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RESUMO

A serpente Bothrops erythromelas é uma espécie de importancia médica responsavel por
acidentes ofidicos, com predominancia no Nordeste do Brasil. O presente trabalho teve como
objetivo realizar um estudo protebmico comparativo do pool de venenos desta espécie
procedentes de cinco regides geograficas do Nordeste: Ceara, Pernambuco, Juazeiro, Paraiba
e llha de Itaparica. Além disso, foi investigada a capacidade do soro antibotropico (SAB) do
Instituto Vital Brazil e soro poliespecifico (BCL) da Costa Rica em neutralizar os venenos
provenientes dessas populagdes através da antivendmica e a capacidade de neutralizacdo
frente a atividade hemorragica in vivo. A eletroforese bidimensional (2DE) mostrou padrdes
similares de proteinas distribuidas no intervalo de 14-95 kDa de massa molecular e pontos
isoelétricos variando de 4 - 8,5. Trinta a quarenta fracbes foram recolhidas por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC). Cada fracdo
cromatografica coletada manualmente foi analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS (SDS-PAGE) e as bandas de proteinas foram excisadas e submetidas a
analise venbmica que resultaram na identificacdo de aproximadamente 65 proteinas e 8
espécies de peptideos pertencentes a 12 familias de proteinas de venenos de serpentes:
(Peptideos Potenciadores de Bradicinina (BPPs), Fator de Crescimento Endotelial Vascular de
Veneno de Serpente (SVWEGF), Fosfolipase A,, Serinoproteases, Metaloproteases da classe |
e da classe Il (Pl e PIIl — SVMP), Desintegrinas e Dominios tipo Desintegrina e rico em
Cisteinas, Lectinas do tipo C, Nucleotidases (5'-nucleotidase; 5’NT e Fosfodiesterase; PDE),
Proteinas Secretdrias Ricas em Cisteina (CRISP) e Fosfolipase B). Através desse trabalho foi
demonstrado que os proteomas dos venenos das B. erythromelas das diferentes regiGes do
Nordeste séo similares e parecem ser bastante conservados de acordo com sua distribuicéo
geogréfica, embora contenham diferengas peculiares tais como, a presenca de CRISP
detectadas apenas nos venenos de Pernambuco e da 5° NT na populagao de Juazeiro; assim
como PDEs apenas nos proteomas das populacGes do Ceard e Pernambuco e da PLB no
Ceara, Juazeiro e llha de Itaparica. Os resultados da antivenémica mostraram que a
imunorreatividade do soro pentavalente SAB é similar frente as cinco populacfes e mais
eficiente em relacdo ao polivalente BCL. No entanto, pode-se observar especialmente que as
fragdes de baixo peso molecular ndo sdo reconhecidas pelos dois antivenenos de forma
eficiente. Embora tenham mostrado diferencas na sua eficacia de neutralizacdo, ambos 0s
antivenenos foram eficazes na neutralizacdo da atividade hemorragica in vivo. Apesar da
serpente de B. erythromelas habitar uma abrangente area geogréafica, as cinco populacdes
estudadas apresentaram composi¢do semelhante, exibindo um perfil altamente conservado das
classes das proteinas representativas do veneno. Portanto, este estudo identificou as proteinas
do veneno de B. erythromelas ja caracterizadas na literatura (BPP, PLA; Asp49, PIlI- SVMP
e sSVWEGF) e forneceu informacdes adicionais para a presenca de Serinoproteases e Lectinas
do tipo C e de outros componentes minoritarios ou especificos (PDE, 5’NT, PLB, CRISP).

Palavras-chave: Bothrops; Protedmica; VVenenos de serpente.



ABSTRACT

Bothrops erythromelas snake is a species of medical importance responsible for snakebites,
predominantly in the Northeast of Brazil. This study aimed to conduct a comparative
proteomic study of venoms pool of this species from five geographical regions of the
Northeast: Ceard, Pernambuco, Juazeiro, Paraiba and Itaparica Island. In addition, we
investigated the ability of Bothrops antivenom (SAB) of the Vital Brazil Institute and
polyspecific serum (BCL) of Costa Rica to neutralize the venoms from these populations
(antivenomics) and the ability to neutralize the in vivo haemorrhagic activity of venom. Two-
dimensional electrophoresis (2DE) showed similar patterns of protein distributed in the range
of 14-95 kDa molecular mass and isoelectric points ranging from 4 to 8.5. Thirty to forty
fractions were collected by Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-
HPLC). Each chromatographic fraction collected manually were analyzed by polyacrylamide
gel electrophoresis - SDS (SDS-PAGE) and protein bands were excised and subjected to
venomic analysis resulting in the identification of approximately 65 proteins and 8 species of
peptides belonging to 12 protein families (Bradykinin-Potentiating Peptides (BPPs), Snake
Venom Vascular Endothelial Growth Factor (svWEGF), Phospholipase A, Serine Preotease,
Metalloproteases class | and class Il (Pl and PIIl - Symp), Disintegrins and Disintegrin-like
and Rich in Cysteine domains, C-type Lectins, Nucleotidases (5'-nucleotidase; 5’NT and
Phosphodiesterase; PDE), Secretory Proteins rich in Cysteine (CRISP) and snake venoms
Phospholipase B. Through this work it was shown that the proteomes of venoms of B.
erythromelas of different regions of Northeast are similar and seem to be quite kept according
to their geographical distribution, although they contain peculiar differences such as the
presence of CRISP detected only in the venoms of Pernambuco and 5 'NT in the population of
Juazeiro; and PDEs only in proteomes of populations of Ceara and Pernambuco and PLB in
Cearda, Juazeiro and Itaparica Island. The antivenomics results showed that SAB pentavalent
serum immunoreactivity is similar across the five populations and more efficient compared to
the polyvalent BCL. However, it can be seen that especially low molecular weight fractions
are not efficiently recognized by both antivenoms. Although differences were shown in their
neutralization efficacy, both were effective in neutralizing antivenom hemorrhagic activity.
Despite theB.erythromelassnake inhabit acomprehensivegeographical area, the five
populations showed similar composition, displaying a highly conserved profile of
representative venom protein classes. Therefore, this study assigned all proteins in the venom
of B. erythromelas that have been characterized in the literature (BPP, PLA2 Asp49, PIII-
Symp and svVEGF) and provided additional information to the presence of Serine Proteases
and C-type Lectins and other minor or specific components (PDE, 5'NT, PLB, CRISP).

Keywords: Bothrops; Proteomic; Snake venoms.
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1 INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos podem ser considerados preocupantes para a satde publica,
principalmente em regides tropicais e subtropicais tais como, Africa, Asia, Oceania e América
Latina, representando importante causa de morbidade e mortalidade e incluidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) na lista de doencas negligenciadas (CRUZ et al.,
2009; HARRISON et al., 2009).

Esses acidentes podem ocasionar sérios problemas a satde humana, pois dados
recentes mencionam que existem aproximadamente 3000 espécies de serpentes, das quais
cerca de 20% sdo consideradas venenosas. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), estima-se que aconte¢cam 2.500.000 casos mundiais de envenenamentos por serpentes
peconhentas ao ano, o que resulta em, aproximadamente, 125.000 mortes e inimeros casos
resultam em sequelas graves (ALBUQUERQUE et al., 2013).

No territério brasileiro ocorrem quatro géneros de serpentes venenosas, com
dezenas de subespécies reconhecidas. Os géneros Bothrops (jararacas) e Micrurus (corais)
podem ser encontrados em todo o territorio nacional, enquanto o género Crotalus (cascavéis)
se distribui preferencialmente pelo Sudeste e Sul e as Lachesis (surucucus), na regido
Amazodnica e de Mata Atlantica (BERNILS, 2009).

Os casos de acidentes ofidicos da América do Sul sdo 0s que ocorrem em maior
ndmero no Brasil com aproximadamente 20.000 casos notificados por ano e uma taxa de
letalidade de 0,45% (LEITE et al., 2013). Segundo dados do Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (SINAN) do Ministério da Satde (MS), ocorreram nos anos de 2000
a 2013, mais de 360.506 casos de acidentes envolvendo serpentes peconhentas, com uma
média de 13,8 casos a cada 100.000 habitantes, resultando em 1.487 6bitos (BRASIL, 2013).
Em torno de 90% desses acidentes séo causados por serpentes do género Bothrops.

A peconha botropica é extremamente complexa e compreende uma variedade de
substancias farmacologicamente ativas que atuam sinergicamente na inducdo das alteracoes
fisiopatoldgicas decorrentes do envenenamento, responsaveis pelo desenvolvimento de efeitos
toxicos locais e sistémicos. As alteragdes no local da inoculacdo da pegonha se desenvolvem
rapidamente apds o envenenamento e ndo sdo eficientemente neutralizadas pela soroterapia
tradicional (GUTIERREZ et al., 2009a; 2009b; GOMES et al., 2010).
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Estudos recentes realizados com a pegonha de serpentes do género Bothrops
identificaram variacfes na composicao proteica e imunodeple¢do dos venenos de serpentes da
mesma espécie coletadas em diferentes regides que podem mostrar diferentes potencias de
efeitos farmacoldgicos e/ou toxicos e afetar a neutralizacdo proporcionada pelo antiveneno,
tornando pouco previsivel o tratamento das vitimas de acidentes ofidicos (CALVETE et al.,
2011).

A variacdo na composicdo de venenos animais ocorre em diversos niveis,
includindo interfamilia, intergénero, interespécie, intersubspécie e intraespécie. A variacao
intraespécie pode acontecer ainda individualmente, devido a variagdo sazonal, dieta, habitat,
idade e dimorfismo sexual (CHIPPAUX et al., 1991).

O estudo dessas variagcOes intraespecificas na composicdo das peconhas ofidicas,
em especial do género Bothrops, é de suma importancia para a melhor compreensdo deste
fendmeno e sua aplicacdo na producdo de anticorpos mais efetivos para a neutralizacdo dos
efeitos toxicos dos envenenamentos, principalmente dos efeitos locais que muitas vezes
geram sequelas permanentes, diminuindo de forma expressiva as chances de vida ativa do

paciente, sobrecarregando o sistema previdenciario.

Quando a espécie de Bothrops erythromelas € enfocada, a necessidade de um
estudo de variacdo intraespecifica se torna mais urgente, jA que esta espécie apesar de
responsavel pela maior parte dos acidentes ocorridos na regido Nordeste, ndo faz parte do
pool de venenos que é utilizado para producao do soro antiveneno. Em vista disso, € relevante
compreender as variacdes intraespecificas (na composicdo e nas atividades farmacoldgicas e
toxicas) da peconha de B. erythromelas coletadas em diferentes regides geograficas onde
ocorrem naturalmente, bem como a capacidade do soro antibotropico comercial de reconhecer
este veneno, através de estudos de protebmica e antivendmica. A fim de compreender a
variabilidade individual da pegonha de B. erythromelas e conhecer sua possivel implica¢do na

terapéutica atual dos casos de envenenamento por essa espécie em particular.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Venenos botropicos: constituintes, atividades toxicas e farmacologicas

Venenos de serpentes sdo uma mistura complexa de enzimas, glicoproteinas,
polipeptidios e componentes ndo-protéicos sintetizados e armazenados em pares de glandulas
altamente especializadas, ligadas as presas por dutos. Os componentes dos venenos permitem
que as serpentes possam confinar, imobilizar e digerir suas presas, além de ser um mecanismo
de defesa contra predadores (MACKESSY; BAXTER, 2006; CALVETE et al., 2009;
ESPINO-SOLIS et al., 2009).

Apbs a inoculacdo, essa mistura de componentes mostra uma rica variedade de
acOes bioldgicas (Quadro 1), agindo como toxinas e atacando varios sistemas fisiologicos,
levando muitas vezes a morte e debilitacdo da presa ou vitima. As toxinas de serpentes em sua
maioria exibem suas atividades farmacoldgicas por conta prépria. No entanto, algumas
proteinas formam complexos, covalentes ou ndo covalentes, com outras proteinas para exibir
atividade farmacoldgica mais potente. Estas interacdes sinérgicas entre as proteinas do veneno
aumentam sua poténcia letal (DOLEY; KINI, 2009).

Estudos sobre as ultimas duas décadas tém demonstrado que as toxinas dos
venenos das serpentes pertencem a superfamilias de proteinas enzimaticas e ndo-enzimaticas.
As proteinas dentro de cada familia compartilham semelhancgas notaveis em suas estruturas
primarias, secundarias e terciarias, mas podem diferir entre si em seus efeitos farmacol6gicos
(ANGULO; LOMONTE, 2009; KANG, 2011).

Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos ofidicos tém propriedade protéica, e
sd0 essas proteinas as responsaveis por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos encontrados
(BJARNASON; FOX, 1994; KOH, 2006). Em menor proporcao, a fracdo nao-protéica dos
venenos tém substancias inorganicas, tais como, calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio,
manganés, sodio, fosforo, colbato e zinco, estando alguns destes componentes relacionados a
mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos presentes no veneno. Outros
componentes incluem, substancias organicas, como aminoacidos livres, pequenos peptideos,
carboidratos, fosfolipideos e aminas biogénicas (MARKLAND, 1998; WARREL, 2010).

Quadro 1 - Caracteristicas funcionais e quimicas das peconhas de serpentes da familia Viperidae
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Massa molecular aproximada

Componente Funcdo Atividade Bioldgica
ENZIMAS
Fosfodiesterase Hidrdlise de &cidos nucléicos e nucleotideos Hipotens&o; deplecéo de di- e trinucleotideos 94— 140
5°-nucleotidase Hidrélise do 5’ nucleotideos Liberagéo de nucleosideos. 53 -82
Alcalina-fosfomonoesterase Hidrdlise das pontes de fosfomonoéster e 90 - 110
Hialuronidase Hidrélise do hialurnio intersticial Diminuicéo da viscosidade intersticial-difusdo dos componentes 73
da pegonha.
L-aminoécido oxidase (homodimérica) Desaminagao oxidativa dos L-aminoécidos Inducéo de apoptose, danos celulares. 85— 150
. - . Hidrélise de varias proteinas estruturais, incluindo componentes da lamina 43-85
Metaloproteinase Familia M12 reprolisina P- Lo . . . I ik
P-11 P-1 basal, fibrinogénio, etc; Algumas séo ativadores de protrombina (grupos A Hemorragia, mionecrose, pré-digestéo da presa. 25-30
eB) 20-24
erinopro e[na_se Hidrélise Catalitica do fibrinogénio Répida deplecéo do fibrinogénio; alteracdo da homeostasia. 31-36
Trombina-simile
VI Liberagao de Bradicinina pelo Cininogénio de alto peso molecular; Induz a rapida queda de presséo sanguinea; imobilizagdo da 27-34
Calicreina-simile S ; .
Hidrélise da angiotensina presa.
. Atividade esterésicae peptidase e 25-36
“Argininaesterase”
Fosfolipase A, Hidrélise dependente de Ca”* do grupo2-acil em 3-sn-fosfoglicerideos Miotoxicidade, mionecrose, danos na membrana lipidica. 13-15
(Grupo 1)
PROTEINAS/PEPTIDEOS NAO-ENZIMATICOS
Proteinas secretdrias ricas em cisteina . . . .
; BI NTP Induz h . 21-2
(CRiSPs) oqueio dos canais ¢ nduz hipotermia, 9
Fatores de Crescimento Neural Promover o crescimento de fibras nervosas Apoptose — incerto. 14-325
PLA2-neurotoxinas pré-sinapticas (2 . . ~ - . - -, S
2 . i p i p ( Bloqueio da liberagdo de acetilcolina para terminais do axoénio Potente neurotoxicidade; Imobilizagao da presa. 24
subunidades, acida e bésica)
Lectinas tipo-C Ligam-se as plaquetas e ao receptor de colageno Anticoagulante, modulador plaquetario. 27-29
Desintegrinas Inibe os ligantes de integrinas Inibic&o plaquetéria. 52-15
L Modifi I i lipidi . o
Miotoxinas—-n&do-PLA; odifica voltagem dos canals para sodio; interage com os lipidios de Mionecrose, analgesia, imobilizacdo da presa. 4-53
membranas
PEPTIDEOS
Peptideos potenciadores de bradicinina Aumenta a poténcia da bradicinina Dor, hipotenséo; imobilizagdo da presa. 10-15
Tripeptideosinibidores Inibicéo de metaloproteinases da pegonha e outras enzimas Estabilizacdo dos componentes da pegonha. 0,43 -0,45

COMPONENTES ORGANICOS

Purinas e Pirimidinas

Amplos efeitos em diversas células Hipotens&o, paralisia, apoptose, necrose; imobilizacéo da presa.

AMP = 0,392, hipoxantina,
inosina

Citrato

Inibigdo de enzimas da pegonha
COMPONENTES INORGANICOS

Estabilizacéo da pegonha.

0,192

Zinco, Calcio, Magnésio, Manganés, Cobre,

Ferr, Sédio, Fésforo, Colbato

Estabilizar proteinas e atuar nos mecanismos cataliticos de certos
componentes enzimaticos como, por exemplo, zinco atuando em
Metaloproteinase

Modificagao: Livro

Handbook of

Venoms and Toxins of Reptiles

(MACKESSY,2010)
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Sao componentes da fracdo protéica dos venenos de serpentes do género Bothrops
(familiaViperidae) as proteinas enzimaticas; Fosfolipase A,, metaloproteases, serino
proteases, L-amino &cido oxidase (LAAO), hialuronidades, nucleotidase e fosfodiesterase e as
proteinas ndo-enzimaticas; miotoxinas sem atividade de fosfolipase, lectinas tipo C,
desintegrinas, fatores de crescimento e proteinas secretorias ricas em cisteinas (ESPINO-
SOLIS et al., 2009; CALKOSINSKI et al., 2010; KANG, 2011).

A superfamilia da Fosfolipases A, (PLA;) € composta de muitos grupos diferentes
de enzimas que atuam na hidrélise de fosfolipideos de membrana especificamente na ligacao
2-acil éster em uma variedade de fosfolipideos, resultando na geracdo de mediadores lipidicos
e segundos mensageiros que desempenham fungdes importantes na regulagdo das atividades
celulares (KINI, 2003; BURKE; DENNIS, 2009). Encontram-se amplamente distribuidas em
tecidos de mamiferos, microorganismos e venenos de répteis e artropodes. Os venenos das
serpentes sdo abundantes em PLA,, além de desempenhar um papel digestivo na hidrdlise de
fosfolipideos, podem também exercer uma grande variedade de atividades farmacologicas
e/ou toxicas como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, hemorragica,
hemolitica, edema, efeitos pro-coagulantes e anticoagulantes (SOARES; GIGLIO, 2003,
SCHALOSKE; DENNIS, 2006; MONTECUCCO et al., 2008).

LAAO sdo flavoenzimas diméricas, glicosiladas, enantiosseletivas que catalisam a
desaminacdo oxidativa estereoespecifica de uma vasta gama de L-aminoacidos, para formar
alfa-cetoacidos, peréxido de hidrogénio e amdnia. O peroxido de hidrogénio parece estar
relacionado a toxicidade do veneno (RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011).
Este grupo de enzimas é responsavel pela cor amarela do veneno liofilizado (KANG, 2011).
Os efeitos bioldgicos destas enzimas durante 0 envenenamento ainda nao estdo claramente
compreendidos. No entanto, estudos in vitro mostram que elas exibem diversas atividades
como pré-apoptose, inibicdo da agregacdo plaquetéria e disturbios da hemostasia (DOLEY:;
KINI, 2009; RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011).

As serinoproteases e metaloproteases sdo complexos da protease que afetam a
cascata de coagulacdo sanguinea e ajudam na digestdo das presas, promovendo assim danos
teciduais. Embora a maioria delas seja farmacologicamente ativa por si s6, algumas requerem
co-fatores (Zn 2*, Ca *, fosfolipideos) para exercerem uma atividade ideal (DOLEY; KINI,
2009). Algumas proteases exercem atividade na liberacdo de cininas que podem contribuir
para dor local, vasodilatagéo e hipotenséao sisttmica (CARDOSO et al., 2010).

As desintegrinas sdo um grupo ndo-enzimatico de moléculas pequenas que se

ligam seletivamente a moléculas de integrinas. Possuem dominios ricos em cisteina e lectinas
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tipo-C, geralmente conjugadas a metaloproteases. Dominios ricos em cisteina sdo capazes de
aumentar o rolamento de leucdcitos na microcirculacdo e inibir a agregacdo plaquetéria
induzida pelo colageno, contribuindo para os efeitos hemorragicos. Proteinas com dominios
de lectinas tipo C, interagem com receptores destas em plaquetas e estdo envolvidas na
inducdo de disturbios da coagulacdo como atividades hemaglutinantes, agregacéo plaquetéria
e inibicdo da atividade da trombina (CALVETE et al., 2005).

Dentre os componentes sem atividade enzimatica ha constituintes organicos e nao
organicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000; RAJENDRA et al., 2004). Os contituintes ndo
organicos conhecidos sdo: calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, sodio, fésforo,
cobalto e zinco (FRIEDERICH e TU, 1971). Alguns estudos sugerem que o célcio, o
manganés e 0 magneésio sdo importantes para a estabilizacdo de certas proteinas, enquanto
outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto possivelmente atuam nos mecanismos
cataliticos de certos componentes enzimaticos como metaloproteases (BJARNASON; FOX,
1994).

2.2 Efeitos do envenenamento botrdpico e a soroterapia tradicional

O género Bothrops pertence a familia Viperidae, compreende mais de 30 espécies
de serpentes, e tem esta denominacao decorrente da lingua grega: “Bothros” significa fosseta
ou cavidade e “ops”, significa olho ou face, uma alusdo a fosseta loreal, localizada entre a
narina e os olhos destas serpentes (CARRASCO et al., 2012). Envenenamentos por serpentes
deste género sdo frequentemente associados a alteragdes sistémicas e severas alteracdes
patolégicas locais (WARRELL, 2005; GUTIERREZ; LOMONTE, 2003; GUTIERREZ et al.,
2009b).

Os efeitos locais frequentemente incluem dor, edema, hemorragia local e
inflamacdo. Este quadro clinico na maioria das vezes evolui resultando em necrose tecidual
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995). Efeitos sistémicos resultam em coagulopatia, hipotensdo
arterial, alteragdes hemodinamicas, hemdlise intravascular, dano agudo do miocéardio, edema
pulmonar, insuficiéncia renal aguda, faléncia de multiplos 6rgdos e hemorragias distantes dos
locais da picada, tais como hemorragia gengival, macrohematuria, hemorragia uterina e
gastrintestinal (KAMIGUTI et al.,1996; WARRELL, 2005).

Uma das complicacfes que traz grande preocupacdo nos acidentes ofidicos sdo as

alteracdes renais, como glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda e insuficiéncia renal
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aguda (IRA), esta Gltima relacionada aos casos de letalidade pelo envenamento (SITPRIJA,
2008). A patogénese da IRA ainda ndo estd completamente elucidada. No entanto, sabe-se
que as lesdes renais podem ser produzidas pela acdo isolada ou combinada de diferentes
mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos desencadeados pelas atividades biologicas dos
venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al.,
2008). Estudos com rim isolado demonstraram que os venenos de diferentes espécies de
Bothrops alteram os parametros da funcdo renal (HAVT et al., 2001; BARBOSA et al., 2002;
MARTINS et al., 2005).

A lesdo tecidual local é um dos grandes problemas apds envenenamentos por
serpentes do género Bothrops (Figura 1). A magnitude destes efeitos depende do tipo de
peconha, da quantidade injetada e do hospedeiro. Em muitos casos, o dano tecidual é tdo
intenso que leva a severas consequéncias como degeneracdo vascular e isquemia, as quais
podem culminar com a amputacdo do membro afetado (CARDOSO et al. 1993; WARRELL,
2010).
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Figura 1. AlteracOes locais promovidas por acidentes com Bothrops.

A: Edema, sangramento e equimose em méo esquerda (OLIVEIRA, 2008); B: Sangramento eritematoso e edema
no tornozelo direito (OROPEZA et al., 2000); C: Equimose, bolhas e edema em pé direito; D: necrose tecidual
grave em perna direita (WHO, 2007).

Mionecrose e hemorragia induzidas por venenos de Bothrops sdo provavelmente
devido, principalmente, & acdo direta de toxinas nas células musculares e microvasos,
respectivamente. Por outro lado, o edema depende da direta acdo dos componentes do veneno
na microvasculatura, bem como sobre a liberacdo de um nimero de mediadores inflamatérios
nos tecidos, tais como eicosandides, aminas vasoativas, citocinas entre outros (TEIXEIRA et
al., 2009).

Mesmo tendo sido feitos avangos importantes para o entendimento da patogénese
da hemorragia € mionecrose no envenenamento por Bothrops, o estudo das alteracOes
patoldgicas induzidas por estes venenos na lesdo tecidual local tem recebido pouca atencéo,
apesar de sua relevancia clinica (JIMENEZ et al., 2008).



21

O tratamento eficaz para envenenamento botropico sistémico é a administragdo
intravenosa de soro antibotropico, e em alguns casos, de antiveneno botrdpico-crotélico
(CORREA-NETTO et al., 2010). Os antivenenos sao preparados por hiperimunizacdo de
animais, principalmente cavalos e ovelhas (ESPINO-SOLIS et al., 2009). A soroterapia
neutraliza de forma eficiente os efeitos toxicos sistémicos, impedindo, muitas vezes, vitimas
fatais. Administracdo imediata de antiveneno adequado para pacientes sistemicamente
envenenados melhora a taxa de recuperacéo da coagulapatia em diversos estudos de pacientes
envenenados por Bothrops em paises sul-americanos e asiaticos (CARDOSO et al, 1993;.
CARON et al, 2009).

No entanto, 0s antivenenos apresentam desvantagens, tais como: induzir reagdes
adversas, variando de leves a graves, e ser ineficaz na neutralizacdo do dano tecidual local
(GUTIERREZ et al., 2009c). As reacdes adversas podem variar em 37 a 87% dos casos
(CARDOSO et al., 1993; CRUZ et al., 2009) e podem incluir reacdes anafilaticas leves com
nduseas, vomitos e urticaria e efeitos mais graves como angioedema, broncoespasmo e
hipotensdo (BROWN & LANDON, 2010; CARDOSO et al, 1993; CARON et al., 2009), que
ndo podem ser previstos por meio de testes de sensibilidade (FAN et al., 1999;
PREMAWARDHENA et al.,1999). A maioria dessas reacdes pode ser devido a acao de altas
concentracfes de proteinas presentes em imunoglobulinas hiperimunes disponiveis no
antiveneno (GOMES et al., 2010).

Além da administracdo do antiveneno, o tratamento também pode incluir uma
série de intervencOes adicionais, tais como hidratacdo, equilibrio de eletrolitos; além de
administracdo do toxdide tetanico, dialise, alcalinizacdo precoce da urina por bicarbonato de
sodio em pacientes com mioglobindria ou hemoglobinuria; antibioticos em caso de
desenvolvimento de infeccdo local e intervencBes cirdrgicas no debridamento do tecido
necrosado (CRUZ et al., 2009).

Outros problemas sdo a baixa disponibilidade do tratamento em areas distantes, 0s
atrasos na administracao, necessidade de refrigeracao, e de alto custo e baixa eficacia (CRUZ
et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009c). Além disso, a variabilidade inter e intra-especifica
na composicdo do veneno entre as espécies deve também ser considerada, uma vez que
existem variacGes entre os periodos de tempo no ano, idade da amostra e distribuicdo

geografica, que podem afetar a neutralizacdo pelo antiveneno (CALVETE et al., 2009).

2.3 A serpente de Bothrops erythromelas: composicéo e agdes do veneno
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O Brasil é um dos paises que apresentam maior diversidade taxonémica e de
formas de serpentes e isso inclui as espécies de importancia na Salde Publica. Entre estas
espeécies, estdo envolvidas as serpente responsaveis pelos acidentes botrépico (Bothriopsis,
Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis), crotalico (Caudisona), laquético
(Lachesis) e elapidico (Leptomicrurus e Micrurus) (FENWICK et al. 2009; BERNARDE,
2011; CARRASCO et al., 2012; WALLACH et al., 2014).

O grupo Bothrops neuwiedi é atualmente composto por oito espécies: B. diporus,
B. erythromelas, B. lutzi, B. mattogrossensis, B. marmoratus, B. neuwiedi, B. pauloensis e B.
pubescens (MACHADO et al., 2014). Representantes do complexo neuwiedi sdo comuns em
areas abertas do nordeste do Brasil até o sudeste da Argentina (Werman, 2005). Bothrops
erythromelas ocorre principalmente nas areas de Caatinga; B. lutzi, B. pauloensis e B.
marmoratus ocorrem principalmente no Cerrado; B. mattogrossensis e B. diporus sao
distribuidos principalmente na regido do Chaco ou Gran Chaco; B. pubescens é limitada aos
Pampas na regido sul do Brasil e Uruguai e B. neuwiedi ocorre ao longo das montanhas na
costa Sudeste do Brasil (SILVA, 2004; SILVA; RODRIGUES, 2008).

O bioma da Caatinga é caracterizado por um clima quente e semi-arido,
fortemente sazonal e por um padréo extremamente irregular de chuvas com estacfes secas
severas em alguns anos. E considerado o Ginico bioma exclusivo do Brasil, cobrindo 734.478
km? na regido Nordeste (cerca de 7% do territorio nacional) e ocorrendo em manchas no norte
de Minas Gerais (SCARDUA, 2004; BARROS et al., 2014). O que praticamente significa que
grande parte do patrimonio biologico dessa regido nao é encontrada em outro lugar do mundo.

A serpente de Bothrops erythromelas (figura 2), comumente conhecida como
“jararaca da seca” ou ‘“jararaca malha-de-cascavel”, é responsavel por muitos acidentes
ofidicos no Nordeste do Brasil, ocorrendo em habitats secos e molhados na vegetagdo da
Caatinga. De acordo com Uetz et al. (2015), estende-se pelos estados do Maranhdo, Piaui,
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e norte de Minas
Gerais (figura 3), assim como o0 bioma da Caatinga. Esta espécie possui um comprimento
rostro-cloacal médio de 55 centimetros, se alimenta de rds, lagartos, mamiferos, e centopeias
(LIRA-DA-SILVA et al., 2009; BARROS et al., 2014). Répteis que vivem em ambientes
aridos como na Caatinga, podem mostrar adaptacOes fisiologicas, comportamentais,
ecologicas e morfoldgicas relacionadas a escassez da agua no ambiente (RODRIGUES,
2003).
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Figura 2: Bothrops erythromelas

Fonte: Fotos gentilmente cedidas e realizadas por Roberto Murta, 2014.

O género Bothrops vem sofrendo alteragfes taxonémicas (Quadro 2) de acordo
com o demonstrado por estudos filogenéticos sistematicos baseados em caracteristicas
morfoldgicas e moleculares. Como se pode observar no quadro 2 com a serpente de Bothrops
erythromelas. Classificada por Fenwick et al. (2009) e Wallach et al. (2014) como
Bothropides e tendo em vista que esta nomenclatura é recente e divergente, ainda ndo tem
sido amplamente utilizada nas publicacdes da area. No entanto, considera-se importante a
constante atualizacdo em relacdo as classificacdes taxondmicas ndo apenas para familiaridade
ou conhecimento prévio, mas também para dar credibilidade e seguranga ao que esta

estudando independente de mudancas na nomenclatura.
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Figura 3 - Distribuicdo da serpente de Bothrops erythromelas pelos Estados do Maranhéo,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e norte de

Minas Gerais.
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Fonte: Uetz et al., (2015).

Quadro 2 - AlteracGes taxondmicas da serpente de Bothrops erythromelas.

ESPECIE

REFERENCIAS

Bothrops erythromelas

(AMARAL, 1923)

Bothrops erythromelas

(PETERS e OREJAS-MIRANDA, 1970, p.45)

Bothrops erythromelas

(WELCH 1994, p.33)

Bothrops erythromelas

MCDIARMID et al., 1999, p. 260)

Bothrops erythromelas

(RODRIGUES, 2003)

Bothropoides erythromelas

(FENWICK et al., 2009)

Bothrops erythromelas

(CARRASCO et al., 2012)

Bothropoides erythromelas

(WALLACH et al. 2014, p.113)

O veneno de B. erythromelas tem quatro componentes isolados e caracterizados
0s quais sdo: Peptideo potenciador de bradicinina (BPP), fator de crescimento endotelial
vascular de veneno de serpente (svVEGF) mediando o efeito hipotensor (JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO et al.,, 2001), Fosfolipase A2 (Asp49) acida relacionada com o efeito
antiplaquetario e inflamatério (ALBUQUERQUE-MODESTO et al.,, 2006), e uma
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metaloproteinase chamada de Berythractivase apresentando atividade coagulante (SILVA et
al., 2003).

A referida espécie é a principal responsavel pelos acidentes ofidicos na regido
Nordeste, e a sua pegconha ndo faz parte do pool utilizado para a fabricacdo do soro
antibotropico. Em geral, os efeitos do envenenamento ofidico por Bothrops sdo semelhantes e
0s venenos da maioria das espécies botropicas possuem atividade de ativacdo direta sobre
protrombina, combinada, ou ndo, com atividade trombina-simile e/ou de ativacédo de Fator X.
No entanto, esta espécie destaca-se entre as desses géneros por possuir alta atividade
coagulante (FERREIRA et al., 1992b; ZAPPELLINI, 1991), além da particularidade de néo
exibir acdo similar a trombina (serino proteases que atuam diretamente sobre a molécula de
fibrinogénio convertendo-a em fibrina - encontradas em outras peconhas botropicas), o que
leva a disturbios hemostaticos graves (MARUYAMA et al., 1992).

Valenca e colaboradores (1997), estudando o processo hemorragico induzido pela
peconha de B. erythromelas, em envenenamento experimental em cées, mostrou que o veneno
induz mudancas hemostaticas envolvendo hipercoagulabilidade sanguinea seguida por
incoagulabilidade sanguinea onde a andlise histoldgica dos tecidos dos animais experimentais
revelou um quadro hemorragico sistémico, sendo os principais 6rgaos afetados pulmdes, rins
e figado.

A atividade coagulante presente na peconha de B. erythromelas é atribuida a
presenca de toxinas pré-coagulantes, ativadoras dos fatores Il (protrombina) e X, que levam a
formacdo de trombina enddgena, levando a um quadro de coagulacdo intravascular
disseminada (NAHAS et al.,, 1979; MARUYAMA et al., 1992; KAMIGUTI & SANO-
MARTINS, 1995; VASCONCELOS, 1996).

Berythractivase é ativadora de protrombina ndo-dependente de Ca** ou de
fosfolipideo para a sua atividade. Analise da sequéncia de cDNA revelou que a
berythractivase € um membro da classe P-111 da familia de proteinas metaloproteinases.

Apesar da semelhanca estrutural, a berythractivase possui baixa atividade
fibrinogenolitica e auséncia de acdo hemorrdgica local, em contraste com outras
metaloproteinases da classe P-1ll (SILVA et al., 2003). Contudo, foi demonstrado que este
ativador de protrombina possui atividades pro-inflamatdrias, como suprarregulacdo da
expressao endotelial de ICAM-1, liberacéo de fator Von Willebrand, prostaglandina 12 (PGly)
e interleucina-8 (1L-8) e geracdo de 6xido nitrico (NO) (SILVA et al., 2003; SCHATTNER et
al., 2005).
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A fosfolipase A2 (Asp49) &cida de B. erythromelas (BE-1-PLA;) demonstrou
potente acdo anti-plaquetaria e indutora da liberacdo de prostaglandina I, e baixa atividade
miotdxica (MOURA-DA-SILVA et al., 1991). Em sistema de perfusdo de rim isolado, a
peconha de B. erythromelas (MARTINS et al., 2005) e sua fosfolipase isolada (SOUSA,
2010) promoveu alteracbes dos pardmetros funcionais renais da pressdo de perfusao,
resisténcia vascular renal, ritmo de filtracdo glomerular, fluxo urinario e dos transportes
percentuais totais de sodio, cloreto e potassio, apresentando nefrotoxicidade direta neste

modelo.

2.4 Variabilidade dos venenos de serpentes do género Bothrops e estudo protedmico

A composicdo do veneno pode ser influenciada por uma série de fatores
diferentes, principalmente o potencial de deriva genética, a variacdo de género e as variacoes
ontogenéticas (relacionadas a idade). A heterogeneidade inter e intra-espécies na composi¢do
da peconha explicam as diferencas nos sintomas clinicos observados em vitimas humanas de
envenenamento por serpentes da mesma espécie em diferentes regides geograficas
(CALVETE et al., 2009).

A variabilidade na composicdo e nas atividades bioldgicas das pegonhas de
serpentes vem sendo documentada por diversos autores e pode ser observada em diversos
niveis tais como variacdes interfamiliares, variacdes intergenéricas, variacdes interespecificas
e variacgdes intraespecificas. Além de variagbes ontogenéticas, geograficas, sazonais e sexuais,
que esta correlacionada com diferencas no quadro clinico e resposta na terapéutica dos
acidentes ofidicos (CHIPPAUX et al., 1991; SANCHEZ et al., 1992; WARREL, 1997).

Estudos de mais de uma década atras descrevem que a composi¢do do veneno de
uma mesma especie pode variar geralmente em funcdo de pelo menos trés fatores como a
idade do animal, a distribuicdo geografica e o carater individual. Os venenos de B. jararaca e
B. moojeni jovens possuem maior atividade pro-coagulante (ativacdo de fator X e
protrombina) e menor atividade inflamatdria aguda local em relagcdo as serpentes adultas
(FURTADO, 1987). Serpentes da mesma espécie, coletadas em regides diferentes, podem
apresentar variagOes nas atividades dos venenos (DALTRY et al., 1996). Serpentes da mesma
espécie, idade, e procedéncia, podem apresentar diferentes intensidades nas atividades

farmacologicas que parecem variar em funcdo da dieta presente na regido onde o réptil é
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encontrado (FURTADO, 1987; DALTRY et al., 1996; KAMIGUTI, 1988; KAMIGUTI e
CARDOSO, 1989).

Essas variacbes na composicdo da peconha refletem adaptacdes locais, que
conferem vantagens para a populacdo de serpentes em relacdo ao meio-ambiente (GIBBS et
al., 2009). Daltry e colaboradores (1996) sugerem que as variagdes geograficas na
composi¢cdo das peconhas de serpentes refletem uma especializacdo apropriada as presas
locais. Um estudo comparativo entre 0s venenos de Bothrops pubescens, nascidas em
cativeiro e de seus congéneres selvagens de mesma origem geografica de seus genitores,
observou similaridade entre os perfis de migracdo eletroforética apesar das diferencas da
alimentacdo ndo natural em cativeiro, evidenciando que a relacdo entre o tipo de presa e
composicdo do veneno € herdada e ndo induzida, estando sob possivel controle genético
(MORAIS et al., 2006).

Dias (2013) demonstrou a expressiva variabilidade individual nos venenos de
filhotes de B. jararaca, fato que ja havia sido demonstrado em venenos individuais de adultos
desta espécie, e sugeriu que a variacdo individual nos venenos estd presente desde o
nascimento, ndo sendo um reflexo da ontogenia do animal. Outro estudo proteémico recente
do veneno de B. jararaca, no entanto com um pool representativo de duas regides do Brasil,
identificou que entre as proteinas majoritarias do veneno, as espécimes do Sudeste
apresentaram mais metaloproteinases, enquanto os do Sul uma maior quantidade de PLA;. A
populacdo do Sul ainda possui uma toxina exclusiva em relacdo ao Sudeste, identificada como
uma Lys49-PLA,, mostrando, desse modo, diferencas importantes na composicdo de
extremos da distribuicdo geografica desta espécie, o que pode ter relevancia para o quadro
clinico e tratamento (GONCALVES-MACHADO, 2014).

De acordo com Vellard (1937) a variacdo intraespecifica do veneno de B. atrox,
resultou na variabilidade do quadro clinico e pode ser evidenciado em espécies que tem uma
distribuicdo geografica mais ampla. A variabilidade geografica e intraespecifica de venenos
de serpentes B. asper provenientes da Costa Rica foi demonstrada principalmente no que diz
respeito a toxicidade (JIMENEZ-PORRAS, 1964; GUTIERREZ et al., 1980; ARAGON e
GUBENSEK, 1981; MORENO et al., 1988). Gutiérrez e colaboradores (1980) mostraram que
venenos de serpentes provenientes de regides do Caribe causavam nos pacientes maiores
efeitos hemorragico e mionecroético do que aqueles advindos de diferentes partes do Pacifico.

Um estudo comparativo entre os efeitos toxicos de diferentes espécies do género
Bothrops (e Bothropoides) (B. alternatus, B. atroz, B. cotiara, B. jararaca, B. moojeni, B.

neuwiedi) mostrou diferencas entre o potencial hemorragico, necrosante, proteolitico,
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coagulante e edematogénico (FURTADO et al., 1991). Outra pesquisa com pegonhas de
espécimes de Bothrops jararacussu provenientes de diferentes localidades constatou
expressivas diferencas nas atividades biologicas das pegonhas, principalmente na
miotoxicidade e hemorragia induzida em camundongos (RAFAEL et al., 2005).

Calmette, em 1894, foi o primeiro pesquisador a preparar soro antipeconha para
uso médico contra acidentes ofidicos, tornando-se, entdo, o real promotor da terapia com soro
antipeconha. Depois dele muitos outros cientistas comecaram a desenvolver soros
antipeconha em seus proprios paises: Tidwell na Australia em 1902; Vital Brazil no Brasil em
1901; Ishizaca no Japdo em 1907 - todos utilizando os protocolos de Calmette (CHIPPAUX;
GOYFFON, 1998).

Vital Brazil foi o primeiro pesquisador a demonstrar, em 1901, a especificidade
dos soros antiofidicos, o que levou ao grande desenvolvimento da eficacia na soroterapia no
mundo. Partindo dessa descoberta, no mesmo ano, o Brasil ja possuia soro antipegonha mono
e polivalentes para uso médico. Apds ter demonstrado a especificidade dos soros antiofidicos,
e iniciado o preparo dos soros antibotrépico, anticrotalico e antilaquético, Vital Brazil
verificou que o soro preparado por Calmette era incapaz de neutralizar a peconha da elapidia
Bungarus fasciatus e das viperideas Echis carinatus e Vipera russellii, serpentes causadoras
de acidentes na India. Vital Brazil foi, portanto, o introdutor da soroterapia antiofidica em
bases realmente eficazes (BEZERRA, 2000).

Os soros antipeconha brasileiros distribuidos pelo Ministério da Saude séo
utilizados como Unico tratamento para envenenamentos de serpentes de um determinado
género. S&o produzidos no Rio de Janeiro pelo Instituto Vital Brazil; em Belo Horizonte, pela
Fundacdo Ezequiel Dias e em Sdo Paulo, pelo Instituto Butantan e sdo género-especificos.
Nos acidentes com serpentes do género Laquesis (surucucus) deve ser administrado o soro
anti-laquético; nos acidentes pelo género Bothrops e Bothropoides (jararacas), o
antibotropico; nos acidentes por Crotalus (cascavéis), o anti-crotalico; e nos acidentes por
serpentes da familia Elapidae (corais), o anti-elapidico (BEZERRA, 2000).

A diferenga do poder neutralizante de um soro para serpentes de mesmo género e
até mesmo de mesmas espécies provenientes de diferentes regides geograficas tem sido
extensamente relatada (OTERO et al., 1997; BOGARIN et al., 1999; BOGARIN et al., 2000;
MUNIZ et al., 2000; SARAVIA et al., 2001).

Bezerra (2000) ao estudar a neutralizacdo pelo antiveneno comercial e
monoespecifico contendo somente o pool de B. erythromelas frente ao veneno de B.

erythromelas observou uma eficacia cerca de duas vezes maior pelo antiveneno
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monoespecifico em relagdo ao comercial, em todas as atividades testadas. Neste trabalho, foi
demonstrado que o soro antibotrépico monoespecifico foi mais efetivo que o antibotropico
comercial na neutralizacdo das atividades testadas (letal, hemorragica, necrosante, coagulante
e fosfolipasica), na capacidade de formar imunocomplexos in vitro com a peconha de B.
erythromelas e no reconhecimento das proteinas separadas eletroforeticamente.

Um estudo comparativo entre as peconhas de B. atrox e B. erythromelas mostrou
diferencas em seus efeitos letais e atividades coagulante, desfibrinante, hemorragica e
edematogénica e nos estudos de neutralizacdo com heparina e soro antibotrépico (SAB). O
SAB foi capaz de neutralizar 57% da atividade hemorrégica, 85,8% do edema e ofereceu
apenas 58% de protecdo contra a letalidade da peconha de B. erythromelas, enquanto que para
estes efeitos induzidos por B. atrox os valores percentuais de inibicdo foram 38%, 44,6%,
100%, respectivamente (BOECHAT et al., 2001).

Em estudo realizado por Zamunér e colaboradores (2004) a atividade de bloqueio
neuromuscular em aves promovida por peconhas botrépicas (B. jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni, B. erythromelas e B. neuwiedi) mostrou protecdo varidvel por meio de tratamento
prévio com SAB, sugerindo que 0os componentes das peconhas responsaveis por esta atividade
podem diferir em potencia e em quantidade nas diferentes espécies. Nesse mesmo estudo, a
peconha de B. erythromelas foi a mais letal (0,55 mg/kg) e a de B. jararacussu (26,9 mg/kg) a
menos letal. A extensdo do dano muscular promovido pela pegonha de B. jararacussu foi de
98 a 100% da éarea total e esse efeito ndo foi neutralizado pelo SAB, apesar da presenca da
peconha (12,5%) no pool utilizado na producdo do soro antibotropico comercial.

Castro Junior (2008) avaliou a poténcia do SAB e de um soro experimental
contendo pool de B. erythromelas na neutralizagdo de algumas atividades toxicas desta
peconha em comparacdo com a peconha de B. jararaca. O veneno de B. erythromelas
apresentou atividade coagulante e fosfolipasica mais potentes que as observadas no veneno de
B. jararaca e para a neutralizagdo destas atividades foi necessario um volume
significativamente menor com o soro experimental do que com o SAB comercial.

Considerando que a diversidade e abundancia de proteinas presentes nos venenos
¢ extremamente variavel, a andlise protedmica é uma ferramenta importante para o
entendimento da complexidade dos venenos. Analises protedmicas de venenos de serpentes
tém revelado aspectos importantes em relacdo a variabilidade da composic¢ao do veneno, seja
ela interespecifica ou intraespecifica (FOX; SERRANO, 2008; CALVETE et al., 2009;
GUTIERREZ et al., 2009). Permite ainda, aliada a analise das proteinas e peptideos

transcritos pela glandula de veneno (transcriptoma) a identificacdo de modificacbes pos-
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traducionais, avaliagdo do processamento de precursores e de proteinas maduras, analises de
filogenia molecular, entre outras (FOX; SERRANO, 2008; CIDADE et al., 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

Venenos de serpentes s&o compostos por uma mistura complexa de substancias
enzimaticas e ndo enzimaticas capazes de interferir em varios processos biologicos. Estes
compostos sdo importantes nas funcées primarias do veneno (imobilizagdo, morte e digestdo
da presa) e nos efeitos locais e sisttmicos do acidente ofidico. O veneno botropico provoca
efeitos locais representados por dor, edema, podendo evoluir para sangramentos e necrose, e
efeitos sistémicos representados por sangramentos, alteragdes cardiovasculares e renais.
Também pode provocar o aumento da pressdo intracompartimental, podendo levar a necrose
isquémica, déficit na cicatrizacdo das lesGes e em alguns casos, amputacdo do membro. A
fisiopatologia do envenenamento ofidico envolve uma série complexa de eventos que sdo
dependentes de uma acdo combinada dos componentes farmacologicamente ativos da
peconha, componentes estes que podem sofrer variacdo interespécie e intraespécie. Portanto,
o0 conhecimento da composicao proteica dos venenos através de estudos protebmicos permite
a elucidacdo da patogénese do envenenamento e o direcionamento do tratamento da vitima,
além de ser fonte de ferramentas farmacoldgicas.

A variabilidade de composicdo dos venenos entre as diferentes espécies ou na
mesma espécie pode explicar os relatos clinicos na literatura muitas vezes conflitantes. Deste
modo, o estudo protedbmico das peconhas de serpentes é essencial para um aprimoramento da
soroterapia tradicional, principalmente no que diz respeito a um possivel desenvolvimento
regionalizado de soros antipeconha espécie-especificos, além de subsidiar novas ferramentas
fisioldgicas e farmacoldgicas.

Assim, o estudo dessas variagOes intraespecificas na composicdo da peconha
ofidica, em especial da espécie de Bothrops erythromelas e avaliagdo do potencial
neutralizante dos antivenenos comerciais € de suma importancia ja que esta espécie apesar de
responsavel pela maior parte dos acidentes ocorridos na regido Nordeste, ndo faz parte do

pool de venenos que é utilizado para producdo do soro antiveneno.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar a variagdo intraespecifica da peconha de Bothrops erythromelas a partir
da caracterizacdo protedmica e antivendémica de peconhas obtidas de espécimes oriundas de
diferentes regides geogréaficas do Nordeste brasileiro, bem como avaliar a neutralizacdo de

atividade tdxica pelo soro antibotropico comercial.

4.2 Objetivos especificos

e Proceder a coleta dos espécimes nas diferentes regides objeto de estudo e realizar a

extracdo individual das pegonhas;

e Caracterizar o perfil protebmico de cada peconha de B. erythromelas de cada

subpopulacdo da regido Nordeste;

e Analisar a reatividade entre soros antiveneno e os venenos das diferentes regides de B.

eryhtromelas;

e Estudar o perfil de neutralizacdo da atividade hemorréagica local promovidada pelo
veneno de B. erythromelas frente a dois diferentes soros antiofidicos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. Venenos e antivenenos

5.1.1 Obtencdo das pegonhas e coleta dos espécimes de B. erythromelas

Foram realizadas extracdes de venenos de trés a seis espécimes adultos de B.
erythromelas (tamanho variando entre 44 a 85 cm) de oito cidades correspondentes a seis
Estados, representados por cinco regides geogréaficas principais, distando 200 km pelo menos
uma da outra, da Regido Nordeste - Brasil, como ilustrado na Figura 01. As regi0es
compreenderam: Ceara: Ceard (lcapui; n=1, Caridade; n=1) e parte fronteira com o Rio
Grande do Norte (Upanema; n=3), Pernambuco: Pernambuco (Inaja; n=6), Juazeiro: Bahia
(Juazeiro; n=7), Paraiba: Paraiba (Sumé; n=1, Sdo Jose da Mata; n=1) e parte fronteira com o
Rio Grande do Norte (Currais Novos; n=1), Ilha de Itaparica: Bahia (llha de Itaparica; n=5)
(Quadro 3 e Figura 4).

Os serpentarios e/ou Laboratorios envolvidos neste trabalho compreenderam:
Nucleo Regional de Ofiologia da Universidade Federal do Ceard, sob a coordenacédo da Prof.
Dra. Diva Maria Borges-Nojosa, Laboratorio de Animais Peconhetos e Toxinas do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco, sob a coordenacdo da
Prof. Dra. Miriam Camargo Guarnieri, Centro de Conservacdo de Répteis da Caatinga
(CCRC) na Paraiba, sob a coordenacdo da Prof. Dra. Karla Patricia de Oliveira Luna e o
serpentario da Fundagdo Ezequiel Dias - FUNED, Belo Horizonte-MG, sob a coordenacao da
Consuelo Latorre Fortes Dias.

Os animas foram mantidos nas acomodagdes dos  respectivos
serpentarios/laboratorios seguindo os cuidados necessarios para manuten¢do dos mesmos em
condicéo de cativeiro, estando todos devidamente regularizados pelos 6rgéaos de fiscalizacao
competentes.

As coletas de serpentes, quando necessarias, foram realizadas com autorizacao do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) para
coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ, licenca nimero 27617-2 sendo esta

renovada para a licenca 27617-3 com validade estendida para outubro de 2014 (ANEXO 1).

5.1.2 Extracdo e armazenamento das pegonhas
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As serpentes foram anestesiadas com auxilio de gas carbonico (CO,) (BIASI,
1977). A peconha de cada espécime foi extraida (figura 5), liofilizada e armazenada a -20°c de

forma individual até o momento da utilizacdo e ocorreram nos respctivos laboratorios e

centros acima descritos.

Figura 4 - Distribuicdo geografica dos espécimes de B. erythromelas estudados.

Icapui (1) B

Caridade (1)
Upanema (3)

Sumé (1)
Sao Jose da Mata (1)
Currais Novos (1)

Inaja (6)

Ilha de Itaparica (5)

Juazeiro (7)

(A) Destaque na regido verde ocupada pela ecorregido da Caatinga (850, 000 km?2 de superficie), estendendo-se
em oito Estados do Nordeste do Brasil (B) Localidades aproximadas da amostragem dos venenos de B.
erythromelas estudados neste trabalho, com o0s respecptivos nimeros de amostras. (C) Imagem de B.

erythromelas cedida generosamente por Miva Filho, Universidade Federal de Pernambuco.
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Figura 5 - Extracdo do veneno de B. erythromelas Laboratorio de Animais Pegonhetos e

Toxinas do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco.

Fonte: Miriam Camargo Guarnieri, 2013.

Quadro 3 - Espécimes individuais de B. erythromelas de cada regido estudada.

Regido e namero de registro Cidade Género Tamanho

(cm)

Regido 1: Ceara(CE) e Rio Grande do

Norte (RGN)

Ndcleo Regional de Ofiologia da

Universidade Federal do Ceara

Be 0703 Icapui-CE Macho 56,4

Be 0902 Upanema-RN Fémea 56,4

Be 0903 Upanema-RN Macho 53,5

Be 1001 Upanema-RN Fémea 58,6

Be 1004 Caridade-CE Fémea 53,0

Regido 2: Pernambuco (PE)

Laboratério de Animais Peconhentos e

Toxinas da Universidade Federal de

Pernambuco

Be 571 Inaja- PE Fémea 57

Be 574 Inaja- PE Fémea 45

Be 576 Inaja- PE Fémea 64

Be 577 Inaja- PE Fémea 50

Be 578 Inaja- PE Fémea 55

Be 581 Inaja- PE Fémea 67

Regido 3: Bahia (BA) - (Juazeiro da

Bahia)

Serpentario Cobra Viva

Be 47 Juazeiro- BA Fémea Né&o informado

Be 52 Juazeiro- BA Fémea Né&o informado

Be 55 Juazeiro- BA Fémea Né&o informado

Be 58 Juazeiro- BA Fémea Nao informado

Be 61 Juazeiro- BA Fémea Nao informado

Be 64 Juazeiro- BA Fémea Nao informado
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Be 66 Juazeiro- BA Fémea | Nao informado
Regido 4: Paraiba (PB) e Rio Grande do

Norte (RGN)

Centro de Conservacao de Répteis da

Caatinga (CCRC)

Be 001 Séo Jose da Mata-PB Fémea 52

Be 002 Sumeé-PB Fémea 44

Be 003 Currais Novos-RN Macho 66,5

Regido 5: Bahia (BA) - (llha de Itaparica)
Serpentdrio da Fundacdo Ezequiel Dias -

FUNED

Be8822 Ilha de Itaparica- BA Fémea 72
Be 0401 Ilha de Itaparica- BA Fémea 82
Be 0402 Ilha de ltaparica- BA Fémea 85
Be 0403 Ilha de Itaparica- BA Fémea 78
Be 0404 Ilha de Itaparica- BA Macho 60

5.1.3. Antivenenos

O antiveneno utilizado para os ensaios de antivendmica e para a neutralizacdo da
atividade hemorragica correspondem ao soro comercial antibotropico pentavalente (SAB)
produzido pelo Instituto Vital Brazil — Niteréi — Brasil e ao soro polivalente do Instituo
Clodomiro Picado, Costa Rica, este ultimo contendo uma mistura de partes iguais dos
venenos das serpentes costarriquenhos Bothrops asper, Crotalus durissus durissus e Lachesis
muta stenophrys (GUTIERREZ et al., 1988). No que se refere ao protocolo do pool de
imunizagdo para produgdo do soro antibotrdpico no Brasil utiliza as seguintes espécies e suas
respectivas proporc¢des: Bothrops jararaca (50%), Bothrops jararacussu (12,5%), Bothrops
neuwiedi (12,5%), Bothrops alternatus (12,5%) e Bothrops moojeni (12,5%) (Raw et al.,
1991).

5.1.4. Andlise eletroforética Bidimensional

Previamente ao estudo protedmico realizou-se a andlise eletroforética
bidimensional (2D-PAGE) para as cinco populagdes de vevenos de B. erythromelas e tornar
possivel uma visdo geral e comparacdo inicial das caracteristicas das proteinas. Esta técnica
consiste na separacdo de proteinas baseada em duas importantes propriedades, carga elétrica e
massa molecular. Na primeira dimensdo (Focalizacdo isoelétrica) a separacdo ocorre com
base na carga elétrica da proteina. Nesta etapa, a amostra é submetida a uma migracéo
eletroforética em fita de gel contendo um gradiente de pH. Assim, as proteinas migram

horizontalmente no gel até chegarem ao pH em que sua carga liquida seja zero (ponto
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Isoelétrico) (Berg et al., 2002). Apds a focalizacdo isoelétrica (FI) concluida, ou seja, as
proteinas tiverem focalizado em seus respectivos pls, a primeira dimenséo € concluida. Na
segunda etapa, a fita resultante da primeira dimensao é submetida a tradicional Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) para uma segunda separacdo das
proteinas, agora pela diferenca no peso molecular das moléculas.

O protocolo foi realizado essencialmente de acordo com as instrugdes do
fabricante do (GE Healthcare Amersham Biosciences). Para a focalizacdo isoelétrica (IEF),
aproximadamente 150 pg cada um dos cinco pools de veneno foi dissolvido em uréia 7 M,
tiuréia 2M, CHAPS 4%, DTT 40 mM e 0,5% IPG Buffer pH 3-10 e aplicou-se gradientes
lineares de pH imobilizado (IPG) das tiras/fitas de 7 cm cada (anteriormente rehidratadas). A
focalizacdo isoelétrica foi realizada a temperatura constante de 20° C no sistema de focagem
isoeléctrica Ettan IPGphor com as seguintes condic¢des: 300V (0,5 hora), aumentando a 1000
V (0,5 h) e para 5000 apdés 1,3 h, até seguir-se a 5000 V por 0,5 horas. Depois da Fl, as tiras
de IPG foram mantidos a -70 ° C até a sua utilizacdo. Para a segunda dimensao (SDS-PAGE)
os IPGs foram equilibrados durante 15 min com agitagdo suave a temperatura ambiente em
tampdo de equilibrio (6 M de ureia, 2% [w / v] de SDS, 30% [v / v] de glicerol, 75 mM de
Tris-HCI [pH 8,8]). Tiras de IPG foram entdo colocadas em cima de um gel de poliacralamida
SDS-15%. A corrida foi executada em um sistema de eletroforese Protean Il (Bio-Rad) e a
temperatura ambiente. Os spots das proteinas foram visualizados por coloracdo com Azul
Brilhante de Coomassie G250.

5.2. Caracterizacdo dos venenos: Vendmica

Os estudos de vendmica e antivendmica tiveram local de desenvolvimento no
Instituto de Biomedicina de Valencia, sob supervisdo do Prof Dr. Juan José Calvete como
parte da realizagio do Doutorado sanduiche financiado pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). O envio dos venenos
B.erythromelas até o referido local de estudo foi possivel através da emissédo de uma licenca
de transporte em nome do pesquisador (ANEXO 2).

A abordagem utlizada para realizar a caracterizacdo protedbmica do veneno de
Bothrops erythromelas se enquadra na metodologia ja& bem descrita e reproduzida para
protedbmica de venenos, que € a vendmica (Calvete et al., 2007, 2009; Gutiérrez et al., 2009;
Calvete, 2010, 2011). A sequéncia metodoldgica utilizada na vendmica consiste, de maneira

geral, no fracionamento e recuperacdo do veneno bruto numa cromatografia de fase reversa
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(RP-HPLC), seguida de analise dos picos cromatograficos por SDS-PAGE , digestdo in gel
das bandas de interesse e sua posterior indentificagcdo por espectrometria de massas. As
fracOes cromatograficas de baixo peso molecular (m/z < 1700) foram analisadas diretamente
por LC-MS/MS. A obtencdo de espectros provenientes de CID- MS/MS permite a
identificacdo, a nivel de familia de proteinas, das bandas referentes a toxinas visualizadas e
digeridas a partir do gel de poliacrilamida e das fragdes de baixo peso. Uma vez identificadas,

as toxinas podem ter sua abundancia relativa estimada no veneno (Figura 6).

Figura 6 - Sequéncia metodoldgica da venémica:

i Abundancias
SDS-PAGE CID — MS/MS :
B relativas
12345 |
3 4 {' ] Identificagao N\ '
5 - (— ! \
— ® - —p - — — — \ /‘/
- 1 \
RP-HPLC - Digestdo ] J l "
Cc18 triptica In-gel [ ‘ H ' -

A
miz

0 veneno bruto é fracionado por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC); as fragdes provenientes da
cromatografia sdo submetidas a SDS-PAGE; digestdo triptica das bandas de proteina de interesse; identificacdo
dos peptideos tripticos e naturais por CID - MS/MS; anélise dos resultados por interpretacdo manual ou uso de
plataformas de busca frente aos banco de dados, assinalando a familia de proteina da amostra; estimacédo do
perfil geral de toxinas expressada como porcentagem total das proteinas do veneno. FONTE: GONCALVES-
MACHADO, 2014.

5.2.1 Cromatografia de Fase Reversa (RP-HPLC)

Primeiramente foram efetuados cromatogramas referentes aos espéciemes
individuais de cada regido (26 espécimes) para que o pool fosse validado como representativo
de cada populacdo utilizando 200 pg de veneno de cada individuo. As amostras foram
ressuspendidas e centrifugadas utilizando o microinjetor automatico. As corridas foram
realizadas utilizando uma coluna Dicovery® BIO Wide Pore C18 (15 ¢cm x 2.1 mm, 3 um
particle size, 300 A pore size) nas seguintes condigdes: isocraticamente 5% B por 1 min,
seguido por 5-25% B por 5 min, 25-45% B por 35 min, e 45-70% por 5 min, com as mesma
solugdes e 0 mesmo sistema de alta pressao utilizados para as analises dos pools.

Para andlise cromatografica dos pools de cada populacdo de Bothrops
erythromelas foram utilizados 2 a 2,2 mg de veneno, ressuspendidos em 190 ul de solucdo de

acetonitrila (ACN) 5% + 0,1% de Acido Trifluoroacético (TFA). Em alguns casos houve 0
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acréscimo de 5 pl de Acido Formico a 70%, dependendo da solubilidade da amostra. As
amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 min para eliminacdo de possiveis debris
antes de serem injetadas manualmente no sistema. A coluna utilizada para as corridas
cromatogréaficas dos pools foi uma Teknokroma Europa C18 (0.4 cm x 25 cm, 5 mm particle
size, 300 A pore size) no sistema de gradiente de alta pressdo Agilent LC 1100 equipado com
detector DAD e micro-autoinjecdo. A taxa de fluxo foi setada para 1 ml/min e os
experimentos foram executados em gradiente linear de 0,1% TFA em &gua (solucdo A) e
0,1% de TFA em acetonitrila (solugdo B) nas seguintes condicdes: isocraticamente 5% B por
5 min, seguido de 5-25% B por 10 min, 25-45% B por 60 min e 45-70%B por 10 min. A
deteccdo dos picos foi monitorada a 215 nm (com referéncia de comprimento de onda de 400
nm). Os picos foram coletados manualmente, secos em uma centrifuga a vacuo (Savant) e

posteriormente ressuspendidos em agua mili-Q para submissao das fragdes ao SDS-PAGE

5.3.2 - SDS-PAGE e digestéo in gel

As fracdes provenientes do RP-HPLC, apos terem sido secas em centrifuga a
vacuo (SPD SpeedVac®, ThermoSavant) foram devidamente ressuspendidas de acordo com a
proporcao de cada pico (isto &, as fracfes ndo foram ressuspendidas nos mesmos volumes.
Cada uma foi ressuspendida de acordo com a area do seu pico, a fim de alcancar de maneira
aproximada uma proporcao mais homogénea da concentracgdo final de cada uma). As amostras
de cada fracdo foram preparadas nas seguintes condi¢des: 10 UL de amostra + 2 puL de tampao
de amostra reduzido (200 mM Tris-HCI pH 6.8 + 6% SDS + 0.05% Azul de Bromofenol +
36% glicerol + 5% B-mercaptoethanol, 6X) ou ndo reduzido (200 mM Tris-HCI pH 6.8 + 6%
SDS + 0.05% Azul de Bromofenol + 36% glicerol 6X). Nas amostras que apresentaram, de
acordo com o indicador azul de bromofenol, uma coloragdo visual de pH abaixo da faixa
desejavel (pH do gel de corrida) foram adicionados de 1-3 pL de tampéo Tris 1.5 M pH 8.8
até que a amostra apresentasse uma coloracdo arroxeada indicativa do pH ideal para corrida.
Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100 °C em um Thermoblock. As frac6es foram
entdo submetidas a eletroforese em condi¢bes desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando o
sistema Mini-PROTEAN® da Bio Rad em um sistema descontinuo de géis de poliacrilamida
de 0.75 mm (gel de stacking 4% e gel de corrida 15%, a partir de solucdo de 30%
acrilamida/bis-acrilamida, 3,3% de cross-linker) na presenca do tampédo de corrida (25 mM
Tris, 192 mM Gilicina, 0.1% SDS, pH 8.3) e voltagem de 80 V nos primeiros 20 min,

seguidos de 110 V até o final da corrida eletroforética. Apds trés lavagens de 5 min com agua
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destilada, os geéis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (G250) (0.05 mg/ml de
Coomassie em &gua destilada + 0.15% de HCI 12 N) overnight sob agitacdo constante a
temperatura ambiente. Os geis foram descorados por sucessivas lavagens com agua destilada
até que se eliminasse satisfatoriamente a coloracdo de fundo.

As bandas de interesse foram excisadas dos géis e posteriormente reduzidas,
alquiladas e digeridas com tripsina em um digestor automético (Genomics Solution ProGest
Protein Digestion Workstation) seguindo as intru¢fes do fabricante (reducdo com 10 mM de
DTT, alquilacdo com 50 mM de iodoacetamida, digestdo overnight com 0,25 pg de tripsina
por amostra em 25 mM de bicarbonato de amonio e 10% de acetonitrila). Os produtos da
digestdo também foram secos em centrifuga a vacuo e posteriormente ressuspendidos em
0,1% de &cido formico para analise de LC-MS/MS.

5.3.3 — Espectrometria de Massas

Os peptideos tripticos foram separados em uma coluna de ultra performance
(nano-Acquity LC® UPLC® com coluna BEH130 C18, 100 um x 100 mm, 1.7 pm de
tamanho de particula) acoplada a um sistema de espectrometria de massas de alta definicédo
(Waters SYNAPT G2). O fluxo da ultracromatografia foi setado para 0.6 ul/min nas seguintes
condigdes: isocraticamente 1% B, seguido por 1-12% B por 15 min, 40-85% B por 2 min,
utilizando as solucbes 0,1% de &cido férmico (solucdo A) e 0,1% de &cido férmico em
acetonitrila (solucéo B).

Os ions de carga +2 ou +3 foram selecionados e submetidos a CID-MS/MS para
fragmentacdo e posterior elucidacdo da sequéncia. Os espectros adquiridos foram
interpretados manualmente ou utilizando a plataforma online MASCOT em
http://www.matrixscience.com (Mascot database search > Access Mascot Server > MS/MS
lons Search) com busca na base de dados do SwissProt ou NCBI e taxonomia de busca dentro
do grupo “bony vertebrates”. Os parametros setados para a busca foram: £ 0,6 Da de
tolerancia de massa; carbamidometilacdo dos resisuos de cisteina como modificacdo fixa;
oxidacdo da metionina como modificacdo varidavel. Os sequenciamentos de novo (manuais)
foram identificados submetendo as sequéncias encontradas a busca nos bancos de dados
disponiveis através do programa BLAST em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Serpentes
taxid:8570).

5.3.4 — Quantificacdo da abundancia relativa das toxinas
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A obtencdo de espectros provenientes de CID- MS/MS permite a identificacdo das
amostras analisadas a nivel de familia de proteinas. Uma vez identificadas, as toxinas podem
ter sua abundancia relativa estimada no veneno a partir da soma das porcentagens das areas
dos picos dos cromatogramas (Agilent ChemStation software), seguida pelo célculo da
contribuicdo de cada banda dentro de cada fracéo por densitometria dos géis de poliacrilamida
(MetaMorph software, MDS Analytical Technologies) (Calvete, 2011). Se mais de uma
familia de proteina for identificada em uma mesma banda, a quantificacdo é baseada na
intensidade dos picos no espectro de massas. Para cada grupo de toxina, extrai-se a média da
intensidade dos trés picos mais intensos. As médias sdo somadas e o valor da soma €
normalizado para 100% e posteriormente dividido entre elas, dando um valor percentual para

cada grupo (Figura 7).

Figura 7 - Quantificagdo da abundancia relativa das familias de toxinas presentes no veneno
total.
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No No proteoma
espectro: total:

— PLA2 55% 5,94%

— SVSP 45% 4,86%

Calculo da porcentagem das areas de cada pico do cromatograma (A). Calculo da porcentagem que cada banda
representa dentro de cada pico (B). De acordo com a porcentagem de cada banda e de seu respectivo pico,
calculo da porcentagem de cada banda em relagdo ao veneno total (C). Nos casos em que mais de uma familia de
proteina é identificada em uma mesma banda, a quantificagdo é feita por Label-free MS, levando-se em
consideracdo a intensidade média dos trés fons mais intensos de cada grupo (asteriscos). As médias de
intensidade de cada familia sdo somadas (100%) e o valor total é dividido novamente entre elas. O valor
percentual de cada familia de toxina é entdo dividido entre a porcentagem da banda (D). FONTE:
GONGALVES-MACHADO, 2014.
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5.3 — Antivenémica

A antivendmica é um ensaio que tem como objetivo avaliar in vitro a
imunorreativade de um veneno e um antiveneno (soro antiofidico). De maneira geral, 0s
anticorpos do antiveneno s&o imobilizados para compor a coluna de imunoafinidade (e,
portanto essa coluna pode ser reutilizada), onde posteriormente o0 veneno de interesse é
carregado e incubado a fim de que ocorram 0s possiveis reconhecimentos entre antigenos e
anticorpos. O que ndo fica retido na coluna, a principio ndo foi reconhecido por nenhum
anticorpo ou possui baixa afinidade, e portanto corresponde a toxinas ndo neutralizadas
eficientemente pelo antiveneno. A fragdo eluida em pH &cido, por sua vez, corresponde as
toxinas reconhecidas pelo antiveneno. Ambas as fracdes, retida e ndo retida, passam por uma
cromatografia de fase reversa, o que assinala os picos reconhecidos ou ndo pelo antiveneno
(PLA et al., 2012). Essa metodologia apresenta diversas vantagens em relacdo as classicas de
imunorreatividade, como Western Blot e ELISA, pois é possivel ndo s6 a obtencdo de um
resultado qualitativo do tipo “tudo-ou-nada” como alcancar dados quantitativos, além de
eliminar os artefatos que podem ocorrer utilizando-se as outras técnicas.

Os ensaios de antivendmica foram realizados como descrito em Pla et al, 2012
com algumas modificacdes. Seguem as etapas de preparo da coluna: 200 puL de matriz (NHS-
activated Sepharose 4 Fast Flow, Ge Healthcare) foram empacotados em um suporte de
coluna e lavados com 15 volumes de tampéo frio 1 mM HCI. Para equilibrar a coluna para a
incubacdo com o antiveneno foram utilizados 2 volumes de tampdo de acoplamento (0.2 M
NaHCO3, 0.5 M NaCl, pH 8.3). Foram incubados 18 mg de cada antiveneno, dissolvidos em
300 pL do mesmo tampdo de acoplamento, overnight a 4°C em um agitador orbital. O
antiveneno ndo unido a matriz foi recuperado com mais 2 volumes de matriz de tampao de
acoplamento e quantificado por densitometria (MetaMorph software, MDS Analytical
Technologies) de SDS-PAGE, usando uma curva-padrdo construida por quantidades
conhecidas do antiveneno pré-incubado. A estimativa da quantidade da fragcdo ndo unido a
matriz foi feita pela subtracdo do valor inicial pelo ndo unido, dando um rendimento de 5,3
mg para 0 SAB e 16 mg para o BCL. Apds o acoplamento, os grupos NHS-ativados que nao
reagiram foram bloqueados com 400 uL de 0.1 M Tris-HCI, pH 8.5 a 4°C, overnight usando
agitador orbital. Para remover os residuos de moléculas ndo unidas, a coluna foi lavada,
alternando-se 6 vezes, 3 volumes de tampéo acido (0.1 M acetato de sdédio, 0.5 M NaCl, pH
4,0-5,0) e 3 volumes de tampao basico (0.1 M Tris-HCI, pH 8,5).
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Para o preparo das colunas de controle, da mesma maneira descrita para o0 SAB,
foram acopladas 1gGs séricas de cavalos ndo imunizados a matriz NHS-Sepharose (controle
IgGs) com um rendimento de aproximadamente 8 mg. A coluna de controle de matriz foi feita
pelo empacotamento de 200 puL da matriz NHS-Sepharose, lavados com 15 volumes de
tampéo frio 1 mM HCI seguidos diretamente pelo bloqueio dos grupos NHS-ativados néo
reagidos com 0.1 M Tris-HCI, pH 8.5 a 4°C, overnight. As colunas controles foram incubadas
com 0s venenos nas mesmas condi¢Bes da coluna experimental a fim de acompanhar a

especificidade da interacdo dos venenos com as colunas SAB e BCL

Figura 8 - Etapas da incubacao do veneno e a coluna de imunoafinidade:

I

A B C

I\ P\ A
— e -
i T T
— —

O veneno bruto é incubado com a coluna (A); os componentes ndo retidos na coluna sdo lavados e recuperados
(B); os componentes imunocapturados pela coluna sdo eluidos em pH &cido (C). Todas as fracdes e 0 veneno
bruto contendo a mesma quantidade de inicial incubada sdo analisados por cromatografia de fase reversa.
FONTE: GONCALVES-MACHADO, 2014.

As colunas foram equilibrada com 5 volumes de PBS antes da incubag&o com 200
pg do veneno de cada um dos pools das subpopulagdes de Bothrops erythromelas em %
volume de matriz (razdo veneno:antiveneno, 1:25 para a coluna SAB e 1:80 para coluna
BCL). Os venenos foram incubados (Figura 8) por 3 horas a temperatura ambiente em
agitador orbital. A fracdo ndo retida na coluna foi recuperada com mais dois volumes de PBS
enquanto a fragdo retida foi eluida com 2,5 volumes de tampéo 0.1 M glicina-HCI, pH 2.0. As
fraces eluidas foram imediatamente neutralizadas com tampd 1 M Tris-HCI, pH 9.0. A
coluna foi armazenada em 20% de etanol e entre a incubacéo do veneno de uma regido e outra

foi regenerada com 3 ciclos de lavagem entre tampdo &cido e basico como na etapa de



47

montagem da coluna. As fracdes ndo retida e eluida foram concentradas em centrifuga a
vacuo (Savant) e injetadas com 40 pL por microinjetor automatico no sistema de gradiente de
alta pressdo Agilent LC 1100. O fracionamento ocorreu utilizando-se uma coluna Dicovery®
BIO WidePore C18 (15 cm x 2.1 mm, 3 um particle size, 300 A pore size) na presenca de
0,1% TFA em 4&gua (solucdo A) e 0,1% de TFA em acetonitrila (solucdo B) nas seguintes
condigdes de corrida: isocraticamente (5% B) por 1 min, seguido por 5-25% B por 5 min, 25-
45% B por 35 min, e 45-70% por 5 min, com fluxo de 400 pL/min.

5.4 Neutralizacao da atividade hemorragica

O estudo de neutralizacdo frente a atividade hemorragica do veneno da serpente
Bothrops erythromelas foi realizada no Instituto Clodomiro Picado em colaboragdo com o
Prof Dr. José Maria Gutiérrez e respeitados o protocolo de experimentagdo com animais.

Neste método, camundongos machos (n=4) da linhagem CD-1 tiveram seu dorso
tricotomizado onde foi injetado por via intradérmica doses de concentracdes variadas de uma
das populacgdes do veneno de B. erythromelas, dissolvidas em 100 uL de uma solucdo de PBS
(NaCl 0,14M, phosphates 0,04M, pH:7,2). Controles negativos receberam apenas a solucao
de 100 pL de PBS. Duas horas apds as injecdes animais foram sacrificados por inalacédo de
CO,, as peles dorsais removidas e as superficies internas foram examinadas e o diametro das
lesbes foram calculadas em mm. A Dose Minima Hemorragica (DMH) foi estimada como a
dose capaz de induzir area hemorragica de 10 mm de diametro. Para o estudo de neutralizacédo
da atividade hemorragica, 5 vezes o valor da DMH (25 pg) foi incubado com cada um dos
antivenenos (SAB e BCL) com 250, 500 e 1000 correspondente as trés proporgdes em pL de
antiveneno / mg de veneno testados. Antes da injecdo, as misturas contendo 0 veneno e 0s
inibidores foram previamente incubadas por 30 mina 37 ° C.

Os resultados foram apresentados como média + SEM. A significancia das
diferengas entre as médias foi avaliada por uma andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Dunnett, quando 0s grupos experimentais foram comparados com o grupo controle.
A hemorragia foi significativamente reduzida ou eliminada quando p< 0,05. Em relagéo aos

dois antivenenos nas trés razdes de antiveneno / veneno.
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RESULTADQOS
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6 RESULTADOS

6.1 Analise Eletroforética Bidimensional

A eletroforese bidimensional (2DE) de B. erythromelas venenos a partir de
amostras recolhidas em cada uma das cinco ecoregifes da Caatinga mostraram padrdes
similares de proteinas distribuidas no intervalo de 14-95 kDa de massa molecular e pontos

isoeléctricos 4- 8,5 (Figura 9).

6.2 Cromatogramas individuais

O pool de cada populacdo (Figuras 10-14) foi confirmado como representativo e
apesar das pequenas diferengas individuais, 0s venenos parecem ser bastante conservados de
acordo com sua distribuicdo geografica. Partindo destas analises seguiu-se a realizacdo de

cromatogramas com o0s pools de cada uma das cinco populacdes.

6.3 Isolamento e Caracterizacédo das proteinas do veneno

Trinta a quarenta fracGes foram recolhidas por meio de Cromatografia liquida de
Alta Eficiencia em Fase Reversa (RP-HPLC) (Figura 15 A-E). Cada fracdo cromatogréafica
coletada manualmente foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (SDS-
PAGE) e as bandas de proteinas foram excisadas e submetidas a analise venomica
(CALVETE, 2014). Os dados listados na Tabela 1, resultaram na identificacdo de
aproximadamente 65 proteinas e 8 espécies de péptidos pertencentes a 12 familias de
proteinas de venenos serpentes, cuja ocorréncia e abudancia relativa de cada grupo veneno

geografica sdo exibidos na Figura 16 A-E.
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Figura 9. Andlise eletroforética Bidimensional (A-E).

A figura mostra separagdes eletroforéticas bidimensionais das proteinas do veneno de B. erythromelas das cinco
populacBes geogréficas dentro da ecorregido Caatinga do Nordeste do Brasil: Ceard (A), Pernambuco (B),
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Juazeiro (C), Paraiba (D), e Ilha de Itaparica (E). Pontos isolétricosvariando de 4 a 8,5 e pesos moleculares de 14
a 95 KDa.

Figura 10 - Cromatogramas individuais da populacdo do Ceara
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A figura 10 mostra os cromatogramas individuais da populacdo de B. erythromelas do Ceara (cinco espécies).
0902, 0903 e 1001 provenientes de Upanema-RN. 0703 proveniente de Icapui-CE e 1004 da cidade de Caridade-
CE.
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Figura 11. Cromatogramas individuais da populacdo de Bohtrops erythromelas de

Pernambuco
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A figura 11 mostra os cromatogramas individuais da populacdo de B. erythromelas de Pernambuco (seis

espécies). 571, 574, 576, 577, 578 e 581: todos provenientes da cidade de Inaja-PE.
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Figura 12 - Cromatogramas individuais da populacdo de Bohtrops erythromelas de Juazeiro
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A figura 12 mostra os cromatogramas individuais da populacdo de B. erythromelas de Juazeiro (sete espécies).
47,52, 55, 58, 61, 64 e 66: todos provenientes da cidade de Juazeiro-BA.
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Figura 13 - Cromatogramas individuais da populacéo de Bohtrops erythromelas da Paraiba

001 002

A figura 13 mostra os cromatogramas individuais da populacdo de B. erythromelas da Paraiba (trés espécies).
001 proveniente de Sdo José da Mata-PB, 002 de Sumé-PB e 003 de Currais Novos-RN.

Figura 14 - Cromatogramas individuais da populacdo Bohtrops erythromelas da Ilha de
Itaparica

8822 | - 0401

0402 . | 0403

A figura 14 mostra os cromatogramas individuais da populacdo de B. erythromelas da Ilha de Itaparica (quatro
espécies). 8822, 0401, 0402 e 0403: todos provenientes da Ilha de Itaparica- BA.
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Figura 15 B
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Figura 15 C
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A figura 15 mostra os painéis de visualizagdo A-E dos pools das proteinas de venenos de B.
erythromelas do Ceara (A), Pernambuco (B), Juazeiro (C), Paraiba (D), e llha de Itaparica
(E). As fracbes foram recolhidas manualmente e analisadas por SDS-PAGE (inser¢fes) em
condicBes ndo reduzidas (painéis superiores) e reduzidas (painéis inferiores). As bandas de
proteina foram excisadas e caracterizadas por LC-nESI-MS/MS dissociagdo induzida por
colisdo de ions peptidicos dupla ou triplamente carregados (Tabela 1). Os numeros dos picos
gue contém proteinas do veneno de B. erythromelas ja descritas na literatura sdo destacados
em negrito e os cddigos do banco de acesso UniProtKB séo indicados na figura 15A
correspondente a populacéo do Ceara.
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Tabela 1

Identificacdo das fracdes de fase reversa do veneno das popula¢des Bothrops erythromelas do Ceara (CE), Pernambuco (PE), Juazeiro (JUA), Paraiba (PB), e
IIha de Itaparica (IT), para familias de proteinas por nESI-MS/MS coliséo induzida por dissociacdo dos ions dos peptideos obtidos pela digestdo de bandas
protéicas separadas por SD-PAGE. X = lle ou Leu; Mox, sulfoxido de metionina. Os residuos de cisteina sdo carbamidometilado. Massas moleculares
aparentes (MW em kDa) foram estimadas por SDS-PAGE de amostras ndo reduzido (m) e reduzido por beta-mercaptoetanol-reduzido (V). As massas de
proteinas selecionadas determinados por ESI-MS estdo em Da (fragdo 7 e 16). BPP: peptideo potenciador de bradicinina; Disi, desintegrina; DC, desintegrina-
simile e dominios ricos em cisteina; svWEGF: fator de crescimento endotelial vascular de veneno de serpente; SerProt: serinoproteinase; PLA2: fosfolipase
A2; (PI-, PlI-, PlIlI-) SMVP: metaloproteinase da classe PI, PIl, ou PIlI; 5'NT, 5 'nucleotidase; CTL, lectina do tipo C-simile; PDE, fosfodiesterase; PLB,
fosfolipase B; CRISP: Proteina de secretdria rica em cisteina . dn, sequienciamento de novo. Os c6digos de adesdo NCBI / TrEMBL para os componentes do
veneno previamente identificados em B. erythromelas sdo sublinhadas.

Mw Fracao de HPLC em fase reversa
Protei
Mascot Maior homologia em ;:n(:;lr;:/
CE PE JUA PB IT m/z z Sequencia peptidica Score NCBI/TrEmbl
1 1 1 1 1 430,4 1 ZNW dn BPP
1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 4444 1 ZWB dn BPP
3,4,5,6 3 34 34 3,4 575,5 2 ZGRAPHPPIPP dn BPP
5 659,5 2 ZGRAPHPPIPPAP dn BPP
6 602,1 2 ZGRAPHPPIPP(53,2 Da) dn BPP
7603.8 7 7 7 7 7 684,6 3 LRPGAQCAEGLCCDQCR 117 B. jararaca QONZX5 Disi
951,4 2  GDDMDDYCNGISAGCPR
959,8 2 GDDMoxDDYCNGISAGCPR
8 8 8 8 8 595,5 2 ZARPPHPPIPP dn BPP
685,6 2 ZGGWPRPGPEIPP dn B. erythromelas POC7R8 BPP
9 9 9 9 9 598,9 2 ZNWPHPQIPP dn BPP

14" 10 10 10 10 932,5 2 GNDPDNCCNGISAGCPR dn B. neuwiedi AD021510 Disi
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598,7
526,7
514,8
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776,8
666,3

1106,4
737,9
513,7

1308,2
603,8
442,2
953,4
796,8
519,3
753,3
854,7
490,7
412,7
479,7
8479
479,8
576,7
997,4
753,3

1217,5
854,7
554,7
490,7
893,4
412,6

N DN NN NN

N DN DN DN WDNDNDWDNDDNDNDNDNDDNDWDNDDNDNDNDNDNDDNDDND WN

GLCCDQCR

NPCCDAATCK
GNYYGYCR
IPCAPEDVK
DPCCDAATCK
VCSNGHCVDVATAY
NEDRGMoxVLPGTK

LHSWVECESGECCDQCR
LHSWVECESGECCDQCR
AGNVCRPPR
SECDIAESCTGQSADCPTDDIQR
IFPCAKEDVK

HSVCQPR
CGGCCTDESLECTATGK

TLCAGVLQGGIDTCK
GAHAGLPATSR

CCFVHDCCYGK
ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKK
QICECDR

VAATCFR

YWFFPAK

DTYDNKYWFFPAK

YWFFPAK

NCQEESEPC
SGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDR
CCFVHDCCYGK
ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCK
ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKK
KQICECDR

QICECDR

QICECDRVAATCFR

VAATCFR

dn

91

83

34

116

106

100

66

42
92

85

451

62

C. atrox A2CJE4 DC
B. jararaca Q98UF9 DC
B. erythromelas Q8UVGO DC
B. leucurus P86092 DC
B. jararaca QONZX8 DC
B .erythromelas Q6]936 svVEGF
C. albolabris A7LAC6 SerProt
B. jararaca Q9PTU8 SerProt
B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA:
B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA;
B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA:
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847,8
654,8
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753,3
490,7
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652,8
616,3
552,3
826,4
1239,1
511,8
723,4
411,6
554,6
5119
765,4
532,7
403,7
480,7
787,4
723,4
552,7
767,4

749,8
444.8
5589
449,8
626,9
634,9

1029,5
656,4
897,8
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N DN N DN DNDN

N W W

DTYDNKYWFFPAK
SLVQFETLIMK
SLVQFETLIMoxK
CCFVHDCCYGK
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Figura 16 A PLB (<0.1) PDE (0.4)
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Figura 16 B PDE(0.4). ..
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PIII-SVMP (38)

D49-PLA, (13.5)




74
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Figura 16 D
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PLB (<0.1)

Figura 16 E o symp (2.7) | BPP (12.2)

L Disi(5.3)

R

SWEGF (2.3)
Seert {97)

PIII-SVMP (45.5)

Dq
9~p',_42 (10, 5)

Composic¢do geral dos venenos de B. erythromelas. O grafico expressa a ocorréncia relativa (em percentual de
proteinas totais de veneno) de toxinas de diferentes familias de proteinas nos pools das populag¢fes do Ceara (A),
Pernambuco (B), Juazeiro (C), Paraiba (D) e llha de Itaparica (E). PI- e PIII-SMVP: sdo respectivamente as
metaloproteinases da classe Pl e PIIl; PLA2, fosfolipase A2; Ser-Prot: serinoproteinase; svVEGF, fator de
crescimento endotelial vascular de veneno de serpente; DC: desintegrina-like / cisteina-dominio rico; Disi:
desintegrina; PLB: fosfolipase B; PDE: fosfodiesterase; 5'NT: 5'-nucleotidase; BPP: peptideo potencializador da

bradicinina; CRISP, proteina de secretoria rica em cisteina; CTL.: lectina do tipo C - simile.

6.4 Analise dos venenos de B. erythromelas através da segunda geracgdo da antivenémica

Tendo em vista o protocolo da antivendmica, a fracdo recuperada ap6s a
incubacdo do veneno com a coluna de imunoafinidade corresponde ao que ndo foi
reconhecido pelos anticorpos unidos a matriz (ndo retido). O que fica retido € o que
permaneceu unido aos anticorpos e essa unido antigeno-anticorpo é posteriormente desfeita
em pH &cido (eluido). Os resultados da antivenémica mostraram que a imunorreatividade do
soro pentavalente antibotropico (SAB) é similar frente as cinco populacdes (Figura 17: 17.1 -
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17.10) e mais eficiente em relacdo ao BCL. No entanto, nos pools de veneno das diferentes
populagdes do Nordeste, pode-se observar em especial a regido das fracGes de baixo peso
molecular que ndo sdo reconhecidas pelos dois antivenenos de forma eficiente. Ainda se pode
observar diferencas entre o reconhecimentos dos antivenenos a proteinas espécifica, as quais

sdo discutidas adiante.
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Figura 17.2
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Figura 17.3
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Figura 17.4
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Figura 17.5
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Figura 17.6
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Figura 17.7
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Figura 17.8
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Figura 17.9
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Figura 17.10
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A figura 17 mostra a analise antivenémica de segunda geracdo do veneno de B. erythromelas.
Picos de proteinas sdo marcados como na figura 15. Neste método, 50 pg de veneno foram
incubados com 200 pL de antiveneno imobilizado por Sepharose. V: veneno. E: fracdo eluida
(imunocapturada). NR: fracdo ndo retida. As numeragdes 17.1-17.10 exibem o perfil de
reconhecimento dos antivenenos através da separacdo por HPLC de fase reversa. Pode-se
visualizar a imunoafinidade de SAB do Ceara (17.1), Pernambuco (17.3), Juazeiro (17.5),
Paraiba (17.7) e llha de Itaparica (17.9). E de BCL do Cearad (17.2), Pernambuco (17.4),
Juazeiro (17.6), Paraiba (17.8) e Ilha de Itaparica (17.10).

Figura 18 - Neutralizacdo da atividade hemorragica do veneno de B. erythromelas pelos
antivenenos SAB e BCL.
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Uma quantidade fixa de veneno (a partir da populagdo Pernambuco) foi incubada com varias diluicGes de cada
utilizacdo do soro. Controles foam realizados com o veneno incubado com PBS. As incubagbes foram realizadas
durante 30 min a 37 °C. Em seguida, aliquotas de 100 pl de cada mistura, contendo cinco Doses Hemorragicas
Minimas de veneno (25 pg), foram injectados por via intradérmica em ratos. Apos 2 horas, 0s animais foram
sacrificados e os diametros das lesdes hemorragicas no lado interior da pele foram medidas. V: Veneno
incubadas com PBS; SAB e BCL se referem aos dois antivenenos testados; 250, 500 e 1000 correspondem as
trés proporgdes de pL antiveneno / mg de veneno testados. A hemorragia foi significativamente reduzida ou
eliminada quando (p <0,05) em relacdo aos dois antivenenos e aos trés doses testadas. * Indica p <0,05 quando
comparados os antivenenos SAB e BCL e uma relagdo antiveneno / veneno em particular.
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7 DISCUSSAO

A discussdo dos resultados doi organizada em duas se¢des principais: Protedbmica
do veneno das populagdes de B. erythromelas e Antivendmica e neutralizagdo da atividade
hemorréagica de B. eryhtromelas por antivenenos comerciais. A primeira se¢do encontra-se
dividida em trés: Componentes relacionados aos efeitos hipotensores na vitima de acidente
ofidico, componentes majoritarios e principalmente envolvidos na patogénese do

enevenamento e componentes minoritarios e ainda pouco estudados.

Protedmica do veneno das populacdes de B. erythromelas
1-Componentes relacionados aos efeitos hipotensores na vitima de acidente ofidico

Peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs) e o fator de crescimento endotelial vascular
de veneno de serpente (SVWEGF)

Peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs) e o fator de crescimento endotelial
vascular de veneno de serpente (svWEGF) atuam de maneiras distintas no efeito hipotensor
arterial do envenenamento ofidico. Nos proteomas de B. erythromelas, os BPPs
representaram 11,68 + 0,9% do proteoma total e o j4 conhecido BBP de B. erythromelas
[POC7R8] de acordo com o pico 8 da tabela 1, correspondeu a 1,1 + 0,3 % do total de
peptideos. Enquanto que o também ja conhecido svVEGF de B.erythromelas [Q6J936] de 14
kDa teve uma presenca de 2,1 + 3% (pico 14, tabela 1).

Os BPPs sdo oligopeptideos ricos em prolina que variam de 5 a 14 residuos de
aminoacidos (IANZER et al.. 2004). Estes peptideos foram os primeiros inibidores naturais
da enzima conversora de angiotensina (ECA) descritos pelo pesquisador brasileiro Sergio
Ferreira, tendo sido isolados do veneno de B. jararaca (FERREIRA et al., 1970). O BPP foi
essencial para o desenvolvimento do primeiro medicamento para o tratamento da hipertensao
humana, o captopril® (ONDETTI; CUSHMAN, 1981; MCCLEARY; KINI, 2013). A
hipotensdo freqlientemente verificada apds o envenenamento botropico € em grande parte
decorrente da acéo inibitoria destes peptideos vasoativos (BPPs) sobre a ECA, caracteristica
que impede a geracdo do peptideo vasoconstritor angiotensina Il e inativagdo do peptideo
hipotensor, a bradicinina.

Os membros da familia dos VEGF sdo proteinas dimeéricas que se ligam a
receptores do tipo tirosina-quinase e estdo envolvidos em uma série de processos de
neovascularizagdo como vasculogénese e angiogénese (YAMAZAKI; MORITA, 2006;
(YAMAZAKI et al., 2009). O indicio de moléculas semelhantes ao VEGF em veneno de
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serpentes (SVWEGF) foi primeiramente relatado por (Komori e Sugihara, 1990) no veneno da
serpente Vipera aspis. Estes autores verificaram uma atividade hipotensora da molécula que
fora entdo denominada HF (Hipotensive Factor). Em seguida, a estrutura primaria deste fator
foi resolvida, e observou-se grande similaridade com proteinas da familia dos VEGFs
humanos (KOMORI et al., 1999). Outros pesquisadores a partir de uma biblioteca de cDNA
das glandulas de veneno da serpente Bothrops insularis clonaram e expressaram uma forma
ativa de svWEGF capaz de promover um aumento da permeabilidade vascular JUNQUEIRA-
DE-AZEVEDO et al., 2001). Assim, acredita-se que os sVWEGFs atuem potencializando a
atividade de outros componentes tdxicos dos venenos, bem como sendo coadjuvantes da
atividade hipotensora verificada em alguns venenos, podendo estar envolvido na resposta

local e sisttmica no envenenamento, assim como no efeito primario de imobilizacéo da presa.

2-Componentes majoritarios e principalmente envolvidos na patogénese do

enevenamento ofidico

Fosfolipase A;

Identificou-se nos proteomas de B. erythromelas uma fosfolipase acida Asp49
(D49) com massa molecular de 13652,1 Da e apresentando uma abundancia relativa de 12,6
% + 2,1 (Tabela 1). Esta fosfolipase foi isolada, clonada e caracterizada ha quase uma década
e nomeada BE-I-PLA2, a qual apresenta alta similaridade com as PLA2 de serpentes do
género Bothrops, revelando-se um potente antiplaquetario e indutor da liberacdo de
prostaglandina I, (PGI2) por células endoteliais (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al.,
2006). Flores e colaboradores (1993) demostraram que o veneno de B.erythromelas possuia
significante atividade de FLAZ2 causando migracao neutrofilica in vivo por efeito indireto, via
liberacdo de mediadores quimiotaticos derivados do acido araquidonico.

As enzimas Fosfolipase A2 (PLA;) catalizam a hidrolise de glicerofosfolipidios
na posicdo sn-2 da cadeia principal do glicerol liberando lisofosfolipidios e &cido
araquidénico. O metabolismo deste ultimo, pelas ciclooxigenases COX-1 e COX-2, origina
prostaglandinas, importantes segundos mensageiros fisiolégicos e mediadores de processos
inflamatérios (BURKE; DENNIS, 2009). As PLA2s de veneno de serpentes do género
Bothrops apresentam homologia estrutural com a PLA2 secretada em mamiferos. Contudo, a
grande variedade de isoformas das familias protéicas presentes nos venenos de serpentes
justifica a variedade de massas moleculares e principalmente nos efeitos bioldgicos

encontrados. Portanto, diferentes isoenzimas das fosfolipases A2 sdo reportadas por causarem
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hemdlise, miotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, edema e atividades anti- ou
procoagulante (MONTECUCCO et al., 2008; DOLEY'; KINI, 2009).

Venenos de viperideos, a exemplo dos botropicos, sdo ricos em fosfolipases
acidas e basicas. Dentre as fosfolipases dos venenos sdo reconhecidas trés tipos diferentes, as
classicas, com &cido aspartico no carbono 49 (Asp49), as quais apresentam atividade
catalitica, e variantes (homdlogas) contendo lisina ou serina no carbono 49 (Lys49 e Ser49,
respectivamente), sendo essas duas Ultimas enzimaticamente inativas. Independentemente de
possuirem ou ndo atividade enzimatica, as PLA, desestabilizam os fosfolipidios das
membranas celulares, permitindo um influxo descontrolado de ions célcio e sddio que
promovem alteracBes intracelulares irreversiveis, culminando com a morte celular
(LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003).

As PLAs acidas de venenos de serpentes do género Bothrops tém sido pouco
exploradas e ainda ndo estdo claramente caracterizadas. Em geral, PLA, acidas apresentam
atividade miotoxica, mas esta atividade é reduzida, tanto in vivo quanto in vitro, em
comparagdo com outras PLA; béasicas, altamente miotoxicas (SANTOS-FILHO et al., 2008).
As PLA; basicas tém sido comumente referidas como PLA, miotdxicas, por mostrarem dano
local no masculo esquelético com drésticas alteragdes degenerativas e mionecréticas dentro
de poucos minutos ap6s sua injecdo intramuscular em animais experimentais (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; GUTIERREZ; OWNBY, 2003).

Outros estudos evidenciam que a hidrdlise de fosfolipidios promovida por PLA,S
acidas e basicas na membrana plasmatica de células musculares esqueléticas, resulta em um
influxo de célcio, que inicia uma série de mecanismos degenerativos, como altera¢cbes no
citoesqueleto, danos mitocondriais, ativacdo de proteases e fosfolipases dependentes de calcio
e hipercontracdo de miofibras, que consequentemente, causa mais danos celulares, levando a
necrose de fibras musculares (FERNANDEZ et al, 2010; 2013). Porém, consoante a um
estudo anterior, 0 veneno de B. erythromelas mostrou baixa capacidade de ligacédo ao tecido
muscular, sugerindo baixa miotoxidade para a BE-I-PLA2 (MOURA-DA-SILVA et al.,

1991). Contudo, o mecanismo da miotoxicidade relatada carece de elucidacéo.

Serinoproteases

As proteases do veneno de serpente sdo muito abundantes nos venenos de
viperideos, sdo classificadas em serinoproteases e metaloproteases, sendo 0s principais grupos
de enzimas que levam ao desequilibrio hemostatico desempenhando um papel significativo

nos efeitos patologicos observados no envenenamento de mamifero (SERRANO, 2013).
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Estdo presentes serinoproteases (SerProt), com massa molecular de
aproximadamente 28 kDa em gel SDS-PAGE néo reduzido e de 31 kDa em gel reduzido, em
todos os proteomas de B. erythromelas, como se pode observar principalmente nos picos 17 a
21 (figura 15 e tabela 1), e identificados juntamente com outras proteinas de um mesmo pico
(15 e 37) ou de maneira restrita em proteomas de algumas regides (41 e 43). As
serinoproteases de venenos de serpentes alteram o0s mecanismos fisiologicos do sistema
hemostéatico incluindo alteragbes no sistema calicreina-cinina, no sistema complemento, na
coagulacdo sanguinea, na agregacdo plaquetdria e na fibrindlise. As SerProt’s tém papel
importante na atividade coagulante mostrada em muitos venenos de serpentes (CASTRO et
al., 2004; LU et al.,, 2005). O principal mecanismo das SerProt’s, que contribui para a
coagulacao do sangue, é a degradacdo proteolitica do fibrinogénio para formar monémeros de
fibrina, estes mondémeros polimerizam parcialmente formando um coagulo instavel de fibrina
com a qual as plaquetas ndo interagem para formar o tampéo plaquetario. Este mecanismo de
formagdo de fibrina apresentado pelas SerProt’s tem muitas similaridades com 0 mecanismo
da trombina, pelo qual sdo denominadas Thrombin-like ou trombina-simile (BRAUD et al.,
2000; MATSUI et al., 2000; CASTRO et al., 2004).

As enzimas trombina-simile possuem algumas propriedades fisico-quimicas em
comum com as serinoproteases. Sdo proteinas de cadeia simples que apresentam uma banda
de proteina Unica em eletroforese de gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio, sob
condicdes redutoras, com massa molecular variando geralmente entre 26 e 67 KkDa,
dependendo do seu teor de hidratos de carbono. Apresentam-se ativas em substratos sintéticos
especificos de trombina e compartilham similaridades com esta Ultima. Possuem ainda
diferencas na clivagem das ligacOes peptidicas, variagdes na sua sequéncia de aminoacidos,
niveis de glicosilacdo e nas atividades sobre os fatores da coagulacdo e das plaquetas, o que
poderia explicar as diferencas de massa entre as diferentes enzimas trombina simile
(SERRANO; MAROUN, 2005; SERRANO, 2013).

O mecanismo da coagulopatia no envenamento ofidico, anteriormente relatado, é
atribuido a atividade desfibrinante de serinoproteases trombina-simile e/ou pela geracdo de
trombina intravascular promovida pela protrombina e o fator X da coagulagdo (KINI et al.,
2001; ISBISTER, 2009). O veneno de B. erythromelas ¢ particularmente interessante porque a
atividade trombina-like ndo esta presente (NAHAS et al.,1979; MARUYAMA et al.,1992),
sugerindo uma maior investigacdo do papel farmacoldgico e funcional destas serinoproteases

no acidente ofidico.
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Metaloproteases, Desintegrinas e Dominios tipo disintegrina e rico em cisteinas

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) compreendem uma
subfamilia de enzimas zinco-dependentes de massas moleculares variaveis (20 e 100 kDa),
que tém mostrado uma variedade de papéis na patogénese do envenenamento ofidico, muitas
das quais estdo associadas com coagulopatia e necrose (BJARNASON; FOX, 1994;
ZINGALLI, 2004; GUTIERREZ et al., 2005).

Os venenos botrépicos contém muitas enzimas proteoliticas que degradam uma
variedade de substratos naturais tais como caseina, fibrinogénio, coldgeno e outros substratos
sintéticos. Toxinas hemorrdgicas estdo entre estas enzimas que sdo responsaveis pela
degradacéo proteolitica a partir da matriz extracelular ou alteragdes na coagulacdo sanguinea
e precisam de um ion metélico bivalente para sua atividade. Sabe-se que as SMVP sdo as
principais toxinas envolvidas no sangramento e necrose da pele, relacionadas com a
capacidade destas em degradar as proteinas da matriz extracelular e da membrana basal
(ESCALANTE et al., 2011). Além das atividades hemorragicas classicas das SMVP em
muitos Viperidae, varias outras funcdes também estdo sendo estudadas como as ativididades
fibrinogenolitica, ativacdo de protrombina, ativacdo do fator X da coagulacdo, inibicdo da
agregacdo plaquetaria, atividades pro-inflamatérias, apoptose, inibicdo da atividade de
serinoprotease (MARKLAND; SWENSON, 2013) e promocdo de efeitos miotdxico e
mionecrdtico secundarios a hipdxia tissular devido a hemorragia (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

As SMVPs sdo agrupadas em trés classes e varias subclasses, com base na adicdo
de dominios na regido C-terminal. P-I SVMPs (20-30 kDa) apresentam somente o dominio
metaloprotease, comum a todas classes, com pouca ou nenhuma atividade hemorrégica. PlI-
SVMPs (30-60 kDa) apresentam além do dominio metaloprotease, um dominio desintegrina,
que esta frequentemente associado & acdo proteolitica.P-11l SVMPs (60-100 kDa) sdo
consideradas como a de maior atividade hemorragica, apresentando um dominio
metaloproteinase, dominio tipo desintegrina (desintegrina-similie) e um dominio rico em
cisteina (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Contudo, algumas SVMPs com dominios tipo
desintegrina, rico em cisteina e lectina tipo-C, foram anteriormente classificadas na classe P-
IV. Posteriormente identificou-se que as subunidades de sua lectina tipo-C encontravam-se
ligadas por pontes de dissulfeto a uma SMVP P-lll, e estas agora sdo classificadas como uma
subclasse de enzimas P-111 (GUTIERREZ et al., 2009b; BALDO et al., 2010). Vale ressaltar
gue as desintegrinas sdo polipeptideos (41-100 aminoéacidos) de baixo peso molecular, ndo

enzimaticas que apresentam em geral capacidade de interacdo com integrinas da membrana
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celular (CALVETE et al. 2005; MCLANE et al. 1998; 2004; (MARKLAND e SWENSON,
2013).

As metaloproteinases identificadas no proteoma de B. erythromelas foram dos
tipos I e 1ll. As PI-SMVP variaram entre 2,7% (llha de Itaparica) até 14,4% no proteoma da
Paraiba. Enquanto que, entre as P-1ll SMVP identificadas, encontramos a ja caracterizada
Berythractivase [Q8UVGO0] com curiosa atividade potente sobre a protrombina, sem
apresentar atividade hemorragica (SILVA et al., 2003), a qual se apresentou como
componente majoritario em todas as regifes estudadas, representando de 29,8 a 45,5%
(Figuras 3 e 4) do total do proteoma e sendo mais abundante no veneno de B.erythromelas da
Illha de Itaparica (Figura 15E). Berythractivase [Q8UVGO] com uma massa de
aproximadamente 55 kDa, exibiu alta similaridade com as moléculas identificadas nas
fracdes 29 (66kDa) e pico 34 (52 kDa) de B. jararaca [QONZYOQ] e B. jararaca [P30431],
respectivamente (Tabela 1).

Né&o se identificou no proteoma de B.erythromelas metaloproteinases da classe II.
Vaérios autores concordam que as PII-SMVP e algumas PIII-SMVP sofrem processamento
proteolitico liberando dois dominios: o dominio catalitico do tipo SMVP-Pl e o de
desintegrina ou de dominios tipo disintegrina e rico em cisteinas, este Gltimo de chamado de
DC (KINI e EVANS 1992) e de atividade biolégica pouco esclarecida. Em relacdo as
desintegrinas derivadas das metaloproteinases da classe Il, estas representam um grupo de
antagonistas de receptores da familia das Integrinas, (como por exemplo, ao receptor all2bp3
(CALVETE 2005; CALVETE et al. 2005; RADIS-BAPTISTA, 2005) e estdo relacionadas
com as atividades inibidoras de agregacdo plaquetaria (KINI; EVANS 1992; CALVETE
2005). Recentemente, a clonagem de uma desintegrina recombinante (RTS-jerdostatin) a
partir de veneno da glandula mRNA de Protobothrops jerdonii permitiu que Bolas e
colaboradores (2014) demonstrassem seu efeito inibidor na funcdo da integrinaalfl
(altamente expressa em células de musculo liso) durante adeséo, migracéo e proliferacdo de
células da aorta de mdsculo liso de rato e angiogénese, ampliando dessa forma as
possibilidades para aprofundar pesquisas relacionadas a terapia do cancer.

Seguindo a linha de raciocinio supracitada, o achado de moléculas de desintegrina
(Figura 15: fracbes 7 e 10) indica que PII-SMVP mRNAs foram traduzidas e
proteoliticamente processada na glandula de veneno (KINI; EVANS, 1992). Embora tenham
representado 5,3 + 1,9% das proteinas totais de veneno, nenhuma prova foi recolhida no
proteoma dos venenos estudados para a presenca de PII-SVMPs, o que permanece obscuro.

No entanto, é importante referir que esta classe de metaloproteinases raramente ocorre em
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venenos de serpente e, assim, a possibilidade de que o processamento proteolitico da origem a
um dominio de proteinase instavel e um dominio desintegrina estavel (Fox e Serrano, 2008)
merece mais investigacdo. Reforcando esta hipotese, todos os proteomas dos venenos de B.
erythromelas continham conservado o fragmento DC [Q8UVGO], ou seja, a desintegrina-
simile com dominio rico em cisteina isolado da PlII- SMVP berythractivase [Q8UVGO],
como se pode ver na Tabela 1 e Figura 15 em relacdo as fragfes 11 e 30, respctivamente.

Lectinas do tipo C

Lectinas tém sido encontradas nas peconhas de diversas serpentes da familia
Viperidade, Elapidae and Crotalidae (DOLEY; KIN, 2009). Conforme caracteristicas
estruturais e atividades biologicas, essas proteinas contém um dominio de reconhecimento de
carboidratos e que se ligam especificamente a lactose/galactose, chamadas de lectinas tipo-C
(LTC), ou as que ndo reconhecem carboidratos por apresentarem dominio de reconhecimento
incompleto ou ausente, mas apresentam grande conservacdo estrutural, sendo assim
classificadas como LTC-simile; lectinas tipo-C-simile (semelhantes ou relacionadas)
(MORITA et al., 2004; LU et al., 2005). Em recente nomenclatura, LTC-simile de venenos
de serpentes sdo conhecidas por Snaclecs (lectinas tipo-C de venenos de serpentes)
(CLEMETSON et al., 2010; ARLINGHAUS e EBLE, 2012).

Em contraste com as LTC, que sdo proteinas homodiméricas, as Snaclecs
apresentam estruturas quartenarias (dimeros ofy, dimeros de dimeros (af)2, tetrameros de
dimeros (af)4) (MORITA, 2004; 2005; ARLINGHAUS; EBLE, 2012). Geralmente possuem
uma estrutura basica de heterodimeros (af), de massa variavel 14-15 kDa para a cadeia
A/subunidade o e 13-14 kDa para a cadeia B/subunidade B, ligadas covalentemente por
pontes dissulfeto ou oligdmeros de heterodimeros (MORITA, 2004, 2005) e ndo apresentam o
classico loop de ligagédo a agucar/célcio e possuem a habilidade de interagir com fatores de
coagulacdo e receptores de membranas nas plaquetas (LU et al., 2005; CLEMETSON, 2010).

Snaclecs de B. erythromelas exibem uma estrutura heterodimeros (of}) e sao
abundantes particularmente nas popula¢des do Ceara (21,6%), Pernambuco (18%) e Juazeiro
(17,2%) (Figura 16; Tabela 1). Estas toxinas, que ndo apresentam atividade enzimatica,
apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas pro ou anti - agregante de plaguetas
independente de célcio, podendo agir nos fatores da cascata de coagulacdo 1X/X das vitimas
do envenenamento, alterando a hemostasia e utilizando para isso diversos mecanismos (LU et
al., 2005; MATSUI; HAMAKO, 2005, GUTIERREZ et al., 2009b). Promovem eventos que

levam a trombocitopenia, pois reduzem a funcdo plaquetéria por inibicdo de receptores de
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superficie, através da ligacdo aos receptores de von Willebrand, as glicoproteinas GPIb e aos
receptores de colageno do tipo integrina a2l ou ativam de forma maciga plaquetas com
interacdo ao receptor do coldgeno GPVI, apos ativacdo estas plaquetas sdo removidas da
circulacdo por um mecanismo nao elucidado (LU et al., 2005; MATSUI; HAMAKO,
005, GUTIERREZ et al., 2009b).

3-Componentes minoritarios e ainda pouco estudados

Nucleotidases

Nucleotidases (5'-nucleotidase, ATPase, ADPase), nucleases (fosfodiesterase
PDE, DNases, RNases), fosfotases (fosfomonoesterase acidas e alcalinas) sdo hidrolases
relatadas como precursores enddgenos envolvidos na geragdo de purinas implicadas no
envenenamento, as quais podem também ter sua origem no préoprio veneno fazendo parte de
sua composicdo como purinas livres (adenosina, guanosina e isosina) (AIRD 2002;
FERREIRA, 2006; SALES; SANTORO, 2008). As purinas aparentemente ligam-se a outras
toxinas que entdo servem como “acompanhantes” orientando e depositando-as a um subtipo
especifico de receptor purinérgico (AIRD, 2002; 2005).

Apesar de suas atividades farmacologicas ndo estarem claramente definidas, as
nucleotidases sdo encontradas na maioria dos venenos de serpentes e podem atuar como
inibidores da agregacdo plaquetaria (OUYANG; HUANG, 1983; MITRA e
BHATTACHARYYA, 2014), sendo uma metaloproteina zinco-dependente (FINI, et al.,
1990).

Fosfodiesterase (PDE), identificada com massa molecular de 97 kDa nos venenos
de B. erythromelas da populacéo do Ceara (0,4%) e de Pernambuco (0,4%) (fracdo 27, Tabela
1, Figuras 15/16 A e B), ¢ um componente que remove 5’-mononucleotideos sucessivos da
cadeia de polinucleotideos comegando pelo terminal 3’-hidroxila e fornece uma constante de
substrato para a 5 -nucleotidase enddgena de venenos (MITRA; BHATTACHARYYA et al.,
2014). Essa exonuclease é uma das enzimas mais estudadas, amplamente distribuida entre os
venenos de serpentes peconhentas como componentes minoritarios. Geralmente € usada para
estudos da degradacdo de acidos nucléicos e tem papel na regulacdo da concentracdo de
nucledtidos ciclicos de cAMP e cGMP nas células, catalisam a hidrdlise de DNA e RNA,
adenosinatrifosfato (ATP) e adenosinadifosfato (ADP). No entanto seu papel na patogénese
do envenenamento ndo esta claramente compreendido (TRUMMAL et al., 2014).

Em relacdo a 5'-nucleotidase, esta foi caracterizada apenas no proteoma do veneno
de B. erythromelas de Juazeiro (fracdo 24, Tabela 1, Figuras 15/16 C), com uma massa de 66
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kDa e assim como a PDE representa um componente minoritario (0,5%). E uma
fosfomonoesterase especifica de massa molecular variavel entre 53-82 kDa, que hidrolisa
fosfato monoéster que se liga na posicdo 5 de DNA e RNA. Diferentes mononucleotideos
podem ser hidrolisados, mas 5’-AMP é o substrato mais susceptivel. A enzima nao hidrolisa
3’-AMP, p-nitrofenilfosfato e ribose-5’-fosfato, que sdo substratos de fosfomonoesterases
ndo-especificas (IWANAGA; SUZUKI, 1979).

Em uma revisdo realizada por Aird (2002) foi relatado que as purinas da peconha
poderiam estar envolvidas nas trés estratégias fundamentais de envenenamento ofidico e que
parecem ser empregadas por todas as serpentes venenosas e que operam simultaneamente.
Postulando que os componentes individuais do veneno freqlientemente participam em mais de
um desses processos que consistem em hipotensiva, paralisante e digestiva. As duas primeiras
sdo estratégias de imobilizacdo da presa. Ambas tém por objetivo impedir a fuga da presa (a
maioria dos Viperidae), ou superar a resisténcia da presa (muitos Elapidae e todos os
Colubridae). A terceira estratégia promove a degradacdo dos tecidos da presa que comeca a
partir da inoculacdo do veneno, antes mesmo que a presa tenha sido engolida.

Purinas como a adenosina sdo relatadas para um efeito hipotensor (DRURY;
SZENT-GYORGY], 1929; FISCHER; DORFEL, 1954), atuando sobre o corago, causando
vasodilatacdo, e aumento da permeabilidade microvascular através da inducdo da libertacdo
do contetudo de mastécitos (COLLIS, 1989; OLSSON, PEARSON, 1990; GAWLOWSKI,
DURAN, 1986; BIAGGIONI, 2004). Além de exercer efeito sobre neurdnios periféricos e
centrais com a inibicdo da liberacdo de neurotransmissores (AIRD, 2002; DHANANJAYA;
SOUZA, 2010; SILINSKY, 1984; 2004) o que poderia contribuir juntamente com a sensagéo
de dor forte, para a imobilizacdo da presa. A adenosina € um potente inibidor de agregacao
plaquetaria, provavelmente atuando em A2A e de A2B (JOHNSTON et al., 2011)
contribuindo para desenvolvimento de hemorragia no local proeminente, que tem sido
atribuida principalmente a um conjunto de metaloproteases presentes no veneno
(GUTIERREZ et al., 2011; ESCALANTE et al., 2011).

Ferreira (1996) ao caracterizar nucleotidases de B. jararaca constatou 0 aumento
na concentracdo de adenosina com consequente diminuicdo das concentracdes de ATP e
ADP, promovido pelo sistema de nucleotidases, sugerindo que pode estar relacionado com o
desenvolvimento de edema e disfungé@o plaquetaria observada na regido da picada durante o
envenenamento, levando a um aumento de difusdo dos componentes do veneno causado pelo

aumento na permeabilidade vascular, contribuindo para o efeito sistémico do envenenamento.
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Essa relagdo das purinas na patogénese do envenenamento é reforcada por estudo
recente realizado por Caccin e colaboradores (2014) que sugeriram a coexisténcia
evolutivamente conservada no mesmo veneno de B. asper de miotoxinas e nucleotidases, pois
com a acdo de PLA, miotoxica ocorria liberacdo de ATP no musculo esquelético, o qual
constiuia um sinal para difundir a lesdo muscular causada pelas miotoxinas e dor. A hidrélise
do ATP por nucleotidases (ATPases) age produzindo adenosina que ird estimular os
receptores purinérgicos, exercendo em seguida uma variedade de efeitos, incluindo:
hipotensdo, inibicdo da liberacdo de neurotransmissor com paralisia periférica, hipotensdo
através de uma acdo sobre o coracdo e aumento das dimensdes e da vasculatura,
permeabilidade, e inibicdo da agregacdo de plaquetas que favorece a hemorragia. Além de
ocorrer liberacdo mitocondrial de mediadores pro-inflamatérios “alarmins”, reportados por

Zornetta e colaboradores (2012) da resposta imunitaria inata promovidos pelas miotoxinas.

Proteinas secretorias ricas em cisteina (CRISP)

As proteinas secretérias ricas em cisteina (CRISP) dos venenos de serpentes
contém 16 residuos de cisteinas que formam oito pontes dissulfeto e possuem massa
molecular de 20-30 kDa (MACKESSY, 2002; YAMAZAKI; MORITA, 2004; ROKITA et
al., 2011). Estdo amplamente distribuidas nos venenos de serpentes das familias Viperidae e
Elapidae de diferentes continentes (YAMAZAKI et al. 2003), inclusive no veneno de lagartos
(FRY et al. 2002; 2010) e serpentes do género Bothrops (CARDOSO et al., 2010; CIDADE
et al., 2006; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO & HO, 2002; VALENTE et al., 2009). No
entanto, no proteoma de B. erythromelas, CRISP (pico 40, Fig 15B, Tabela 1) foi identificada
somente na populacdo dos especimes de Pernambuco, com uma massa de 28 kDa e com uma
baixa abundancia relativa (0,4%).

Apesar das propriedades funcionais das CRISPs no envenenamento estarem
pouco comprendidas, em investigacdo recente realizada por Adade e colaboradores (2014),
demostraram pela primeira vez atividade antiprotozoaria de uma CRISP isolada da serpente
Crotalus viridis viridis, chamada de crovirin, a qual inibiu a proliferacdo das formas
intracelulares amastigotas em Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi, conduzindo
pesquisas para 0 desenvolvimento de novos agentes contra estes parasitas. Lecht e
colaboradores (2015) isolaram uma CRISP de Echis carinatus sochureki (Viperidae) com
atividade anti-angiogénica, por inibir alguns fatores reguladores da angiogénese (fator de
crescimento transformante-f; TGF-f ; trombospondina 1; TSP-1), estudo esse que pode ser
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util para a concep¢do de uma terapia angiostatica no tratamento de cancer, bem como para a
compreensdo de alguns dos mecanismos envolvidos na progressao dependente da angiogénese
do tumor.

Estudos sobre o papel das CRISPs de venenos de animais as reportam como
bloqueadoras de canais i0nicos e inibidoras da contragdo muscular (YAMAZAKI; MORITA,
2004; MATSUNAGA et al., 2009). CRISPs de venenos de serpentes atuam afetando a
contratilidade muscular atraves do blogueio da atividade de canais de célcio do tipo L e de
canais de potassio voltagem-dependentes. E ainda promovem o bloqueio de canais idnicos
ciclicos de nucleotideos fechadoss, estes Ultimos conhecidos por canais de GNV sdo canais
ibnicos que funcionam em resposta a ligacdo de nucleotideos ciclicos (YAMAZAKI et al.,
2002a; 2002b; 2003; BROW et al., 1999; WANG et al., 2004; 2005).

Fosfolipase B

Fosfolipases B (PLB) representam enzimas da superfamilia das fosfolipases
capazes de realizar a clivagem das ligacbes sn-1 e sn-2 de glicerofosfolipidios, apresentando
acao fosfolipidica e lisofosfolipidica, desacilando completamente os seus substratos. Doery e
Pearson (1964) foram os primeiros a reportarem a ocorréncia de PLB em venenos de
serpentes nas formas monoméricas e diméricas com massas moleculares de cerca de 16 kDa e
35 kDa, respectivaente, no entanto suas estruturas ndo estdo descritas. Segundo estudos
realizados por Takasaki e Tamiya (1982) e Bernheimer e colaboradores (1986; 1987) com
venenos de serpentes Elapidae australianas, caracterizam a PLB como responsavel pela alta
atividade hemolitica direta. Estas enzimas (pico 28) foram encontradas no proteoma de B.
erythomelas de Ceara (<0,1%), Juazeiro (0,5%) e Ilha de Itaparica (<0,1%), como se pode
verificar nas figuras 15 ou 16 (A, C e E) com massas moleculares aparentes respectivamente
de 100, 80, e 48 kDa (Tabela 1).

O primeiro membro de uma familia de PLB de alto peso molecular,
aproximadamente 60 kDa, foi descrito em uma serpente australiana, Drysdalia coronoides, da
familia Elapidae (CHATRATH et al., 1987). Estas enzimas, exibiram maior semelhan¢a com
a PLB [F8S101] identificada, tanto no transcriptoma da glandula de veneno conforme Rokyta
e colaboradores (2011), quanto no proteoma do veneno, de acordo com Margres e
colaboradores (2013) da cascavel de Crotalus adamanteus. Assim como para 0s demais
componentes minoritarios do veneno de B. eryhromelas, 5°’-NT e PDE, que exibiram maior
similaridades com as nucleotidases caracterizadas nesta serpente (Tabela 1).
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Nessa mesma linha de pensamento, a anélise protedmica comparativa recente dos
venenos de B. atrox, B. jararacussu, B. jararaca, B. neuwiedi, B. alternatus e B. cotiara,
identificaram moléculas de PLB nestas seis espécies (SOUSA et al., 2013), o que sugere
fortemente que esta classe de toxinas pode ser mais amplamente distribuido na Viperidae do
que se pensava. A participacao desta nova classe de proteinas nos envenenamentos, causando
hemolise e, eventualmente, contribui para a insuficiéncia renal aguda, exige futuros estudos
detalhados.

Antivenébmica e neutralizacdo da atividade hemorragica de B. eryhtromelas por
antivenenos comerciais.

A antivenébmica é uma metodologia que vem sendo aperfeicoada para estudar a
imunoreatividade entre venenos e antivenenos. Essa necessidade cresceu em consequéncia das
limitacdes de metodologias pré-existentes para esse tipo de analise como o Western Blot e
protocolos de ELISA (PLA et al., 2012). A reatividade imunoldgica das toxinas do veneno de
B. erythromelas para o antiveneno antibotropico (SAB) produzido pelo Instituto Vital Brasil
(IVB), Niter6i- RJ (RAW, 1991) e para o antiveneno polivalente (BCL) do Instituto
Clodomiro Picado (ICP), San José - Costa Rica (ANGULO et al., 1997; ROJAS et al., 1994)
foi avaliada por cromatografia de imunoafinidade combinada com técnicas protedmicas
(CALVETE, 2011) que constitui a segunda geracdo da antivendmica (PLA et al., 2012).

Perdas na quantidade total de veneno final em relacdo a inicial (veneno total) sdo
previstas pela técnica, por motivos de manipulacdo da amostra. A quantificacdo realizada para
0 protocolo da segunda geracdo da antivendmica, consta da porcentagem de uma fragéo retida
(R) ou ndo retida (NR). E calculada por sua razdo com a soma da area do mesmo pico em
questdo nas duas fracbes provenientes da coluna (R/[R+NR] ou NR/[R+NR]). Ou seja, a area
total de um pico ndo é considerada como a area do pico que aparece no cromatograma do
veneno total, e sim da soma das areas do mesmo que aparecem nas fracGes nédo retidas e
eluida da coluna, compensando assim as possiveis perdas que em teoria acontecem de forma
proporcional em ambas as fragGes (PLA et al., 2012; GONCALVES-MACHADO, 2014). O
cromatograma do veneno total é exposto apenas para comparagdo dos resultados.

O reconhecimento dos antivenenos SAB ou BCL frente as cinco populacdes foi
similar, mas demonstrou algumas diferencas no reconhecimento de moléculas especificas. A
coluna de afinidade contendo o anti-botropico F (ab ') 2 fornecido pelo Instituto Vital Brasil
imunocapturou a maioria das toxinas do veneno de B. erythromelas (Fig. 17.1), mas ndo
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apresentou imunorreatividade contra os BPPs das fracbes eluidas (retidas) 1-3, 8 e 9,
reconhecimento parcial (71,2 £ 4,7%) frente a fracdo 16 da PLA2-D49 &cida [Q2HZ28]
(fracdo 16). A fracdo 29, que provavelmente corresponde a uma PI-SVMP mostrou
reconhecimento de 93 + 4%, e reconhecimento de quase a totalidade da maioria das
metaloproteases e lectinas do tipo C entre os picos 29-38. No entanto a fragdo 26, que
corresponde em sua maioria de PI11-SVMP, parece ter ficado retida na coluna, pois néo foi
visualizada nos cromatogramas das fracdes retidas que foram eluidas e tampouco no da néo
retida (Figuras 17.1). Em contrapartida, o antiveneno polivalente da Costa Rica mostrou a
mesma falta de reatividade contra BPPs, alem disso, a imunorreatividade ndo foi eficiente
para: desintegrina (pico 7, 33 + 11% retido), [Q2HZ28] (fracéo 16, 37,4 £ 12,9% retido), PI-
SMVP (fraccdo 29; 61,2 + 3,8% retido), e PIII-SVMPs eluidos nas fracdes 30 (62,8 £ 8,5%
retido) e 34 (60,3 £ 12,5% retido) (Fig.17.2). Estes resultados estdo em concordancia com um
estudo de Queiroz e colaboradores (2008), em que 0 soro antibotrdpico do Instituto Butantan
foi avaliado para sua capacidade de neutralizar as atividades letais e toxicas dos venenos de
19 espécies de serpentes do género Bothrops. Este estudo relatou que o soro anti-botrépico
apresentou titulos intermediarios de anticorpos para o veneno de B. erythromelas, entre outras
Bothrops, e foi ineficiente para reduzir a atividade de sua PLA2. Além disso, por analise de
transferéncia de Western, o SAB mostrou ligacao prejudicada para as bandas das proteinas de
25 kDa da PI-SMVP)e 16 kDa da PLA2 (QUEIROZ et al., 2012). Resultados semelhantes
foram relatados por Sousa e colaboradores (2013) os quais evidenciaram que as SVMPs da
classe Il foram as toxinas mais antigénicas dos venenos de serpentes do complexo Bothrops,
enquanto que as SVMPs da classe I, serinoproteinases, PLA2, desintegrinas e peptideos
potencializadores de bradicinina foram fracamente reativos com os anticorpos do SAB.

Em relagdo ao antiveneno poliespecifico costarriquenho, uma série de estudos
realizados sobre a sua capacidade de neutralizacdo pré-clinico contra varias atividades toxicas
e enzimaticas de venenos de serpentes da familia Viperidae mostrou um padrdo generalizado
de reatividade imunologica contra venenos homologos e heterdlogos, incluindo B.
lanceolatus, B. caribbaeus, B. atrox e B. colombiensis (GUTIERREZ et al., 2008; CALVETE
et al., 2011; CALVETE et al., 2009), que se correlaciona com a sua capacidade de neutralizar
as atividades letal, hemorragica, miotoxica, coagulante, desfibrinante, fosfolipase A2 e de
proteases de venenos de um numero de espécies de serpentes da América do Sul e Central.
Em analogia com o antiveneno da Costa Rica, este exibiu somente o imunoreconhecimento
parcial ou insignificante, para peptideos vasoativos de baixa massa molecular, desintegrinas, e

algumas fosfolipase A2, metaloproteinases Pl e serineproteinases (GUTIERREZ et al., 2014).
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De acordo com o embasamento tedrico, as fracGes peptidicas dos venenos
possuem baixa imunogenicidade e por isso ndo sdo bem depletadas pelos antivenenos
(LOMONTE et al., 2008; PLA et al., 2013), entdo era esperado que as primeiras fracdes do
veneno ndo fossem bem reconhecidas, ja& que se sabe que. Vale ressaltar que, Pla e
colaboradores (2013) afirmam que do ponto de vista fisiopatoldgico do envenenamento, o
escape no reconhecimento desses tipos de fragcdes ndo se manifestaram como relevantes em
um estudo com o género Lachesis. Os resultados com as populacfes de B. erythromelas,
indicam que componentes do veneno toxicologicamente relevantes sao intrinsecamente pouco
imunogénicos. A imunoreatividade do antiveneno da Costa Rica mostra-se ineficaz para as
toxinas do veneno de B. erythromelas altamente imunogénicas, tais como PIII-SVMPs,
indicando a existéncia de uma distancia filogenética em Bothrops e limitando reconhecimento
imune eficaz. Por outro lado, o protocolo do pool de imunizacdo dos equinos para producédo
do soro antibotrépico no Brasil inclui as espécies de B. jararaca, B. jararacussu, Bothrops
neuwiedi, Bothrops alternatus e Bothrops moojeni (RAW et al., 1991). E muito provavel que
o fato dessa mistura de venenos ser utilizada no protocolo de imunizacdo contribua para
ampliar o espectro de abrangéncia do antiveneno. No entanto a imunoreatividade contra a
PLA; (com excecdo a da Paraiba, Figura 17.7) parece ainda ndo ser totalmente eficaz.

Apesar do anteriormente exposto, ambos o0s antivenenos foram eficazes na
neutralizacdo da atividade hemorragica, através da Dose Minima Hemorrégica (5X DMH:
estimada em 5 pg) do veneno de B. erythromelas, embora tenham mostrado diferencas na sua
eficacia de neutralizacdo. SAB mostrou uma maior eficacia, uma vez que a neutralizacdo
completa foi atingida com uma relagéo antiveneno / veneno de 500 puL/mg, enquanto que uma
proporcao de 1000 pL antiveneno / mg de veneno foi necessaria para o antiveneno BCL para
neutralizar completamente esta atividade (Figura 18). Em relagdo ao supracitado, mesmo uma
capacidade de imunocaptura moderada das moléculas do veneno (de proximadamente 20-
25%) correlacionar-se com um bom resultado em in vivo em testes de neutralizagdo
(GUTIERREZ et al., 2014), a comparacédo dos niveis de reconhecimento imunlégicos a partir
de estudos com antivendmica e com a capacidade de neutralizagdo in vivo de um antiveneno
ndo é simples, ja& que ambos os experimentos envolvem protocolos radicalmente diferentes.
No entanto, a combinacdo das informacdes da neutralizacdo in vivo e estudo de antivendmica
pode ser util para a concepgdo de misturas de imunizacdo adequada de veneno, e estratégias
para aumentar a resposta de anticorpo de cavalos contra componentes do veneno,
toxicologicamente relevantes fracamente imunogénicos, a fim de gerar melhores antivenenos

poliespecificos.
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8 CONCLUSOES

Através desse trabalho foi demonstrado que os proteomas dos venenos das
Bothrops erythromelas das diferentes regides do Nordeste sdo similares e parecem ser
bastante conservados de acordo com sua distribuicdo geogréfica, embora contenham
diferencas peculiares, tais como a presenca de CRISP detectadas apenas nos venenos de
Pernambuco ¢ da 5° NT na populagdo de Juazeiro. Assim como PDES nos proteomas das
populacdes de Ceara e Pernambuco e PLB em Ceard, Juazeiro e Ilha de Itaparica.
Comparando as cinco populacdes, pode-se visualizar uma maior quantidade de peptideos
potencializadores de bradicinina no proteoma da Paraiba, fosfolipase A2 acida (Asp49/D49)
em Juazeiro, serinoprotease na llha de Itaparica, Lectina do Tipo- C no Ceara,
metaloproteinase da classe | na Paraiba, metaloproteinase da classe I11 na llha de Itaparica.

Observando-se individualmente, tem-se a metaloproteinase da classe Il
predominante em todos os proteomas, seguida da lectina do tipo C (Ceara, Pernambuco e
Juazeiro) ou em alguns casos (Paraiba e Ilha de Itaparica) dos peptideos potencializadores de
bradicinina, seguindo como terceiro componente mais abundante em todos a fosfolipase A2.

O reconhecimento dos antivenenos SAB ou BCL frente as cinco populagdes foi
similar, mas demonstrou algumas diferencas no reconhecimento de moléculas especificas.
Ambos 0s antivenenos ndo apresentaram imunorreatividade contra os BPPs e mostraram
reconhecimento parcial da PLA2, com exce¢do para o0 veneno da Paraiba na coluna de SAB.
Além disso, a imunorreatividade ndo foi eficiente para desintegrina em relacdo ao antiveneno
da BCL. No entanto, no estudo da neutralizacdo da atividade hemorrégica de B. erythromelas,
os antivenenos foram eficazes na neutralizacdo dessa atividade indepentende das diferencas

na sua eficicia de neutralizag&o.
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Variacdo composicional intraespecifica de venenos entre espécimes de diferentes
regides geograficas tem sido muito apreciada por herpetologistas e toxinologistas como uma
caracteristica geral das espécies de serpentes altamente adaptaveis e amplamente distribuidas
(VELLARD, 1937;1939; CHIPPAUX et al., 1991; CALVETE, 2013). Essas varia¢des podem
resultar em diferentes sintomatologias, ap6s o envenenamento, exigindo diferentes cuidados
(GLENN e STRAIGHT, 1978) e a tecnologia da protéomica é importante para tracar as
diferengas do perfil do contetdo protéico e peptidico a nivel molecular (MASSEY et al.,
2012).

Estudos proteémicos permitem o conhecimento da composicdo e possiveis
variacdes interespécie e intraespécie o que é relevante para a pesquisa basica, implicaces na
evolugdo de espécies, nos efeitos do envenenamento e na sele¢cdo dos antissoros e de
espécimes para a producdo destes ultimos.

B. erythromelas é um exemplo de espécie de importancia médica no Nordeste, e
apesar de esta em uma abrangente area geografica, as cinco populacbes estudadas
apresentaram composicao semelhante, exibindo um perfil altamente conservado das clases das
proteinas representativas do veneno. Além de mostrar reconhecimento imunogénico similar.
A paraspecificidade exibida pelo SAB brasileiro e pelo BCL da Costa Rica contra as toxinas
do veneno de B. erythromelas, e contra uma série de venenos botrépicos da América do Sul e
Central (BOGARIN et al., 2000) indica grande conservacdo dos epitopos imunoreativos dos
venenos de Bothrops.

Portanto, este estudo evidenciou as proteinas de B. erythromelas ja caracterizadas
na literatura (BPP, PLA2 Asp49, Berytracvase e VEGF) e forneceu informacdes adicionais
para a presenca de serinoproteases e lectinas do tipo C e de outros componentes minoritarios
ou especificos (PDE, 5’NT, PLB, CRISP), o que também reforca as chances de explorar
farmacologicamente estes constituintes e quica abrir a possibilidade de gerar antiveneno anti-
botropico de amplo espectro, com uma cobertura representativa para todas as classes de

toxinas clinicamente relevantes.
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Anexo 1: Autorizacao para coleta de espécimes de Bothrops erythromelas

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 27617-3 Data da Emissdo: 27/09/2013 10:31 l Data para Revalidagdo*: 27/10/2014
“De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deveréa ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.
Dados do titular
Nome: ROBERTA JEANE BEZERRA JORGE CPF: 021.625.673-93
Titulo do Projeto: Variagdo ontogenética do veneno de Bothrops erythromelas
Nome da Instituigdo : UFC - UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA CNPJ: 07.272.636/0001-31
2 [ ANTONIO RAFAEL COELHO JORGE Bidlogo 960.476.823-91 - Brasileira
3 | Rafael Matos Ximenes Zsjg)”:sg‘"’ Estudantede | 046 795.254-01 6803793 SDS-PE Brasileira
4 | Marinetes Dantas de Aquino Nery Biologa e co-orientadora 162.160.833-68 342517 SSP-CE Brasileira
5 | HELENA SERRA AZUL MONTEIRO Orientadora 032.774.703-00 - Brasileira
6 | René Duarte Martins Supervisor e Colaborador 024.774.134-57 1981056 ssp-PB Brasileira
7 | HELDER NEVES DE ALBUQUERQUE Bidlogo/ Colaborador 862.261.774-20 4477931 SSP-PE Brasileira
JANAINA SERRA AZUL MONTEIRO supua T
8 EVANGELISTA Veterinaria 492.451.473-04 - Brasileira
9 | DIVA MARIA BORGES NOJOSA Colaboradora 235.638.003-59 95002021265 SSP-CE Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio UF [ Descricao do local Tipo
1 | VITORIA DE SANTO ANTAO PE Centro da_Regiao Nordeste Fora de UC Federal
2 |BATURITE CE Centro da Regiao Nordeste Fora de UC Federal
3 [ MOSSORO RN Parte nordeste da regiao Nordeste Fora de UC Federal
4 | SAO LUIS MA Parte norte da regido Nordeste Fora de UC Federal
5 | JUAZEIRO BA Centro da Regido Nordeste Fora de UC Federal
6 MG Parte Norte de Minas Gerais Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
Atividade | Taxons
| 1| Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ | Bothrops erythromelas (*Qtde: 1) |
* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.
Material e métodos
[1 T Método de captura/coleta (Répteis) [ Lago de Lutz
Destino do material biologico coletado
[#] Nome local destino | Tipo Destino 1

1 | UFC - UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA [ colecao |

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n°154/2007. Através do cédigo
de autenticaggo abaixo, qualquer cidadao poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagao: 87718738 “IWMI'I“”I“H'I
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 27617-3 W Data da Emissao: 27/09/2013 10:31 Data para Revalidagao*: 27/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacédo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatédrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: ROBERTA JEANE BEZERRA JORGE CPF: 021.625.673-93

Titulo do Projeto: Variagao ontogenética do veneno de Bothrops erythromelas

Nome da Instituigdo : UFC - UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA l CNPJ: 07.272.636/0001-31

Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizag&o ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituico cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizag&o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticacéo abaixo, qualquer cidaddo poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

coctgo desutentessioserrrerse I
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Anexo 2: Autorizagdo para acesso de remessa de amostra de componente do patriménio

genético.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEID AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZAGAO DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO PATRIMONIO GENETICO
N" 002/2013

O INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS, credenciado pelo Conselho de Gestio do Patriménio Genético (CGEN#MMA) por meio da
Deliberagio CGEN n.° 40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar instituigdes nacionais, piblicas ou privadas, que
exercam atividades de pesquisa e desenvolvimento nas dreas bioldgicas e afins, a acessar e remeter amostras de
componente do patrimdnio genético para fins de pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmico, autoriza: -

A Universidade Federal do Ceara, CNPJ n® 07.272.636/0001-31, representado pelo pro-Reitor de
Pesquisa ¢ Pos-Graduagio Gil de Aquino Fatias, RG n® 301,466 SPSP/CE , CPF n° 040.786.833-04, a acessar ¢ remeter
amostras de componente do patriménio genético no Ambite do projeto de pesquisa “Protedmica ¢ atividade
farmacoldgica do veneno de Bothropoides erydiromelas: Estado da variagiio intracspecifica”, coordenado pela
pesquisadora Helena Serra Azul Monteiro,

Descrigio da(s) amaostra(s)
Género(s): Bothropoides,
Tipofs) de material (is): Veneno de serpente

Uso pretendido; Estudar a variagho intraespecifica da pegonha de Bothropoides erythromelas a partir da caracterizagio
protedmica e farmacologica/toxica de pegonhas obtidas de espécimes oriundos de diferentes regides geogrificas do
Nordeste brasileiro, bem come avaliar a neutralizagio dessas agoes pelo soro antibotropico comercial..

Local de depésito de subamostra: Colegéio Herpetoldgica do Instituto Butantan,

Vaiidade da Autorizagiio; Abvil de 2013 a margo de 2015, Universidade Federal do Ceard deverd enviar ao Ibama
relatorio anual sobre o andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n°. 4.946/2003,

Esta autorizagdo esta vinculada as informagbes e termos assinados pelo requerente, constantes do
Processo n® 02001,000711/2013-22, Atividades de acesso aos conhecimentos tradicionais associados, de acesso ¢ de
remessa de componente do patrimdnio gendtico com finalidade comercial, aplicagiio industrial, bioprospecgio ou
desenvolvimento teenolbgico nio estio autorizadas,

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou ndo de protegio intelectual,
originado das amostras de componente do patrimdnio genético acessado no ambito desta autorizagiio, a instiluigio
beneficiada por esta licenga sc compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagdo vigente, junto ao
CGEN/MMA,

A remessa de amostra de componente do patriménio genético deverd ser precedida da assinatura do
Termo de Transferéncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de
Componente do Patriménio Genético (TRM), Para a remessa de componente do patriménio genético para instituigio
sediada no exterior, devera ser solicitada ao Ibama, por meio de formuldrio especifico e mediante a apresentagdo de
TTM ou TRTM, licenga de exportagio complementar a autorizago de remessa, mormente quando se tratar de remessa
de espécies constantes nos Anexos da Convengiio sobre o Comércio Internacional das Espécies da Flora e Fauna
Selvagens em Perigo de Extingdo (Cites).

Brasilia, O  de abril de 2013

VOLNEY ZANARDI JUNIOR
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Anexo 3: Licenca de Exportacdo de material biologico

1) Pag. N° 1/1

2j Data Emissdofissuing Date: 18/64/2013

3) Valido Até/valid Until: 18/10/2013

4} Licenca n¥/Permit n%; &) Selo ne/Stamp ne; < 2

8) Controle/Check = N7TAHMAAXGXF1RMCB

13BR010395/DF 7) Selo/Stamp

5) Licenga de/Permit for

Exportagio

* ok %k ok ok ok %

9} Autoridade Adm. Emitente/lssuing Management Authority

(;(/'/7,47,01 Db Db

Assinatura/Signature

10) Importador/importer

1) Exp )EXPOEr(Re-XPRIER 7 1/ e 001,

Juan José Calvete

ey Vit

ROBERTA JEANE BEZERRA JORGE CITES Maqage»[
4 &

Calle Jaime Roig 11 RUA CAUBI. 708 ent AUthoniy
Valencia - 46010 FORTALEZA - 60321100 artaria n°® 131807

fone' - fone: 5534652999 - robenajeane@hotmail com

Espanha -ES Brasil - BR

12} Pais importador/Country of Import 12) Pais Exportador{R P rjiCountry of Export( port}

Espanha-ES Brasii - BR

14) Objetive da Operagdo/Purpose of the

Fins cientificos

15) Condigdes Especiais/s pecial C

For live animals. this permit or certificate is only valid if

the transport conform o the for Transport

and preparation for shipment of live wiid animals and plants or,

inthe case of aif transport. to the IATA Uive Animals Regulations

16) Dados do Transporte/ Transportation Data

Local/Place” ALF/Al Fortaleza ESTA LICENCA E VALIDA SOMENTE PARA UMA OPERACAQ/

Data Provavel/Probable Date' 01/04/2013 HiS PERMIT OR CERTIFICATE IS ONLY VALID FOR ONE SHIPMENT

17} item 18} Produto/Product 19) G Unidade Medida/Quantity Unit
20) Espécie nome cientifico 21) AnexolOrigem 22y Descrigao Parte 23)C4d. Pais de Origem-Comprovante-Data

nome vulgar/ A i ce Unidade: 3 Tountry of Origin-Permit-Date .
Species: scientific name Description: Part ﬁmmm‘

N common name o | Quantity-Unit-Mark Country 1 Date

17)1 g ; 18) Venero/Venom i ; 110§ --A000 G-~

203 1. Bothrops “Mhmmelas 21) 22) tecidoftissue 23) - -

Ne | ow 10.00G - 2) - -
S : - 118) veneno/venom 19) =000 G -~
20) 1. Bothrops erythromelas 21) 22) veneno/posion 23) - -
w 10.00 G- 24) -
e LT - <= -Fim dos Ttens/ifens End --------~ I e -~

“Esta hcenga ndo autoriza ¢ use do material bioldgico para acessar informagtes de origem gensfica, contida no tedo ou em parte de espécime vegetal, fungice, microbiano oy animal: em
do desses seres vivos e de extratos obtidos desses 0ruanismos vivos ou moros. em

An sityr, inclusk

ot
mantidos em oolegoesiax situ, desde que coletados em condigdes /in sitw, no tewitério nacional, na Ou na zona ica exclusiva, visando ativid ade exploratdra
para do o genétice e informacac sobre o i tradicienal com deuse i

"This permit does not extend to the use of biological material to access genetic information, conrtained in the whole or parts of plants, fungu s. i or animais in
substances denived from the metabolism of these living beings or from extracts obtained from nve of dead i in situ i ic ones, of kept in ex situ
collectvons, if obtained in situ conditions, in national temitory, the sheif or th: zone, aiming at ing for ion of of the genetic
p andior about ith potential use.”
25) Endosso da Aduana/Custonts Endorsement
ftem Qiay  |item ‘ Qo litem [ o l tem | ataiaty I ftem ! Qtdsaty { Htem | QtdjQly I ttem l Qo } ftem ! Qta0t }
1 !

SSINATURA/SIGNATURE

 Yerficarierify: hitp/ibama gov brici E-mai: ces. aov. br
4° Via - Original - Importador | Exportador - Brasil/ imporer | Exporter - Brazil

2° Via - EXpe dor | - E iro | Exporter | importer - Other Country
3° Via - Aduana/ Customs

4° Via - 1BABIA
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Instrugdes e explicagbes
{Os nimeros das instrugdes correspondem aos do formulario)

1- Numero da pagina / nimero de paginas.

2-  Data de Emissio.

3-  Data de Validade. O prazo de validade de uma licenga nao deve exce-
der 6 meses. Passado o ltimo dia do prazo de validade, o documento torna-
se nulo e sem qualquer valor juridico, € o original e todas as copias devem ser
devolvidas pelo titular, & Autoridade Administrativa emissora. Uma licenga de
importagdo ndo € valida se o correspondente documento CITES do pais de
exportacao/reexportagao tiver sido utilizado para a (re)exportagdo apés o diti-
mo dia do respectivo prazo de validade.

4-  Nimero Unico do documento atribuido pela Autoridade Administrativa
emitente.

5- Tipo de documento expedido (licenga de importagdo, de exportagao, de
reexportagac ou outro),

6-  Numero do Selo de Seyuranga.

7-  Selo de seguranga deve ser validado com a rubrica da Autoridade Ad-
ministrativa emitente. O nimero do selo deve estar claramente legivel.

8- Cddigo da Seguranga. Este c6digo juntamente corn o nimero da licenga
permite verificar, via Internet (http://verificar.ibama.gov.br/cites), a validade do
documento.

9-  Dados e assinatura da Autoridade Administrativa responsavel pela e-
missado da licenga.

10- Nome e enderego completos do importador, inclusive o pais.

11- Nome e enderego completos do exportador/reexportador, inclusive o
pais.

12- Nome completo do pais importador.

13- Nome completo do pais exportador.

14-  Finalidade da operagdo, utilizar um dos seguintes cédigos para indicar:

B Criagdo em cativeiro ou reprodugao artificial;

E Fins educativos;

G Jardim botanico;

H Troféu de caga;

M Pesquisa biomédica;

N Reintrodugdo ou introdugdo no meio silvestre;

P Uso pessoal;

O Circo ou exposi¢ao itinerante;

S Fins cientificos;

T Fins comerciais;

Z Jardim zoolégico.

15-  As condigbes especiais podem referir-se a legislagao brasileira ou con-
digbes especiais determinadas pela Autoridade Administrativa emitente. Este
campo pode ser utilizado para justificar a omissaoffalta de informagoes.

16- Data e local provavel de entrada/saida no Brasil. Esta licenga é valida
somente para uma operagao. -
17-  Numeragao sequencial dos itens que serao
dos/exportados/reexportados.

18- Tipo de produto (por exemplo: luva, animal vivo, mobiliario, acessonos).
19-  Quantidade do produto e Unidade de medida. Nao sendo possivel de-
terminar a quantidade deve-se especificar a unidade de medida utilizada, por
exemplo o peso. -

20- Nome cientifico (género, espécie e eventualmente sub-espécie) do ani-
mal ou planta tal como consta nos Anexos da Convengdo .ou nas listas de
referéncia aprovadas na Conferéncia das Partes / Nome comum da espécie
utilizado no Brasil.

21- Anexo (I, Il ou 1ll) no qual esta incluida a espécie e Origem da espécie,
utilizar os seguintes codigos:

A - Planta reproduzida artificialmente (Art.VIl, 5 e Res. Conf. 11.11)

C + Animal reproduzido cm cativeiro i

D - Espécime do Anexo | reproduzido em cativeiro ou artificialmente com fina-
lidade comercial (Art. VI, 4 e Res. Conf. 11.14).

F - Animal nascido em cativeiro (F1 ou geragées posteriores)

Q - Espécime pré-convengdo

R - Espécime de ciadouro com manejo semi-extensivo (ranching)

U - Espécime com origem desconhecida

W - Espécie com origem silvestre (coletado no meio silvestre) -
22- Descrigao mais exata possivel da parte dos espécimes objeto do comér-
cio (animal vivo, peles, planta, carteiras, sapatos, etc.), quantidade, unidade
de medida, a marcagao individual dos e;pécimes (lacres, anithas, micro-chip),
fragdo da cota de exportagao (por exemplo: 500/1000) e se possivel 0 sexo e
a idade dos animais vivos.

23- Pais de origem em o espécime foi retirado na natureza, reproduzi-
do em cativeiro ou artificialmente. Informar o pais de origem e o niimera da
licenga de expoilagdo ou certificado de origem (tipo, numero e data).

24-  Pais da Ultima reexportagéo, € o pais de onde vem o espécime antes de
entrar no pais de destino deste documento. Informar o pais de reexportador e
o nimero de licenga de reexportagio (tipo, nGmero. e data). Para espécimes
de espécies incluidas no Anexo | criados em cativeiro ou reproduzidos artifici-
almente deverd ser informado o nimero da operago. Para os espécimes pré-
convengao devera ser informado o certificado pré-convengao

25- Este campo devera ser preenchido pelo funcionario da alfandega que
inspeciona a remessa no momento da exportagdo/reexportagaofimportagao,
que deve anotar as quantidades efetivamente exportados/reexportados e anu-
lar os campos nao utilizados.

importa-

" months. After the¥

Instructions and Explanations
(The listing numbers are equivalent to the forms)

1- Page Number/Number of pages
2-  Issuing Date’§
3-  Expiring da

The expiring date of the document should not exceed 6
piring date the document is no longer valid, therefore,
without any legal force, -and the original document and all its copies must be
returned by the titular to the Management Authorilty that issued the document,
An Import CITES Permit is not valid if the corresponding document of the ex-
porting country had been used for re-exportation after the expiring date.

4- Unique number issued by the Management Authority

5 Type of document issued (export permit, re-export certificate, import
permit or other).

6 Number of the security stamp. &

7~ Security stamp - must be validated with the signature of the Management
Authority Officer issuing the document. The security stamp must be clearly
legible.

8- Security code. This code and the number of permit allow to check it at
internet (http:/fverificar.ibama.gov.br/cites).

9 Management Authority information and signature.

10-  Complete name and address of the importer, including the country.

11-  Complete name and address of the exporter/re-exporter, including the
country.

12-  Complete name of the importer country.

13- Complete name of the exporter country.

14-  Purpose of the transaction Codes

B - Bred in captivity or artificial reproduction;

E - Education purposes;

G — Bolanical Garden;

H ~ Hunting trophy;

M — Medical research;

N — Re/introduction in the wild:

P — Personal;

O ~ Circus or itinerary exhibition;

S — Scientific purposes;

T — Commercial purposes;

Z - Zoo

15 The especial conditions may refer to the Brazilian Legislation or to the
conditions. established by the issuing management authority. This space can
be used to justify the omission/lack of information.

16+ Probable data and local of transportation in Brazil.

17- “Séguential numbers of the items that will be imported/exportecre-
exported.-This permit or certificate is only valid for one trade.

18- Product (for example: glove, live animal, furniture, garment)

19-" Quantity- of the. product and Unity, if it is not possible to estimate the
quantity it should be specified the unit of measurement used, for example, the
weight.

20- Scientific name (genre, species, and casually subspecies) of the animal
or plant just as in the Appendices of the Convention or in the lists used of ref-
erence approved by the Convention of the Parties / Species' common name
used in Brazil.

21- Appendix (I, Il or M) in which is included the species and origin the spe-
cies, itis used the following codes:

A — Plantartificially reproduced (Art. VIl, § and Res. Conf. 11.11)

€ — Animal bred in captivity

D — Species. of Appendix I, reproduced in captivity or artificially with commer-
cial purposes (Art. VIl 4 and Res. Conf. 11.14)

F = Animal bred in captivity (F1 or later offspring)

Q - Species pre-Convention

R - Ranching species

U - Unknown origin

W — Wild origin (coflected in wild)

22-  Description of the part of the specimens that will be commercialised

{alive animal, furs, plants, wallets, shoes, efc...), quantity, unit, the individual

mark of the specimens (seal, leg band, microchip, etc), the curreni annual
quota (for example 500/1000), and if possible the sex and age of the ‘alive
animals.

23- Country of origin is the country in which the specimens weretaken from
the wild, bred in captivily or artificially propagated. Indicate the country of origin
and the number of the permit or certificate of the exporting country and the
date of issuance. This block must only be completed in case of re-exports;

24~ Country of last re-export is the country from which the specimens were
re-exported before ontoring the country in which the-present document is is-
sued. Indicate the country of last re-cxport and the number of the re-export
certificate of the country of last re-export and its. date of issuance. This block
must only be completed in case of re-export of specimens previously re-
exported

25~ To be completed by the official who inspects the shipment at the time of
import / export / re-export. Enter the quantities of specimens actually. Strike
out the unused blocks.




