49; 39,91] 0,008
20,00 -12,00 24,95 [11,24; 38,66] 0,010

Tabela E.5: Comparacdes entre as médias da variavel CD59 - Experimento 2.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -102,10 [-154,60; -49,55] 0,008
20,00 - 0,00 -38,50 [-91,00; 14,05] 0,108
20,00 -12,00 63,60 [11,05; 116,10] 0,030

Tabela E.6: Comparacdes entre as médias da variavel MCP - Experimento 2.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das _
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -14,95 [-20,97; -8,93] 0,004
20,00 - 0,00 -19,80 [-25,82; -13,78] 0,002

20,00 -12,00 -4,850 [-10,87; 1,170] 0,086




Tabela E.7: Comparacdes entre as médias da variavel MHC | - Experimento 2.
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. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -16,40 [-19,82; -12,98] 0,001
20,00 - 0,00 -18,85 [-22,27; -15,43] <0,001
20,00 -12,00 -2,450 [-5,87; 0,97] 0,113

Tabela E.8: Comparacdes entre as médias da variavel 32M - Experimento 2.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das _
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -76,90 [-87,30; -66,52] <0,001
20,00 - 0,00 -103,80 [-114,20; -93,42] <0,001
20,00 - 12,00 -26,90 [-37,28; -16,52] 0,004

Tabela E.9: Comparacdes entre as médias da variavel EGRF - Experimento 2.

. _ Intervalo de
Comparacao entre as doses Diferenca das _
o Confianca da p-valor
(ng/mL) medias _
diferenca
12,00 - 0,00 -7,40 [-8,73; -6,07] <0,001
20,00 - 0,00 -12,35 [-13,68; -11,02] <0,001

20,00 -12,00 -4,950 [-6,28; -3,62] 0,001
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Tabela E.10: Coeficientes e respectivos p-valores do modelo ajustado para a

variavel anexina - Experimento 4.

Coeficiente Estimativa p-valor
Controle 3,11 0,009
Veneno 5,01 0,004

Tempo decorrido 1,14 0,084

Tabela E.11: Coeficientes e respectivos p-valores do modelo ajustado para a

variavel presenca de anexina - Experimento 5.

Coeficiente Estimativa p-valor

Controle 12,19 0,004

Veneno 10,59 0,022

Veneno 1,00*Tempo decorrido 7,44 0,003

Veneno 3,00*Tempo decorrido 15,20 < 0,001




