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RESUMO

No Brasil ocorrem 405 espécies de serpentes, das quais apenas duas familias sao
peconhentas, dentre elas, a principal é a familia Viperidae, compreendida pelos géneros
Crotalus, Lachesis e Bothrops. O género Bothrops compreende espécies de serpentes de
maior interesse médico, devido ao grande numero de acidentes que ocorrem envolvendo
estes animais. A composicdo do veneno do género Bothrops ja é conhecido através de
técnicas como vendmica e ja foi elucidado em diversos estudos a grande variabilidade
na composicdo proteica de seu veneno devido a diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos. Bothrops pubescens € uma serpente peconhenta endémica da regido do
bioma Pampa e, até recentemente, era considerada uma subespécie de B. neuwiedi, mas
foi elevada a categoria de espécie em 2004. Tendo em vista a existéncia de varia¢do na
composicao do veneno entre serpentes do género Bothrops e a ocorréncia restrita de B.
pubescens aliado a recente elevacdo taxonémica, carecendo de estudos que elucidem a
composicao de seu veneno, esse trabalho objetivou testar o potencial tdxico do veneno e
caracterizar seu perfil proteico através de técnicas eletroforéticas, buscando encontrar
semelhancas e diferencas em sua composicdo. A metodologia aplicada neste trabalho
partiu da extracdo do veneno através de massagem da glandula de veneno e aplicacdo de
pressdo das presas contra um béquer. Concentraces de 70, 140 e 280 pg/mL foram
expostas em preparagdes de musculo biventer cervicis de pintainhos (Gallus galuus
domesticus). Para as andlises protebmicas, 17 g de proteina foram submetidas a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante. Os resultados da andlise de
toxicidade na forca de contracdo do musculo biventer cervicis mostraram um bloqueio
total na concentracdo de 280 pg/mL ap6s 120 minutos de exposicdo e um blogueio
parcial de 40% nas demais concentracdes apds os mesmos 120 minutos. Através do gel
de poliacrilamida, foi possivel observar bandas entre 23 e 100kDa, sendo as bandas de
23 kDa proeminentes no gel. Concluiu-se com este trabalho que o veneno de B.
pubescens causa um bloqueio total da forga de contratura muscular na concentragéo de
280 pg/mL apos 120 minutos de exposicdo em preparacGes de masculo biventer
cervicis de pintainhos na temperatura de 37°C. Também foi possivel observar neste
trabalho diferencas no perfil proteico do veneno de B. pubescens em relagdo a outras

serpentes do mesmo género.

Palavras chave: Biventer cervicis, analises protedmicas, serpentes botrdpicas, veneno.
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ABSTRACT

Brazil houses 405 species of snakes, of which only two families are venomous, among
them, the main one is the Viperidae family, that comprises the genera Crotalus,
Lachesis and Bothrops. The genus Bothrops comprises snakes species of greater
medical interest, due to the large number of accidents that occur involving these
animals. The composition of the venom is already known through techniques as
venomic and has already been elucidated in several studies the great variability in the
protein composition of its venom due to several intrinsic and extrinsic factors. Bothrops
pubescens is a venomous snake of the genus Bothrops, endemic to the Pampa biome
and, until recently, was considered a subspecies of B. neuwiedi, but the species category
was elevated in 2004. Thus, the variation in the composition of the venom between the
two species Bothrops and the restricted occurrence of the B.pubescens species together
with recent classification as a species, lacking studies that elucidate the composition of
its venom, this work aimed to test the toxic potential of the venom and to characterize
its protein profile through electrophoretic techniques, seeking to find similarities and
differences in their composition. The methodology applied in this work started from the
extraction of venom through massage of the venom gland and application of pressure of
the prey against a beaker. Concentrations of 70, 140 and 280 pg / mL were exposed in
preparations of biventer cervicis chicks (Gallus galuus domesticus). For the proteomic
analyzes, 17 pg of protein were subjected to a denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis. The results of the toxicity analysis on the contraction force of the
biventer cervicis muscle showed a total block at the concentration of 280 pg / mL after
120 minutes of exposure and a 40% partial block at the other concentrations after the
same 120 minutes. Through polyacrylamide gel it was possible to observe bands
between 23 and 100 kDa, the bands of 23 kDa being prominent in the gel. It was
concluded with this work that B. pubescens venom causes a total blockage of muscle
contraction force at the concentration of 280 pg/mL after 120 minutes of exposure in
preparations of biventer cervicis chicks at 37 °C. It was also possible to observe
differences in the protein profile of B. pubescens venom in relation to other snakes of

the same genus.

Keywords: Biventer cervicis, proteomic analyzes, botropicas snakes, venom.
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1. INTRODUCAO

1.1. Serpentes peconhentas no Brasil

A ordem Squamata, grupo monofilético formado principalmente por lagartos,
serpentes e anfisbenas, é composto por, aproximadamente, 8.430 espécies,
representando o maior componente da diversidade de vertebrados terrestes do mundo.
As serpentes, subordem compreendida por cerca de 3.150 espécies, divididas em 24
familias (HEDGES; VIDAL, 2009; OGUIURA et al 2010; UETZ, 2018) sdo animais
de corpo alongado com auséncia de apéndices locomotores, palpebras méveis e ouvido
externo (UNDERWOOD, 1967) as quais habitam praticamente todo o mundo,
excluindo as calotas Polares (FRANCO, 2009). O territério brasileiro possui uma fauna
muito rica, totalizando cerca de 405 espécies de serpentes (COSTA; BERNILS, 2018).
Contudo, dentre toda essa diversidade, apenas duas familias sdo conhecidas como
peconhentas: Elapidae e Viperidae (ARAUJO, 2003).

As serpentes conhecidas como corais, género Micrurus, sdo as representantes
Elapidae nas Américas e possuem denticdo do tipo proterdglifa, ou seja, apresentam
dois dentes fixos inoculadores de peconha na parte anterior do maxilar superior que
estdo conectadas as glandulas de veneno (Figura 1 A) (MELGAREJO, 2009). Devido as
limitacbes anatdémicas, funcionais e habito de vida fossorial observados nos
representantes dessa familia (associado também a pouca agressividade) os acidentes
ofidicos envolvendo essas serpentes sdo de baixa incidéncia, em torno de 1%, segundo
dados do Ministério da Saude (OLIVEIRA et al., 2009). J& a familia Viperidae, que
contém os representantes de maior importancia médica devido a sua ampla distribuicéo
geogréfica, habitos terrestres e arboricola, que aumentam as chances de encontro com o
homem e, a sua agressividade relacionada ao modo de caca predatdrio baseado em botes
de presas relativamente grandes, tornam-se responsaveis pelo maior nimero de
acidentes envolvendo animais de estimagdo e seres humanos (WARREL, 2004). A
familia Viperidae é compreendida pelos géneros Crotalus, Lachesis e Bothrops,
serpentes que apresentam denti¢cdo solenoglifa caracterizada pela presenca de dois
dentes grandes que se projetam para fora no momento da inoculagdo da pegonha
(ALVES, 2007; COSTA, BERNILS, 2014) (Figura 1 B). Dentre os representantes da
familia Viperidae o género Bothrops é o responsavel pelo maior niUmero de acidentes
registrados, representando no ano de 2015, no total de 24.467 acidentes, 86,7%. Cerca



18

de 8,6% tem como responsaveis as serpentes do género Crolatus, e os géneros Lachesis
e Micrurus representam taxas inferiores a 5%, segundo dados registrados pelo
Ministério da Saude.

O envenenamento por picada de cobra € um problema de salde publica
mundial, incluido no portfélio de doencas tropicais negligenciadas da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e o ofidismo foi incluso na Lista de Notificagdo Compulsoria
de Agravos a Salde (LNC/SUS), publicada na portaria n® 2.472 de 31 de agosto de
2010, devido ao alto numero de ocorréncias (SOUZA, 2010). A gravidade do ofidismo
se deve ao efeito resultante das acBes de enzimas e toxinas (GUTIERREZ; LOMONTE,
1995) presentes neste veneno, exercendo diferentes atividades sob o sistema nervoso,
cardiovascular, locomotor e ainda atuando na coagulacdo do sangue e na
permeabilidade das membranas (KARLSSON; LEE, 1979).

O principal foco de diversos estudos envolvendo serpentes € seu veneno, se
dedicando a compreender a relacdo, estrutura e funcdo de seus componentes bioativos e
visando sua aplicabilidade nas areas clinicas e biotecnoldgica (RAMOS; SELISTE DE
ARAUJO, 2006), mas pouco se sabe ainda sobre a composicdo desta peconha. As
principais funcdes destas toxinas sao causar paralisia e morte na presa, além de auxiliar
na digestdo. Porém, dentre as atribuicGes adquiridas ao decorrer da evolucdo estdo
também protecdo contra possiveis predadores, pois, quando em contato com o
organismo, causa uma resposta farmacoldgica instantanea podendo levar seu inimigo a

morte em poucos segundos (MURARI et al., 2005).

Figura 1- Tipos de dentigdo das serpentes pegonhentas. Denti¢do Protedglifa (A) e Denticdo
Solendglifa (B).

PROTEROGLIFA T

Presa caniculada

Fonte: http://petsebichosbr.blogspot.com/2013/01/exoticas-e-poderosas-assim-sao-as-cobras.html.
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1.2. Género Bothrops

O nome Bothrops (WAGLER, 1824) vem da lingua Grega, onde “Bothros”
significa fosseta ou cavidade e “ops” significa olho ou face, fazendo alusdo a fosseta
loreal, localizada entre a narina e os olhos de serpentes peconhentas (CARRASCO et
al,2012) (Figura 2).

Os representantes do género Bothrops compreendem cerca de 28 espécies
(COSTA; BERNILS, 2018) que apresentam grande variagdo de caracteristicas
morfolégicas e ecoldgicas, porém de forma geral, possuem cauda lisa e sem chocalho
(CUPQO et al, 1990). Ocupam os mais variados ambientes, desde florestas imidas a
regides semiaridas (MELGAREJO, 2009), sendo os extremos representados no sul do
México por B. asper e por B. ammodytoides na Patagbnia, Argentina (CAMPBELL;
LAMAR, 2004). Os representantes do género mostram uma grande diversidade de
tamanho, variando entre 30 cm (B. itapetiningae) a 180 cm (B. asper). Dentre as
espécies de maior relevancia para a salde publica destacam-se B. alternatus (cruzeira),

B. jararaca (jararaca), B. jararacussu (jararacucgu), B. neuwiedi (MELGAREJO, 2009).

Figura 2 — Imagem da cabeca de uma jararaca (Bothrops jararaca) que destaca a fosseta loreal, estrutura
caracteristica da maioria das serpentes peconhentas.

Fonte: http://objetoseducacionais2.mec.gov.br/handle/mec/6594.

Com o avango nos estudos genéticos e maior exploracdo da composi¢do do
veneno das serpentes do género Bothrops observou-se que alguns exemplares
considerados como subespécie, diferiam para elevacdo ao nivel de espécie. Como


http://objetoseducacionais2.mec.gov.br/handle/mec/6594
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exemplo B. pubescens, era uma subespécie do complexo neuwiedi, que abrangia mais
12 espécies do género, das quais muitas foram elevadas a categoria especifica por Silva
(2004).

A serpente B. pubescens (Figura 3 A e C) possui habitos terrestres e quando
adulta geralmente supera 1 metro de comprimento total (SILVA, 2004). Sua
distribuicdo geogréfica é restrita, ocorrendo apenas na metade sul do Rio Grande do Sul,
onde predomina o bioma Pampa, e em todo territério Uruguaio (Figura 3 B). N&o
existem registros desta espécie no litoral externo da Lagoa dos Patos e nem para o
Litoral Norte do Rio Grande do Sul ao sul de Osorio (SILVA, 2004), o que a torna uma
espécie endémica do bioma Pampa. Almeida (1999) estudou a dieta da espécie e
observou que consiste em lacraias, anfibios, lagartos, serpentes, mamiferos e aves e que
hd variacdo ontogenética na dieta, ja que individuos pequenos alimentam-se
principalmente de anfibios e ndo consomem mamiferos, enquanto que individuos de
tamanho mediano predam sobre todas as categorias de presa e individuos grandes

consomem exclusivamente mamiferos.

De julho de 2010 a julho de 2013, o Centro de Informacdo Toxicolégica do
estado do Rio Grande do Sul (CIT —RS) atendeu 2.953 casos de ofidismo botrépico
ocorridos no estado. E em 115 casos ocorreu a identificacdo da espécie envolvida,
através do envio de imagens dos animais por meio de aparelhos eletrdnicos. Dos casos
em que ocorreu a identificacdo da espécie, 33 (29%) foram identificados B. jararaca
como responsavel, 12 (10%) B. alternatus e 3 (3%) B. cotiara. 67 (58%) dos acidentes
foram atribuidos a B. pubescens (SILVA et al.; 2013). Contudo, B. pubescens foi
recentemente considerada uma espécie e isso traz uma problemaética na identificacdo e
atribuicdo desta como responsavel pelos acidentes ofidicos na regido do Pampa,
agregado a falta de conhecimento popular da nova espécie e sua grande semelhanca
morfolégica com outras espécies do género Bothrops, fazendo com que as taxas de

acidentes possam nao estar relatando a realidade.
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Figura 3: Exemplar de B. pubescens. (A) Exemplar coletado em Santa Margarida do Sul, Rio Grande do
Sul (Foto de Paulo Jr. Godinho); (B) Distribuicdo Geografica da espécie B. pubescens (Silva, 2004); (C)
Padrdo de manchas em B. pubescens (Silva, 2004).

Bothrops pubescens

3
o .
B N 'ﬁ

: i e

Fonte: O autor; Silva, 2004.

1.3. Variabilidade na acdo e composi¢cao do veneno de serpentes botropicas

Vérios estudos realizados com venenos de serpentes do género Bothrops
mostram a existéncia de variagdo na composicdo do veneno e atividades biolégicas
(QUEIROZ et al., 2008), podendo esta variacao ser, além do nivel de familias, géneros,
espéecies e subespécies diferentes, mas também dentro de uma Unica espécie
(CHIPAUXX et al., 1991), em nivel ontogenético (LOPEZ-LOZANO et al., 2002,
ANTUNES et al.,, 2010), de variacdo sexual (MENEZES 2006), ou localizacéo
geografica (ALAPE-GIRO et al., 2008). Muitos estudos também argumentam que
fatores ambientais como a dieta podem influenciar a composicdo do veneno de
serpentes (DALTRY et al., 1996).

A utilizacdo de soros antiofidicos especificos constitui o principal tratamento
dos envenenamentos por picada de cobra (JORGE; RIBEIRO 1997). O tratamento é
muito eficiente quando pensamos na neutralizacdo das manifestacGes sistémicas, porém,

a grande problematica se encontra na neutralizacdo dos efeitos locais, pois, hd uma
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rapida instalacdo desses no organismo, anterior a administracdo do soro, levando as
consequéncias tais como amputacdes e diversos tipos de sequelas (GUTIERREZ et al.,
2007). Outra grande questdo € a variabilidade existente tanto em nivel de familia e até
dentro de uma mesma espécie, e isso gera um quebra-cabeca para a producédo do soro, ja
que existe uma gama proteica na composicdo do veneno a obter o antigeno (SILVA,
2013).

Para assegurar que 0 soro apresentara resposta a esta ampla diversidade, os
animais imunizados recebem uma mistura de venenos de varios exemplares diferentes
da mesma espécie de serpente ou do mesmo género (GUITIERREZ et al., 1991). Por
exemplo, a producdo do SAB, soro especifico para acidentes com picadas de serpentes
do género Bothrops (produzido no Instituto Butantan) contém a seguinte mistura: 50%
de veneno de B. jararaca; 12,5% B. newiedi; 12,5% B. alternatus; 12,5% B. moojeni;
12,5% B. jararacussu (SOUSA, 2013). Assim, venenos de serpentes de importancia
médica nas regides Norte e Sul, B. atrox e B. pubescens, respectivamente, ndo estdo
incluidos na producdo do soro antibotrépico, fazendo com o que o SAB possa ser
insuficiente para acidentes com essas espécies gracas a falta de antigenos que seriam

produzidos pelas proteinas especificas de cada espécie.

1.4. Acao sistémica e local induzida pelo veneno de B. pusbescens

Sabe-se que 0s venenos de serpentes contém uma complexa mistura de
componentes que induzem uma serie de manifestacdes clinicas nos envenenamentos
humanos. Os venenos botrdpicos caracterizam-se por manifestaces clinicas locais
(como edema, equimose e necrose) e manifestacdes sistémicas (como hemorragias,
choque e insuficiéncia renal) (FRANCA et al.,2009).

Sado descritas quatro principais atividades fisiopatoldgicas do veneno
botropico: 1 — vasculotoxica, que é uma atividade inflamatdria aguda causada por um
conjunto de fragcbes do veneno botropico responsaveis pelos fenémenos locais, por
exemplo, as proteinas como fosfolipases A2, uma enzima proteolitica responsavel pela
necrose tecidual ocorrida na picada e, a acdo vasculotoxica sistémica, causada por
fatores hemorragicos chamados de hemorraginas que atuam sobre 0s vasos sanguineos
destruindo a membrana basal e causando uma ruptura vascular (BARRAVIEIRA;
PEREIRA, 1999; DALLEGRAVE; SEBBEN, 2008; QUEIROZ et al., 1985); 2 - acdo
coagulante, devido a presenca de fatores de coagulacdo que consomem o fibrinogénio e
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formam fibrina intravascular (FRANCA et al.; 2009); 3 - acdo hemorragica, atribuida as
hemorraginas presentes no veneno (OLIVEIRA et al.; 2010); 4 - acdo nefrotoxica, pois,
0 envenenamento sistémico causa deposicdo intraglomerular de fibrina que contribui
com a evolucdo de necrose tubular por interrupcdo do suprimento de sangue e, além
disso, a presenca de microcodgulos na microcirculacdo gera isquemia renal
(DALLEGRAVE; SEBBEN, 2008).

Todas essas respostas locais e sisttmicas geradas em um envenenamento por
serpentes botrépicas devem-se a grande diversidade de componentes do veneno,
principalmente proteicos, que possuem acdes proteolitica devido a presenca de
proteases, fosfolipases, hialuronidases, (FAN; FRANCA, 1992) e acdo neurotoxica
devido a presenca de neurotoxinas que agem sobre a jungdo neuromuscular promovendo
hipotonia muscular, paralisia flacida dos musculos da face, pescoco, tronco, laringe,
faringe, e muasculos dos membros, descrito em casos clinicos. Embora a neurotoxicidade
ndo seja uma caracteristica comum do envenenamento botrdpico, alguns estudos
realizados mostraram que os venenos de algumas espécies de Bothrops como B.
jararacussu, B. neuwiedi pauloensis, B. moojeni, quando testados em preparacgdes de
aves e mamiferos, exibem acdo bloqueadora da juncdo neuromuscular (RODRIGUES-
SIMIONI et al., 1983; HELUANY et al., 1992; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1990;
PRIANTI et al., 2003; LOBO-ARAUJO et al., 2002; BORJA-OLIVEIRA et al., 2003;
COGO et al.,1998).

Em vitimas de envenenamento causado por B. pubescens sdo caracterizados
efeitos locais, incluindo hemorragia, edema, dor e mionecrose, assim como efeitos
sistémicos como coagulopatias e falha renal (CAVALCANTE et al., 2011). O primeiro
sinal clinico do acidente botr6pico a se manifestar é o edema intenso no local da picada,
apresentando uma tonalidade violacea, consequéncia do sangramento subcutaneo
(FRANGCA et al.; 2009).

Existem varios motivos para estudar e pesquisar venenos de serpentes, como 0
isolamento de uma ou mais substancias ativas no veneno que, em baixas concentracdes,
podem apresentar grandes efeitos farmacoldgicos de interesse para a pesquisa de
medicamentos e tratamentos; melhor compreensédo da funcdo das substancias do veneno
no envenenamento e verificar a existéncia de algum principio ativo que possa inibir a
acdo do veneno e, de algumas proteinas isoladas do mesmo para diminuir as

consequéncias de uma picada (TICLI, 2006). Como ja elucidado por diversos autores, a
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variacdo na composicdo do veneno entre serpentes do género Bothrops e a elevacéo de
B. pubescens em nivel de espécie, aliado a sua distribuicdo geografica restrita a regido
do Pampa e Uruguai, trazem consequéncias como a falta de estudos focando na
composicao de seu veneno e na resposta bioldgica causada quando em contato com um
organismo que levam a casos clinicos graves. Desse modo, torna-se importante o estudo
das atividades bioldgicas e composicdo proteica do veneno de B. pubescens para
verificar a existéncia de variabilidade, o0 que podera contribuir para a producao de soros
antiofidicos mais eficazes para os casos de acidentes além de uma nova gama de

moléculas a serem descobertas e exploradas pelo escopo médico-cientifico.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Caracterizar a toxicidade do veneno de B. pubescens, serpente endémica da
regido do bioma Pampa elevada a categoria taxonémica de espécie, bem como analisar
seu perfil eletroforético em comparacdo com a composicao proteica do veneno de outras

espeécies de serpentes botropicas.
2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a toxicidade do veneno in vitro sobre preparagdes neuromusculares de ave

(biventer cervicis de pintainho);
- Elucidar o perfil eletroforético do veneno da serpente B. pubescens;

- Comparar perfis eletroforéticos de serpentes do género Bothrops.
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3. METODOLOGIA
3.1. Extracao do veneno

O veneno de serpente B. pubescens foi fornecido pelo Laboratdrio de Estudos
em Biodiversidade Pampiana (LEBIP) da Universidade Federal do Pampa, campus S&o
Gabriel, pelo Professor Dr. Tiago Gomes dos Santos. A coleta foi realizada no dia 24 de
outubro de 2017 na cidade de Santa Margarida do Sul, Rio Grande do Sul, localidade da
Serrinha (30°25'46.99"S e 54° 0'2.80"0) da qual uma fémea adulta foi coletada (Figura
4).

Figura 4 — Mapa da localidade de coleta do espécime de B. pubescens na cidade de Santa Margarida do
Sul, Rio Grande do Sul.

Fonte: O autor.

O veneno foi extraido através de massagem da glandula de veneno e aplicacdo
de pressdo das presas contra um béquer (Figura 5) e coletado com auxilio de uma

pipeta, posteriormente foi armazenado em freezer (- 20° C) até o uso.
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Figura 5: Método de extracdo manual de veneno de serpentes realizado no Laboratério de Estudos em

Biodiversidade Pampiana (LEBIP) da Fundacdo Universidade Federal do Pampa. Na imagem pode-se

observar a realizacdo da massagem nas glandulas de veneno e a pressdo contraria exercida pelo béquer
nas presas para a saida do veneno. (Foto de Darlene Rangel).

Fonte: O autor.

3.2. Manutencéo de Gallus gallus domesticus

Para a preparacdo do musculo biventer cervics usou-se 4 pintainhos por
concentracdo de veneno (G. gallus domesticus) com idades entre 3 — 8 dias, de ambos
0s sexos, adquiridos através da Agropecuaria Sinuelo LTDA situada na cidade de Séo
Gabriel, Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em gaiolas, no biotério da
Universidade Federal do Pampa, campus S&o Gabriel, com temperatura constante e
iluminacdo controlada (12 horas com luz e 12 horas sem luz), recebendo &gua e racéo.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité Institucional de Etica no Uso de Animais
(CEUA / UNIPAMPA, Protocolo n ° 037/2012) de acordo com o Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal - CONSEA.



28

3.3. Técnica miografica

3.3.1. Preparacdo musculo biventer cervicis (BC) de pintainho e exposi¢do ao

veneno de B. pubescens

A preparacéo foi isolada e montada de acordo com o método de Ginsborg e Warriner
(1960). Os pintainhos foram anestesiados por via inalatéria com aflotoxinas e, ap6s o
isolamento (Figura 6), 0 muasculo foi suspenso em uma cuba de 5 ml, contendo solugéo
nutritiva de Krebs com a seguinte composicdo (mM/L): NaCl 136mM; KCIl 5mM,;
CaCl, 2,5mM; NaHCO3 23,8mM; MgSO4 1,2mM; KH2PO4 1,2mM e glicose 11mM. A
solugéo foi areada de modo constante com carbogénio (mistura 95% de Oz e 5% de
CO3), mantida a 37°C estabilizada por 30 minutos antes do uso.

A preparagdo foi submetida a uma tensdo constante de 1 grama/forga e foram
aplicados pulsos supramaximos de até 10 V de 0,5 Hz de frequéncia e 0,2 ms. As
contracdes musculares resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas em
resposta a adicdo de ACh (120 uM) e KCI (40 mM) foram realizados na auséncia de
estimulacdo elétrica e registrado em fisidgrafo, por meio de transdutores isométricos. Os
registros das contraturas para KCI e ACh foram realizados no inicio do experimento
(antes da adicdo do veneno) e no final do experimento (ap6s 120 minutos de incubacao
com a toxina). Seis a oito lavagens foram efetuadas sempre apés a adicdo de KCI e de
ACh. Ap6s 5 minutos de estabilizacdo no banho de 6rgaos, o muasculo foi exposto ao
veneno de B. pubescens nas concentracdes de 70, 140 e 280 pg/mL. O controle foi
realizado somente com a solucéo Krebs.

Figura 6 — Fotografia da prepara¢do do musculo biventer cervicis de pintainho (G. gallus domesticus)
para posterior exposicao ao veneno de B. pubescens em banho de drgao isolado.
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Fonte: O autor.

3.3.2. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A significancia das
diferencas foi determinada pelo teste ANOVA, com p <0,05 considerado significativo.
Para a criacdo dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism 7.

3.4. Gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Para a analise eletroforética foi realizada uma dosagem proteica através do
aparelho NanoVue Plus (GE Health Care), utilizando um comprimento de onda de 280

nm.

A amostra de veneno foi submetida a SDS — PAGE 15%, seguindo o protocolo
de Laemmli (1970), onde 17 pug de proteina do pool total do veneno foram desnaturados
em tampdo de amostra (agua deionizada, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, glicerol, SDS 10%,
bromofenol blue 0,5%), sob fervura durante 5 minutos. As proteinas foram separadas

por eletroforese a 100 v e posteriormente coradas com Comassie Blue R250.

3.5. Comparacéo de perfis eletroforéticos de venenos botrdopicos

Para as comparacGes dos venenos de serpentes botrdpicas utilizou-se
perfis eletroforéticos ja elucidados na literatura. Para as comparagdes eletroforéticas
foram utilizados os trabalhos realizados por Baptista (2016) comparando o perfil
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eletroforético do veneno de espécies de B. jararaca nascidas em cativeiro com as
utilizadas para a fabricagdo do soro antibotrdpico; o estudo que compara proteinas de
venenos botropicos realizado por Debono (2016); o estudo de Sousa et al (2013)
também foi comparado com os demais perfis no presente trabalho. O trabalho de
Olveira (2016) que estuda o proteoma das glandulas de veneno de B. jararaca em
diferentes estagios de desenvolvimento (adultas e recém nascidas) e também de

diferentes sexos também foi utilizado no presente estudo.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do veneno de B.pubescens sobre a juncdo neuromuscular em preparagao

biventer cervicis de pintainho

Nas preparagbes de controle ndo houve mudangas significativas na amplitude das
contragbes musculares em resposta a estimulacdo indireta e as contraturas de ACh e
KCI também se mantiveram estaveis (Figura 7). O veneno de B. pubescens nas
concentracdes de 70 e 140 pg/mL produziu inibicdo progressiva e reversivel por
lavagem e na concentracdo de 280 pg/mL houve bloqueio total e irreversivel das
contragbes musculares. A forca de contracdo diminuiu diretamente proporcional a
concentracdo de veneno utilizada e o tempo de exposi¢do do musculo ao veneno com
inibicbes de 80, 60 e 40% nos tempos de 40, 60 e 110 minutos, respectivamente para a
concentracdo de 70 pg/mL; inibicdes de aproximadamente 85, 60 e 40% em 20, 40 e
120 minutos na concentracdo de 140 pg/mL; e de 80, 20 e praticamente 100% em 20,
80 e 120 minutos, respectivamente, de bloqueio da forca de contratura na concentragdo

de 280 pg/mL (Figura 7).

Figura 7 — Efeito das concentracGes de 70, 140 e 280 pg/mL do veneno de B. pubescens em preparagdo
de musculo biventer cervicis de pintainho a 37°C. O grafico mostra a curva de resposta a concentragao-
tempo para atividade de blogueio neuromuscular do veneno em comparagéo ao controle.
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Fonte: O autor.
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4.2. Perfil eletroforético do veneno da serpente B.pubescens

O veneno de B. pubescens mostrou um perfil eletroforético com um total de 8
bandas proteicas onde foi possivel observar bandas entre 23 a 100 kDa (Figura 8). As
bandas de 23 kDa foram proeminentes no gel. Na andlise do gel também foi possivel
identificar as regides caracteristicas das principais familias de proteinas encontradas nos
venenos de serpentes botropicas, tais como fosfolipases Az, serinoproteases e
metaloproteinases.

Figura 8 — Perfil eletroforético do veneno de B. pubescens. (A) marcador de massa molecular Precision

Plus Protein Kaleidoscop Prestained Protein Standards da BioRad; (B) veneno de B. pubescens; (C)
marcador de massa molecular SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range da Bio-Rad.
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Fonte: O autor
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4.3. Comparacdo do perfil proteico do veneno de B.pubescens com serpentes do

género Bothrops

A variabilidade do veneno entre as serpentes botrdpicas ja foi elucidada em
diversos estudos. Um trabalho realizado por Baptista (2016) (Figura 9A) comparando o
perfil eletroforético do veneno de espécies de B. jararaca nascidas em cativeiro com as
utilizadas para a fabricacdo do soro antibotropico mostrou bandas proteicas em 20, 22,
30 e 50 kDa semelhantes com as encontradas no gel de B. pubescens (Figura 9E),
porém, a banda proteica na altura de 45 kDa se mostrou muito mais intensa no gel do
veneno de B. pubescens quando comparado com o perfil de B. jararaca e a banda de 75
kDa, presente tanto nas serpentes do cativeiro quanto as serpentes utilizadas para a

producgéo de soro néo foi encontrada no gel de B. pubescens (Figura 9E).

Outro estudo que compara e caracteriza proteinas de venenos botrépicos através
da desnaturalizacdo de proteinas foi realizado por Debono (2016) (Figura 9B). Bandas
na regido de 75 kDa, provavelmente LAAQO’s, ndo estdo presentes na composi¢do do
veneno de B. aurifer, B. lateralis, B. marchi, B. neuwiedi bolivianus e em B. pubescens
(Figura 9E). Porém, quando olhamos para o0s spots de B. taeniata podemos observar a
presenca de uma banda proteica nesta massa molecular e, com mais intensidade do que
a presente no perfil de B. bilineata, indicando a menor quantidade dessas mesmas
proteinas. Quando olhamos para massa molecular de 50 kDa, possivelmente SVMP de
classe PIII, que normalmente se encontram entre 48 — 60 kDa, percebemos a alta
intensidade de bandas em B. lateralis, B. marchi, B. neuwiedi bolivianus, no entanto
esta banda ndo esta presente em B. asper, B. schlegelli e nem em B. pubescens que era
considerada uma subespécie do complexo neuiwiedi assim como B. neuwiedi
bolivianus. A banda de 23 kDa presente intensamente no perfil de B. pubescens também
se encontra em B. asper, porém, ndo é possivel observar esta banda em B. schlegelli e

nem em B. taeniata.

Sousa et al (2013) (Figura 9C) demonstra que a regido correspondente a
bandas de aproximadamente 50 kDa, foi menos intensa na eletroforese de veneno de B.
jararacussu do que outras, incluindo B.pubescens, serpente do presente estudo. Além
disso, outras diferencas proteicas é possivel de ser observadas como a banda de massa
molecular de, aproximadamente, 30 kDa presentes intensamente em B. jararacussu e B.

alternatus diferentemente de B. jararaca e B. pubescens que nédo a possuem.
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No trabalho de Olveira (2016) (Figura 9D) que estuda o proteoma das
glandulas de veneno de B. jararaca em diferentes estagios de desenvolvimento (adultas
e recém nascidas) e também de diferentes sexos foi possivel observar um perfil proteico
bem mais complexo quando comparado com o de B. pubescens (Figura 9E), com um
maior numero de bandas e mais intensas. Contudo, esta diferenca de intensidade
também é observada em nivel de desenvolvimento e sexo diferentes dentro da mesma
espécie. Fémeas possuem bandas proteicas bem mais intensas que os machos, sugerindo
que produzem uma maior quantidade de proteinas de interesse quando pensamos em
venenos de serpentes. O pool de veneno de exemplares recem nascidos possui uma alta
intensidade na banda de 55 kDa , mais intensa incluse que a existente na fémea adulta, o
que possivelmente significa que serpentes recém nascidas tenham uma maior

quantidade de metaloproteinases de classe PI1I que as adultas.

Figura 9 — Comparacdo do perfil eletroforético do veneno de serpentes botropicas. (A) Veneno de B.
jararaca, canaleta 1 serpentes do cativeiro; canaleta 2 serpentes utilizadas para fabricacéo do soro
antibotrdpico e canaleta 3 mistura das duas peconhas; (B) = canaleta 1 (AUR) B. aurifer; canaleta 2
(LAT) B. lateralis; canaleta 3 (MAR) B. marchi; canaleta 4 (SCH) B. schlegelli; canaleta 5 (BIL) B.
bilineata; canaleta 6 (TAN) B. taeniata; canaleta 7 (ASP) B. asper; canaleta 9 (NEU) B. neuwiedi
bolivianu; (C) = caneleta 1 (JAR) B. jararaca; caneleta 2 (NEU) B. neuwiedi; caneleta 3 (ATR) B.
atrox; caneleta 4 (JSU) B. jararacucu; caneleta 5 (ALT) R. alternatus; caneleta 6 (COT) R. cotiara; (D)
= venenos de B. jararaca em diferentes estagios de desenvolvimento; canaleta 1 fémeas adultas; canaleta
2 machos adultos; canaleta 3 pool de veneno de serpentes adultas; canaleta 4 pool de veneno de serpentes
recém nascidas.
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Fonte: Baptista (2016); Sousa (2013); Debono (2016); Oliveira (2016); Abreu (2018).
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5. DISCUSSAO

O veneno de serpentes do género Bothrops é conhecido por produzir
hemorragia, edema e mionecrose no local da inoculagio do veneno (GUTIERREZ;
LOMONTE, 2003), além de mostrar atividade neurotoxica in vitro em varias especies
de serpentes do género: B.jararacussu (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1983,
HELUANY et al., 1992), B.moojeni (RODRIGUES-SIMIONI et al., 1990), B.insularis
(COGO et al., 1993, 1998; RODRIGUES-SIMIONI et al., 2004), B.pirajai (COSTA et
al., 1999), B.lanceolatus (LOBO-ARAUJO et al., 2002), B.leucurus (PRIANTI et al.,
2003), B.pauloensis (BORJA-OLIVEIRA et al., 2003, RODRIGUES-SIMIONI et al.,
2004), B.erythromelas (ZAMUNER, et al., 2004), B.neuwiedi goyazensis, B.neuwiedi
paranaensis e B.neuwiedi diporus (ABREU et al., 2007). Harvey et al., (1994)
considera a preparacdo de biventer cervicis de pintainho um importante instrumento
para estimar a toxicidade de venenos de serpentes devido as areas quimiossensiveis ao
longo de toda a fibra muscular, que respondem com contratura a agonistas colinérgicos,
como a ACh, e substancias despolarizantes, como o KCI, adicionados ao banho para

contato com o masculo.

Um dos principais alvos de venenos de serpente € o sistema nervoso somatico,
especialmente a juncdo neuromuscular, uma vez que ha inibicdo da neurotransmissao na
JNM o resultado é paralisia dos musculos respiratérios e a morte (HODGSON,;
WICKRAMARATNA, 2002). Em geral as neurotoxinas podem causar paralisia
muscular, atuando na juncdo pré-sinaptica impedindo a liberacdo de ACh ou pds-
sinaptica blogueando os receptores nicotinicos (VITAL BRASIL, 1982).

Como observado neste trabalho, o veneno de B.pubescens causou bloqueio
neuromuscular parcial e reversivel nas concentracdes de 70 e 140 pg/mL e total e
irreversivel na concentracdo mais alta, de 280 pg/mL em preparacdes de biventer
cervicis de pintainhos, semelhante a outros venenos botropicos (RODRIGUES-
SIMIONI et al., 1983; COGO et al., 1993; LOBO-ARAUJO et al., 2002; BORJA-
OLIVEIRA et al., 2003; PRIANTI et al., 2003; ABREU et al., 2007). Quando
comparamos outros ensaios neurotoxicologicos de espécies de Bothrops observamos as
diferencgas na toxicidade dos venenos de serpentes do mesmo género, B.pauloensis, por
exemplo, nas concentracfes de 5 — 20 pg/mL causaram bloqueio total e irreversivel em

120 minutos e na concentracdo de 100 pg/mL causou blogueio total da forga de
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contratura em apenas 40 minutos de exposicdo (SOARES et al.; 2000); o veneno de
B.leucurus nas concentracgdes de 5, 10 e 20 pg/mL causou bloqueio parcial na contratura
de forca de biventer cervicis de pintainho de 80 e 40%, respectivamente (PRIANTI JR
et al.; 2003); B. alcatraz, na concentragdo de 5 pg/mL, ndo causou nenhum tipo de dano
da forca de contratura do musculo biventer cervicis, porém na concentracdo de 50
pg/mL levou apenas 80 minutos de exposicdo para a inibicdo total da contracdo
muscular e com 100 pg/mL pouco mais de 40 minutos foi o suficiente para a inibicdo
total (MORAES et al.; 2011).

Diferencas tdo exorbitantes nas respostas a exposi¢cdo do veneno corroboram
com as diferencas na composicdo proteica do veneno botrépico. Gallaci e Cavalcante
(2007) descreveram proteinas como fosfolipases A2 (PLA2s e LYS49), do veneno de
Bothrops entre as responsaveis por bloguear a transmissdo neuromuscular em
preparacdes isoladas de camundongos ou pintainhos (CAVALCANTE et al., 2007).
Fosfolipases tem baixo peso molecular, em torno de 14kDa e quando observamos perfis
proteicos de serpentes botrépicas vemos a diferenca de intensidade como em B.aurifer,
que possui esta banda com muito menos intensidade quando comparada a B.schlegelli
(DEBONO et al.; 2016).

A peconha de serpentes consiste em uma complexa gama de proteinas,
peptideos, lipideos, polissacarideos e substancias quimicas inorganicas. Contudo, as
proteinas estdo presentes majoritariamente na constituicdo do veneno, chegando a ser
responsavel por cerca de 90 — 95% do peso seco do veneno (CHIPAUXX, WILLAMS;
WHITE, 1991). Os componentes proteicos incluem uma enorme variedade de
substancias farmacologicamente ativas e com propriedades distintas que atuam na
inducdo de alteracOes fisiopatoldgicas locais e sistémicas, consequentes do
envenenamento (CARDOSO et al.; 2010; GOMES et al.; 2011). Em geral, 0s venenos
de serpentes do género Bothrops apresentam, de forma predominante, proteinas com
massa molecular entre 14- 64 kDa, quando em condigdes redutoras, sendo observadas
algumas diferencas em relacdo ao numero e intensidade das bandas proteicas
(QUEIROZ et al., 2008). Estudos vém demonstrando que bandas proteicas nos venenos
de serpentes Bothrops em torno de 50 kDa correspondem a metaloproteinases da classe
PIII; entre 20 - 37 kDa, a serinoproteases e metaloproteinases da classe Pl; e 10 — 15
kDa, a fosfolipases A2 (Kohlhoff et al., 2012). O estudo da composi¢éo proteica do

veneno da peconha e seus efeitos sobre o organismo apresentam um papel fundamental
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na compreensdo do envenenamento e mecanismos de acdo responsaveis por este, assim
como a investigacéo de seu potencial terapéutico (CINTRA et al.; 2012; KAMIGUTI et
al.; 1996).

Os venenos de viperideos possuem grandes quantidades de SVMP, que estdo
sendo extensivamente estudadas e consideradas toxinas fundamentais para o
desenvolvimento de lesdes, pois, estdo presentes em diversos processos do
envenenamento, como: degradacdo dos fatores de coagulacdo sanguinea, inibicdo da
agregacdo plaquetéria, edema, degradagdo dos componentes da matriz extracelular e
atividade hemorréagica (GUTIERREZ et al.; 2005). As SVMPs classe P-1 e P-111 contém
0 dominio catalitico funcional semelhante ao das metaloproteinases de matriz
extracelular de mamiferos (MMPSs), com regibes homologas como o motivo de ligacéo
ao zinco (BODE et al.; 1993).

Sousa (2013) afirma que ha falta de semelhanga na composicdo de proteinas
entre serpentes intimamente relacionadas e, uma similaridade entre os venenos de
serpentes mais distantes filogeneticamente, 0 que sugere a pouca conexao entre posi¢cdo
taxonémica e a composicdo do veneno. Quando observamos outros estudos, bandas de
50 a 60 kDa, que indicam metaloproteinases de classe P3, ndo foram encontradas em
espécies como B.aurifer, B.lateralis, B.marchi e se apresentou em maior quantidade que
em B.bilineata e B.schlegelli. (FERNANDES et al., 2014). A presenca de bandas que
possivelmente correspondam a metaloproteinases sugere que o veneno tenha acdes tais
como inducdo de hemorragia local, reacdo inflamatdria, ativacdo de fatores de
coagulacdo e inibicdo da agregacdo plaquetéria o que corrobora com os quadros clinicos
descritos por vitimas de acidentes botrépicos (SOUSA et al., 2013). Terra e De Lema
(2006) sugerem que dentre as SVMP presentes no veneno botrépico, com massas
moleculares entre 48 a 60 kDa € onde séo encontradas as proteinas hemorragicas, como
por exemplo a bothropasina, isolada pelo grupo de Mandelbaum, Reichel e Assakura
(1982), a alternagina isolada de B.alternatus com massa molecular de 55kDa (SOUZA
et al., 2000) e a jararagina, purificada pelo grupo Paine (1992) com massa molecular de

52 kDa que promove leséo endotelial sistémica.

Trabalhos anteriores demonstram que ocorrem variagfes intraespecificas na
composicdo dos venenos, em funcdo da distribuicdo geografica. Baptista (2016),
Oliveira (2016) e Sousa (2013) estudam a mesma espécie de serpente, a B.jararaca,
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porém de localizacGes geograficas diferentes. A banda de massa molecular de 75 kDa,
presente intensamente no espécime estudado por Baptista criadas em cativeiro no
Instituto Butantan ndo é encontrada no espécime analisado por Sousa coletada em
Tapajoés, Parand e é observada com mais intensidade em exemplares machos dos

espéecimes estudados por Oliveira, localizadas no estado de Sdo Paulo.

Essas variacOes bioguimicas e farmacoldgicas mostram diferencas significativas
em algumas propriedades, tais como letalidade, atividade enzimética, efeitos locais e
padrbes eletroforéticos. A singularidade observada no veneno de B.pubescens pode
ocorrer devido ao seu habitat restrito a regido do Pampa e Uruguai e também pode haver
variacdo na composicdo proteica do veneno interespécie devido a variacdo do tipo de
dieta adotada por cada individuo. A banda de 23 kDa presente no perfil eletroforético do
veneno de B.pubescens ndo foi observada em B.neuwiedi, espécie a qual B.pubescens
era enquadrada, nem em B.atrox, B.alternatus, B.cotiara, B.aurifer, B.schlegelli,
B.taeniata, e nem em B.jararaca coletada na regido de Tapajos, contudo, a mesma
banda proteica é encontrada em B. jararaca mantida em cativeiro no Instituto Butantan
e também nas fémeas adultas de B.jararaca do estado de Séo Paulo e estdo presentes
com pouca intensidade nos machos adultos e ausentes no veneno de espécimes recém
nascidos. A composicdo do veneno de uma serpente depende de diversos fatores
intrinsecos como fatores ontogenéticos, variagdo sexual e extrinsecos como habitat e
alimentacéo e isso esta intimamente ligado a esta variacdo proteica na composi¢ao dos
venenos botrdpicos. Essas diferencas nas peconhas podem causar respostas diferentes
em um acidente ofidico e, quando analisadas eletroforeticamente as amostras variam

muito dentro do mesmo género e inclusive dentro da mesma espécie.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstra que o veneno da serpente B.pubescens, em altas
concentracOes, € capaz de causar bloqueio neuromuscular total e irreversivel quando
testado em preparacdes isoladas de ave e, mesmo em concentracOes reduzidas, leva a
um bloqueio parcial e reversivel, reforcando a toxicidade deste para o sistema nervoso
somatico. Além disso, a identificacdo de proteinas como metaloproteinases indicam
atividade hemorrégica e outros efeitos causados pelo veneno desta espécie, sendo um
passo inicial para a caracterizacdo e entendimento do modo de acdo deste, o que,
posteriormente, deve viabilizar sua inser¢do no preparo do soro antibotrépico e também

a prospeccdo de novas biomoléculas de interesse biotecnolégico.

Como perspectivas tém-se a caracterizacdo do veneno da serpente B.pubescens
em miotoxico e/ou neurotoxico, bem como a caracterizagdo do veneno através de

técnicas protedmicas.
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