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RESUMO

Os acidentes ofidicos sdo considerados uma doenga tropical majoritariamente
negligenciada. No Brasil, os acidentes ocorrem em sua grande maioria com animais do género
Bothrops, apresentando baixas taxas de letalidade, porém com elevada morbidade. O soro
antiofidico atua reduzindo a letalidade por meio da neutralizagdo sist€émica do veneno,
entretanto sua terapéutica possui baixa eficiéncia na a¢ao local do veneno. O estudo em questado
objetivou a analise dos efeitos inibitdrios dos antioxidantes N-acetil-cisteina e acido ascorbico
nos venenos das serpentes Bothrops erythromelas e Bothrops jararacussu através do método
de ensaio na membrana corioalantoide de galinhas (HET-CAM). Este teste prioritariamente
permite avaliar toxicidade/irritacdo por meio de escores para hemorragia, coagulacao, e lise dos
vasos, além de ser possivel outras aplicagdes tais como angiogénese e vasoatividade. Em vista
disto, o método foi selecionado para o presente trabalho, analisando 12 grupos amostrais: 1
grupo controle positivo com NaOH, 1 grupo controle negativo com PBS, 5 grupos com veneno
de B. jararacussu dos quais 4 foram adicionados com antioxidantes em concentracdes de 1:1 e
1:10; o mesmo foi feito com B. erythromelas. Os resultados indicaram reducdo no escore de
irritacao nos grupos tratados com 1:1, sendo ampliados com o aumento para concentragao 1:10;
os dois venenos reagiram bem com os compostos , entretanto quando exposto a maiores
concentragdes de acido ascorbico (1:10) o veneno de B.erythromelas apresentou total inibigdo
pelos padroes HET-CAM, enquanto o veneno de B.jararacuss demonstro melhores resultados

com N-acestil-cisteina.

Palavras-chave: Antioxidantes. Bothrops. HET-CAM. Toxicidade. Veneno.
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ABSTRACT

Snakebites are often considered a neglected tropical disease. In Brazil, accidents occur
mostly with animals of the genus Bothrops, presenting low lethality rates, but with high
morbidity. The antiophidic serum acts by reducing lethality through the systemic neutralization
of the venom, however its therapy has low efficiency in the local action of the venom. This
study aimed to analyze the inhibitory effects of the antioxidants N-acetyl-cysteine and ascorbic
acid on the venoms of Bothrops erythromelas and Bothrops jararacussu snakes through the
assay method on the chorioallantoic membrane of chickens (HET-CAM). This test primarily
allows assessing toxicity/irritation through scores for hemorrhage, coagulation, and vessel lysis,
in addition to being possible for other applications such as angiogenesis and vasoactivity. The
method was selected for the present work due to the previous mentioned characteristics,
analyzing 12 sample groups: 1 positive control group with NaOH, 1 negative control group with
PBS, 5 groups with B. jararacussu venom, of which 4 were added with antioxidants in
concentrations of 1:1 and 1:10; the same was done with B. erythromelas. The results indicated
a reduction in the irritation score in the groups treated with 1:1, being expanded with the
increase to concentration 1:10; the two poisons reacted well with the compounds, however
when exposed to higher concentrations of ascorbic acid (1:10) B.erythromelas venom showed
total inhibition by HET-CAM standards, while B.jararacussu venom showed better results with

N-acetylcysteine.

Keyword: Antioxidants. Bothrops. HET-CAM. Toxicity. Venom.
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1 INTRODUCAO

1.1  Aspectos gerais das serpentes Bothrops de maior relevancia médica no Brasil

Os acidentes ofidicos sdo uma doenga tropical negligenciada (CHIPPAUX., 2017),
possuindo uma média anual de 2,7 milhdes acidentados, gerando uma média mundial alarmante
de 81.000 a 138.000 obitos (LONGBOTTOM et al., 2018). Os animais do género Bothrops,
popularmente conhecidos como jararacas, sdao serpentes peconhentas, possuem o tipo de
denticdo denominada de solendglifa que € extremamente especializada na inocula¢ao do veneno
e pertencem a familia viperidea em conjunto com outros géneros bastante conhecidos como as
Crotalus e Lachesis (AMORIM et al., 2018;CARDOSO et al., 2009). As Bothrops sao
extremamente diversas e bem distribuidas por todo territorio nacional (LONGBOTTOM et al.,
2018; CHIPPAUX., 2017). Essa ampla distribuicdo das serpentes e¢ sua adaptabilidade as
cidades proximas a florestas, assim como a expansdo territorial das populagdes humanas
contribuem para o maior contato entre os grupos (MONTEIRO et al, 2020). A importancia do
género Bothrops nos acidentes ofidicos brasileiros ¢ evidenciado por sua alta taxa nos
envenenamentos registrados, cerca de 90% dos casos possuem envolvimento de alguma espécie
botrépica(CHIPPAUX., 2017; MONTEIRO et al., 2020). O veneno das jararacas ¢
principalmente composto de metaloproteinases (SVMPS), fosfolipases A2 (PLA2s) e
serinoproteases (SVSPs), substancias essas que representam 90% da composicdo total do
veneno e cuja predominancia das mesmas varia de acordo com a espécie e em alguns casos a
idade (PUCCA et al., 2020; BERNAL et al., 2020; CARDOSO et al., 2003). O veneno botropico
em geral possui forte acdo proteolitica, hemorragica e coagulante, produzindo forte estresse
oxidativo e propiciando o surgimento de graves lesdes nos tecidos afetados, o que ocasiona o
desenvolvimento de necroses (CARDOSO e al., 2009; FELIX-SILVA et al., 2017). Apesar da
grande variedade, existem espécies que se destacam grandemente nos casos de acidentes do
Brasil, variando sua prevaléncia nos casos regionalmente (JORGE et al., 2015; CHIPPAUX.,
2017; MONTEIRO et al., 2020).

A principal Bothrops de interesse médico na regido norte é a Bothrops atrox (DA SILVA
et al, 2019), a serpente apresenta coloragdo bastante variada e pode passar de 1,5m de
comprimento (CARDOSO et al., 2009), sendo extremamente relevante nos acidentes ofidicos
brasileiros devido sua participagdo em cerca de 80-90% dos casos registrados na regido rural

amazOnica, sobre a espécie sabe-se que ¢ endémica das florestas de mata imida da Amazdnia,
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bem como em brejos de altitude na caatinga do nordeste brasileiro, e segundo elucida Monteiro
et al (2020) essa amplitude de habitats se estendem abrangendo desde locais como as planicies
tropicais ao leste do Andes, incluindo sudeste da Colombia, até locais como o sul e leste da
Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, leste do Equador e Peru, Panama, até as
regides norte do Brasil e da Bolivia, demonstrando sua grande distribuicdo por toda América
do Sul(MONTEIRO et al., 2020).

A Bothrops jararaca € a serpente peconhenta mais comum das regides Sudeste e Sul,
podendo ser encontrada também na regido Nordeste, representa grande relevancia medica sendo
a espécie mais estudada do género (AMORIM et al., 2018). Possui uma grande variedade de
padrdes de cores, desde tons castanhos até praticamente preto (CARDOSO et al.,2009). A
composicao do veneno dessa serpente, assim como de algumas outras espécies de jararaca, varia
de acordo com a idade, sexo do animal, dieta e localizagdo geografica, bem como as variagdes
jé existentes entre populagdes proximas (AMORIM et al., 2018; ANTUNES et al., 2010), ¢ um
animal bem adaptavel, agil e de porte normalmente entre 1 ¢ 1,5 m (CARDOSO et al., 2009) ,
neste contexto, o trabalho de Lira-da-silva et al (2009) demonstra que a B. jararaca € capaz de
se adaptar muito bem a diversos habitats, como florestas tipicamente tropicais, regides
antropomorfizadas, cerrado e até zonas urbanas. Essa grande adaptabilidade, e ampla
distribui¢ao da B. jararaca sdo fatores facilitadores no surgimento dos acidentes (LIRA-DA-
SILVA et al., 2009).

Na regido Nordeste, a Bothrophs erythromelas, conhecida como jararaca-da-seca ou
jararaca-malha-de-fogo ¢ a serpente peconhenta mais comum, principalmente na area mais
interior e rural, sendo encontrada principalmente em regides de floresta caatinga e areas
circunvizinhas (LIRA-DA-SILVA et al., 2009), ela ¢ um dos alvos principais desse estudo. A
espécie ¢ endémica da regido e apresenta escamas castanho-avermelhadas, possui o habito de
esconder-se em folhagens ou pedregulhos sendo dificilmente notada devido ao seu pequeno
porte, normalmente atingindo 54 cm quando adulto (JORGE et al., 2015; CARDOSO et al.,
2009). A B. erythromelas possui a maior incidéncia nos casos de acidentes ofidicos do Nordeste
(NERY et al., 2016), entretanto o soro antiofidico polivalente utilizado para o tratamento do
envenenamento nao possui especificidade com a B. erythromelas, o que diminuia qualidade do
tratamento e explica a baixa protecdo contra a letalidade de 58% (LIRA-DA- SILVA et al.,
2009; FELIX-SILVA et al., 2017; JORGE et al., 2015).

Nas regides supracitadas também ¢ encontrada a outra serpente alvo do estudo, a

Bothrops jararacussu. A espécie € considerada a maior entre as Bothrops podendo atingir em
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média 2,5 metros de comprimento, possui glandulas venenosas muito desenvolvidas e as
maiores quantidades de veneno do género (CARDOSO et al., 2009; LIRA-DA-SILVA et al.,
2009; CORREA-NETO et al., 2010). A serpente ¢ estruturalmente corpulenta, os exemplares
adultos tém a cabe¢a muito grande e as fémeas sdo maiores que os machos, possui variagdes de
cores de acordo com o sexo ¢ a idade do animal; quando s3o jovens eles apresentam coloracao
de tons castanhos, nos adultos o macho apresenta coloragdo de manchas pretas com fundo
castanho enquanto nas fémeas ocorre o mesmo padrdo de mancha, alternando apenas para o
fundo amarelo (CARDOSO et al., 2009).

A Bothrops moojeni ¢ uma espécie de grande relevancia no cerrado brasileiro,
anteriormente considerada erroneamente como B.atrox, a serpente ¢ bem distribuida pela
Regidao Centro-Oeste do pais, podendo ser encontrada também no Nordeste (LIRA-DA-SILVA
et al.,2009;CARDOSO et al., 2009). Esse animal possui comportamento agressivo, ¢ bem
adaptavel e pode atingir mais que 1,5 m de comprimento, ao longo dos anos essa serpente tem

crescido em relevancia medica (CARDOSO et al., 2009).

1.2  Caracteristicas gerais do envenenamento botropico e seus efeitos locais e sistémicos

O envenenamento com serpentes do género Bothrops progride da seguinte forma:
Inicialmente, 0 local da lesdo passara de uma ferida (causada pelas presas) com bordas
avermelhadas para um inchago no local e causard dor intensa, podendo ocorrer sangramentos
no local em pelo menos metade dos pacientes (MONTEIRO et al., 2020; DA SILVA et al.,
2019). No decorrer do envenenamento, pode vir a ocorrer aumento dos linfonodos locais em
um terco dos casos com poucas horas apds a picada, com cerca de um dia, ¢ possivel verificar
necrose local, o surgimento de bolhas no membro afetado também ¢ comum (MONTEIRO et
al., 2020; MAMEDE et al., 2020). Essas bolhas formadas devido a acdo do veneno podem
conter pus, originado de infec¢des secundarias, ou contetido sanguineo e liquidos. Um exemplo
dessa interacdo € a constatagdo de que 40% dos casos com infecgdessecundarias de acidente
com Bothrops atrox em Manaus foram causadas pela bactéria Morganella morganii, o que
demonstra que a problematica do acidentado vai além dos efeitos causados pelo veneno
(MONTEIRO et al., 2020). E possivel ocorrer sangramentos na gengiva,necrose generalizada

no membro afetado em casos de atendimento demorado, agravante muito
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comum em acidentes com B.atrox devido a dificuldade de locomog¢ao na regido amazonica (DA
SILVA et al., 2019). Segundo demonstrado através do trabalho de Monteiro ef al (2020) existem
cincoreagdes sistémicas graves que surgem nos pacientes em casos mais sérios € podem resultar
no 6bito do paciente acidentado com B.atrox , sendo os edemas pulmonares agudos registrados
como causa de 37 % dos Obitos, faléncia renal aguda (29%) sepse (21,3%) e 15% em
decorréncia de hemorragia sistémica (MONTEIRO ef al., 2020). Esses dados demonstram o
potencial do veneno de B.atrox em causar danos sistémicos.

No caso da B. erythromelas as reagdes tendem a ser mais locais, fato esse demonstrado
através do trabalho de Oliveira et al, os casos registrados de acidentes dessa espécie na Paraiba,
demonstram que os sintomas consistem principalmente na dor localizada na regido de
inoculacao (95,9%), formacao de edemas (87,1%) e equimose (25,9%); quanto ao surgimento
dasreagdes sistémicas do veneno, foi constatado pelos autores que mais da metade dos
pacientes, cerca de 57,1%, ndo desenvolveram nenhuma forma de reagdo sistémica (OLIVEIRA
et al., 2010). Os dois trabalhos citados fornecem dados demonstrando a grande diferenga de
letalidade e provaveis sequelas do envenenamento entre as duas espécies de serpentes,
sinalizando que a B. erythromelas aparentemente possui sua agdo mais localizada.

As fosfolipases A2 (PLA2s) sdo enzimas de grande relevancia na composi¢ao do veneno
das Bothrops (GUTIERREZ et al., 2018; MONTEIRO et al., 2020; BICKLER., 2020). Sua
importancia para o quadro de envenenamento se da por essa substancia ser uma potente
miotoxina capaz de interagir com células da musculatura esquelética, destruindo a integridade
da membrana plasmatica das mesmas, extravasando o seu conteido para o meio externo, e
desempenhando um papel fundamental na indu¢do da miotoxicidade sistémica (Tabela 1), no
dano aos tecidos, hemorragias e na inflamacdo, em conjunto com outros componentes do
veneno (GUTIERREZ etal.,2018; MAMEDE et al., 2020). Esse extravasamento libera grandes
quantidades de mioglobina sérica , creatinoquinase na corrente sanguinea, bem como o aumento
significativamente alto de potassio no meio extracelular gerando hipercalemia (GUTIERREZ
et al., 2018). Ao atingir os tubulos renais, a mioglobina causa danos severos aos rins, dada a
sua toxicidade (GUTIERREZ et al., 2018). Além disso, essas agdes geram respostas sistémicas,
uma vez que o conteudo extracelular é importante para a regulacdo de diversos oOrgaos, a
alteragdo ocasionada nesse meio pode afetar o corag@o eos pulmdes (SCHILLER et al., 2015).

A inflamag@o ocasionada pelo envenenamento possui potencial para afetar qualquer
6rgao do corpo, no caso dos pulmdes, a formagao de edemas induzido por inflamagao é comum,

bem como hemorragias pulmonares, causadas geralmente por TNF-alfa ou metaloproteinases
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além de paradas respiratdrias (BICKLER., 2020). Ademais, a formagao de codgulos, a destrui¢ao
de vasos sanguineos, hemorragias, alteracdes na taxa de potassio e calcio, formacao de edemas,
além de fungdo pulmonar prejudicada pode exercer grande estresse sobre o coragdo.

O surgimento de lesdes renais agudas geradas pelo veneno ocorre com bastante
frequéncianos acidentados, sendo responsavel pela maior causa de morte entre os pacientes que
sobreviveram aos estagios iniciais do envenenamento ( PUCCA et al., 2020) apesar de as causas
dessas lesdes ainda ndo serem totalmente conhecidas sabe-se que elas ocorrem principalmente
por meio da agdo direta do veneno nos rins e seu efeito hemodinamico, por depdsitos de
microtrombos glomerulares gracas a anormalidades de coagulagdo, e por mecanismos
imunologicos (ALBUQUERQUE et al.,2020; PUCCA et al., 2020). As serinoproteases (SVSPs)
desempenham um papel importante na lesdao renal aguda, sua alta expressividade ocorre devido
sua acdo similar a trombinas aliada a atividade fibrinolitica, aumentando a formagao de trombos
e causando grandes disturbios na coagulagdo sanguinea, além de causar outros impactos como
a vaso dilatacdo e hipotensao (ALBUQUERQUE et al., 2020; MAMEDE et al., 2020).

As metaloproteinases do veneno (SVMPs) e as fosfolipases A2 (PLA2s) também podem
causar danos graves nos tecidos renais (PUCCA et al., 2020). No caso das metaloproteinases, a
lesao ocorre devido a sua agdo proteolitica que pode atuar na lamina basal e ocasionar a
destruicao da adesdo celular por meio da sua degradagdo, rompendo vasos e ocasionando
hidrolise da matriz extracelular (Tabela 1). Ja importancia das fosfolipases se da as lesdes
teciduais causadas na membrana por meio de hidrolise ou seu rompimento nao catalitico
levando a necrose dos tubulos renais, sendo também responsaveis por formagdo de edemas e
mionecrose(ALBUQUERQUE et al., 2020; PUCCA et al., 2020; BERNAL et al., 2020). Além
dos efeitos supracitados, a agao conjunta das PLA2s e SVMPs tém efeitos pro-inflamatorios no
sistema por meio da expressao de mediadores, causando ainda mais danos aos tecidos afetados
(BERNAL et al., 2020).

As lesoes hepaticas, diferentemente das renais, sdo extremamente raras em humanos
acidentados com veneno botrdpico e de dificil diagnostico. No seu trabalho, Cunha ef al ( 2015)
sobre o primeiro caso de hemorragia hepatica documentada devido a um envenenamento com
Bothrops, cujo paciente idoso de 66 anos também apresentou lesdo renal aguda, edema local,
coagulopatia ap6suma picada na perna esquerda, o autor do trabalho ndo descartou a
possibilidade de que esses efeitos tenham ocorrido por consequéncia de outras doengas ou
fatores prévios poderiam estar presentes no paciente, como a diabete ou hipertensdo que tem

grande influéncia sobre a saude do figado (CUNHA et al., 2015).
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Trabalhos feitos com ratos em laboratorio demonstraram evidéncias de que o dano ao
figado ¢ um efeito colateral do envenenamento, e que as PLA2s podem ter influéncia em danos
hepaticos, apesar de os mecanismos de como as lesdes ocorrem ainda ndo serem conhecidos
(TEXEIRA et al., 2018). No trabalho com ratos de Texeira e colaboradores (2018) uma analise
histologica dos tecidos testados demonstrou que houve necrose; mudangas nucleares e
citoplasmaticas, congestdo de vasos sanguineos, trombose da veia portal, amiloidose e atrofia

dos hepatocitos; além de ativacao das células de Kuffer (TEXEIRA et al., 2018).

Tabela 1 — Principais substancias gerais do veneno botrépico e seus efeitos.

Miotoxicidade sistémica, hemorragia, edemas,
mionecrose, influencia na hipercalemia e lesao renal
aguda. Interage com as SVMPs estimulando a¢des pro-
inflamatorias.

Fosfolipases (PLAZ2s)

Lesao tecidual por acao proteolitica, atuando na lamina
Metaloproteinases (SVMPs) basal e rompendo vasos sanguineos. Interage com
PLAZ2s estimulando agdes pro-inflamatorias.

Acdo fibrinolitica, disturbios de coagulagdo, grande

sl e (TRl influéncia na lesdo renal aguda.

Atua formando peroxido de hidrogénio (H>O»),
amoniae alfa cetoacidos via desaminacdo de L-
L-aminoacido oxidase (LAAO’s) | aminoacidos gerando citotoxidade e potencializagio
dos danos no envenenamento. Sendo importante
devido sua
multifuncionalidade em diversos venenos

Atua na potencializa¢ao da inflamagao, estimulando a
Lectinas do tipo C (CTL) producdo das citocinas TNF-alfa, IL-beta e IL-6 via
ligagao de galactosideos (SVgall).

Fonte: Elaborado pelo autor, por meio de dados obtidos nos trabalhos de WANDERLEY et al., 2014; CEZZARETI
etal., 2019; BERNAL et al., 2020; PUCCA et al., 2020; MORALIS et al., 2015.

1.2.1 O veneno da Bothrops erythromelas (VBe)

O veneno de B. erythromelas exibe diversas caracteristicas observaveis diferentes

quando comparado com outros do género, e sua composi¢do geral consiste principalmente de
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PLA2s , SVMPs , SVSPs, lectinas do tipo C (CTL), peptideos potenciadores de bradicinina e
desintegrinas(Tabela 2) (JORGE et al., 2015; CAVALCANTE et al., 2021). Segundo NERY et
al, 2016, em sua analise do veneno da B.erythromelas, a agdo nos 6rgaos internos do acidentado
ocorre provavelmente por influéncia indireta dos efeitos sistémicos do envenenamento (NERY
et al., 2016), além disso , como observado por meio dos trabalhos de MOURA-DA-SILVA et
al (1990) e MOURA-DA-SILVA et al (1991), também abordados no estudo supracitado, foi
detectado uma provavel causa para sua baixa miotoxicidade; os experimentos em questao nao
detectaram nenhuma fun¢do de miotoxina ou fosfolipase nas proteinas basicas do veneno,
ademais foi detectado que a espécie possui 0 maiornivel de fator X e ativadores de protrombina
sem possuir nenhuma atividade de enzimas do tipotrombinas de todas as Bothrops verificadas
pelo experimento, sendo essa atividade sensitivamente maior em serpentes jovens enquanto nas
adultas a prevaléncia da composicdo do veneno demonstra um maior teor de proteinas (NERY
et al., 2016; MOURA-DA-SILVA etal., 1990, MOURA-DA-SILVA et al.,1991). Entretanto a
B. ery ndo ¢ a unicaBothrops ou serpente viperidae que apresenta mudangas na composicao do
veneno durante o crescimento do individuo, uma das explicagdes para esse fenomeno pode ser
a influéncia da dieta disponivel para a populacdo durante sua vida, bem como o isolamento
geografico das populagdes, que evolutivamente moldou ou molda essa variacao nas espécies,
tendo em vista que o objetivo principal do veneno € a captura, obtengao e ,no caso das Bothrops,
auxiliar também na digestdao da presa, o veneno tende a ter eficacia diferente de acordo com o
tipo presaque o animal tem disponivel na regido e sua capacidade de obté-la, isso explicaria o
motivo pelo qual diferentes populagdes de B. erythromelas possam ter modificacdes pontuais
no veneno e efeitos levemente diferentes no envenenamento de acordo com a localizacao
geografica do animal, bem como essa mudanga de composi¢cdo entre os individuos jovens e
adultos, além disso essa variagdo pode ter um impacto significativo no tratamento de
acidentados (DALTRY et al., 1996; MONTEIRO et al., 2020).

Apesar de sua grande importincia nos acidentes botropicos do Nordeste brasileiro, a
espécie endémica da caatinga B. erythromelas ainda é pouco estudada, o que compde o seu
veneno e suas variagdes entre populagdes ¢ minimamente compreendido, ademais sabe-se
pouco sobre seus mecanismos de acdo e seus efeitos nos acidentados (NERY et al., 2016;
JORGE et al., 2015). A berythrativase ¢ uma metaloproteinase (SVMP) ndo hemorragica do
tipo P-III encontrada no veneno de B. erythromelas e que possui a peculiaridade

consideravelmente rara de atuar como um ativador de protrombinas causando efeitos de
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coagulagdo na area em que interage, além disso ela é capaz de causar respostas que favorecem
a inflamagao, essas caracteristicas fogem do convencional tendo em vista que a acdo biologica
das SVMP encontradas no veneno das Bothrops normalmente ¢ atuar na fungdo hemorragica
do envenenamento, sendo principalmente responsaveis por danos nos vasos sanguineos ,como
no caso das citadas nos acidentes por B.atrox (SILVA et al., 2003; NERY et al., 2016; BALDO
et al., 2010). Além disso , a berythrativase em conjunto com os peptideos potenciadores de
bradicicina interagem com as c¢lulas endoteliais estimulando a producao de oxido nitrico (NO),
um importante radical livre e neurotransmissor, € a liberacdo de prostaciclina (PGI2),um
inibidor de coagulacdo via plaquetas, o efeito dessa reacdo em conjunto com o rompimento das
matrizes celulares ocasionado pela acdo proteolitica do veneno influencia fortemente no
estresse oxidativo e nos efeitos de hipotensao no acidentado (SCHATTNER et al., 2005).

O VBe também possui a capacidade de estimular a resposta inflamatoria, recrutando
macrofagos e neutréfilos, induzindo-os a produzir citocinas como a TNF-alfa, IL-6 e IL1-beta
ocasionando picos dessas substancias nas primeiras horas doenvenenamento e intensificando a
inflamacao, ademais essas cé¢lulas imunes desempenham papelimportante na produgao de anions
superoxidos e portanto influenciam diretamente no estresse oxidativo (NERY et al., 2020).
Segundo LOTTO et al, 2021, foi verificado que o veneno da B.erythromelas nao possui a
capacidade de causar a coagulagdo do fibrinogénio diretamente, nao possuindo a atividade de
trombinas como ¢ comum as outras espécies do género, o autor do estudo acredita que a
principal razao da auséncia de uma substancia coaguladora de fibrinogénio foram mutagdes que
ocasionaram a delecao desse gene na Bothrops erythromelas, levando em consideragao a nao
existéncia dessa substancia no veneno ,a principal responsavelpela ativagao das protrombinas
durante o envenenamento € a berythrativase (CAVALCANTE et al.,2022; LOTTO et al., 2021;
NERY et al., 2016). O trabalho evidencia que o veneno possuigrande eficiéncia na coagulagado
plasmatica, apresentando maximo de coagulagdo entre as espécies de Bothrops registradas no
estudo e atuando em diversos niveis do plasma, outrossimfoi observado variagao nesse efeito
de acordo com a regido das serpentes analisadas, sendo as o Rio Grande do Norte e Bahia menos
expressivas no plasma que as de Pernambuco, esse tipode variagdo pode ter grande influéncia
na eficacia e tratamento dos acidentes (LOTTO et al., 2021; JORGE et al., 2015; DALTRY et
al., 1996).
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1.2.2 O veneno da Bothrops jararacussu (VBju)

A Bothrops jararacussu é capaz de produzir e injetar as maiores quantidades de veneno
de todas as Bothrops brasileiras e, assim como em outras do género, o composto possui efeitos
hemorragicos, coagulatérios e proteoliticos ,sendo constituido de primariamente de PLA2,
SVMP, SVSP’s, lectinas ndo enzimaticas do tipo C dependentes de calcio, fator de crescimento
nervoso, € L-Amino-acido oxidases (LAAO) (Tabela 2) (CORREA-NETO et al., 2010; PIRES
et al., 2017). Existem dois subtipos de PLA2 identificados no veneno botropico: as Asp49,
sendo as versdes cataliticamente ativas, e as Lys49, versdes que ndao apresentam fungao
enzimaticas e sdo homologas das anteriores; os dois subtipos desempenham papeis
extremamente importantes na miotoxicidade (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; MORA-
OBANDO et al., 2014).

A principal caracteristica marcante do acidente com B. jararacussu € a grande eficiéncia
do veneno na a¢ao local e mionecrotica, situagao compreensivel dada a sua composicao, no qual
aproximadamente 36 % do veneno sdo fosfolipases A2, sendo 30% destas do tipo Lys49-PLA,
das quais a mais conhecida ¢ a Bothropstoxina-I (NAVES et al., 2021; PUCCA et al., 2020;
AGUIAR et al., 2020). O intenso efeito miotoxico ocasiona o acumulo de mioglobinanos rins,
gerando maior tendéncia para evolucao de danos renais como lesdo renal aguda e mioglobintria
(CORREA-NETO et al.,2010; LIRA-DA-SILVA et al., 2009; AGUIAR et al., 2020). O veneno
também possui grande quantidade de SVMP’s, cerca de 16% do total, que em conjunto com as
PLA2, como foi citado anteriormente, potencializa o efeito inflamatério (BERNAL et al.,
2020), além disso segundo verificou AGUIAR et al (2020), a quantidade das PLA2 no veneno
varia de acordo com a idade do animal e ocasiona variagdes nos efeitos, os adultos produzem
mais dessa substancia e apresentam maior miotoxicidade no envenenamento, enquanto os
jovens possuem mais efeitos hemorragicos.

A grande diversidade do género Bothrops também ¢ percebida ao observar a variedade
das interagdes patofisiologicas de cada veneno, ao analisar o estresse oxidativo dos acidentes ¢
notorio que o sistema imune do acidentado tem participacdo fundamental no efeito e que cada
espécie desenvolveu uma maneira particular de potencializar essa agdo (WANDERLEY et al.,
2014; NERY et al., 2020). O VBju possui inicialmente grande similaridade com os estagios
iniciais que geram estresse oxidativo comuns a outras espécies do género, como a sua
capacidade de recrutar neutrofilos, o que no caso da B. jararacussu ocorre por meio de lectinas

de ligagdo a galactosideos (SVgalL), e estimular essas
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células a produzir TNF-alfa, IL-beta e IL-6; entretanto o que realmente se destaca ¢ a ocorrénciade
uma grande imunoexpressdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), que gera no tecido afetado
vasodilatacdo e formagdo de edemas, potencializando a inflamacdo e sua ag¢do nas células

endoteliais e locais (WANDERLEY et al., 2014; CEZZARETI et al., 2019).

Tabela 2 — Composicao do veneno comparando B.jararacussu versus B.erythromelas

Principais substinci Porcentagem verificadano| Porcentagem verificada no
rineipals substancias veneno de Bothrops veneno de Bothrops
presentes no veneno jararacussu G

Total de Fosfolipases 25.79,
(PLA2s) 17 10,1~15,1%

PLA2s do tipo Asp-49 16,7% das PLA2s 10,1~15,1%

PLA2s do tipo Lys-49 83,3% das PLA2s Ausente (0%)

Metaloproteinase (SVMP) 26,2% 32,5~59,9%
Serinoproteinase (SVSP) 12,3% 4~9,7 %
L-aminoacido oxidases 15% ~
(LAAO) ° Nao detectado (0% )
Lectinas do tipo C (CTL) 9,7% 8,4-21,6%

Fonte: Elaborado pelo autor por meio de dados fornecidos pelos trabalhos de AGUIAR et al., 2020; JORGE et al.,
2015; TASOULIS et al., 2017.
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1.3 A terapéutica dos acidentes ofidicos

1.3.1 O soro antiofidico

O soro antiofidico ¢ um medicamento formado a partir de anticorpos de origem animal
utilizado mundialmente no tratamento principal para acidentes ofidicos, na soroterapia a
atuacao desse composto ocorre devido a neutralizagdo gradual do veneno por meio da agdao dos
anticorpos, sendo uma maneira eficiente de redu¢do da mortalidade os acidentados (DA SILVA
et al., 2009; MORALIS., 2018). Fatores como género da serpente, local de origem da espécie e
otipo do soro exercem grande influéncia no desempenho do tratamento (CHIPPAUX., 2017), e
apesar de sua criacao ter ocorrido ha mais de um século, o soro ainda ¢ o medicamento mais
eficiente em casos de envenenamento, existindo diversas pesquisas com o foco em desenvolver
novos medicamentos que possam auxiliar ou substituir o soro na terapéutica dos acidentes
ofidicos, esse processo ¢ importante devido as dificuldades como o alto custo de produgdo e
transporte do soro, situacdo comum para muitos paises, bem como a necessidade de alternativas
para quadros onde somente o soro ndo é o suficiente (LAUSTSEN et al., 2018; GUTIERREZ
etal.,2021).

A qualidade da agdo farmacodinamica do soro durante o tratamento depende de diversos
fatores, um deles conhecido como afinidade caracteriza a preferéncia de ligagdo que os
anticorpos possuem pelas moléculas do veneno que ele esta combatendo, em uma situagdo onde
a relagdo fosse uma toxina para um anticorpo, quanto maior a afinidade melhor seria a
capacidade de neutralizagdo do veneno, entretanto os venenos sdo compostos extremamente
complexos e ricos em substancias com agdes diferentes(FRY et al.,2003).

Essa complexidade dificulta a avaliagdo dos efeitos, assim como a propria complexidade
dos anticorpos do soro pode ser um empecilho, em conformidade com o que foi elucidado por
Laustsen et al (2018). Existem varios fatores que dificultam as medi¢des de eficiéncia de um
antiveneno, dos quais se destacam trés problemas principais, a saber: a competi¢cdo dos mesmos
epitopos de uma toxina pelos anticorpos diferentes de um antiveneno; a possibilidade de um
anticorpo reconhecer mais de uma toxina semelhante a substancia alvo inicial e possua
afinidades diferentes entre as duas; e a concentra¢do que cada anticorpo ¢ capaz de interagir

(LAUSTSEN et al., 2018).
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Muito se discute a importancia de mitigar os efeitos colaterais do soro, visto ser comum
casos de reacdes adversas ao tratamento nas primeiras 24 horas de soroterapia, ocasionando
desde reagdes simples, como dores de cabecga e urticaria até ocorréncia de choques anafilaticos
nas situacdes mais graves, fator esse que pode surgir em até 40% dos casos (DE SILVA et al.,
2015). A doenga do soro também ¢ um dos efeitos negativos que pode ocorrer ao paciente, ela
¢ causada pela resposta imune tardia a exposi¢ao dos anticorpos que compdem o soro, ocorrendo
apds 5-14 dias da soroterapia e sendo caracterizada por: febre, irritagdes de pele, dores de
cabeca, mialgia, problemas gastrointestinais e dores nas articulacoes (RYAN et al., 2016;
MORAIS., 2018). A problematica das reagdes adversas aumenta principalmente quando ela
ocorre potencializando a complicacao dos quadros de envenenamento, visto que em situagdes
como essa a equipe medica precisara mitigar os efeitos do veneno e os colaterais do soro, o que
pode ocasionar diversas complicagdes para o paciente, resultando em reducao da qualidade do
tratamento e posterior recuperagao (DE SILVA et al, 2015; RYAN et al., 2016; CARDOSO et
al., 2009).

1.3.2 Eficiéncia local versus Eficiéncia sistémica

O soro antiofidico demonstra grande eficiéncia em reduzir os efeitos sistémicos do
envenenamento, visto que as imunoglobulinas sdo proteinas especializadas que interagem de
maneira muito especifica com a toxina alvo, por esse motivo agem com precisdo na
neutraliza¢ao dos compostos do veneno, sendo uma 6tima resposta para evitar que novos danos
acontecam ao acidentado e melhorando sua chance de recuperagdao (LAUSTSEN et al., 2018;
MORALIS., 2018). Sendo assim , percebe-se que a acdo do soro ¢ prioritariamente atuante na
neutralizagdo sistémica, por consistir somente em anticorpos. a qualidade da sua agao ¢ limitada
pela complexidade e variedade das toxinas presentes no veneno, além de se restringirapenas a
esses compostos, 0 que impacta na eficiéncia dos seus efeitos locais, ja que as regidesafetadas,
normalmente o local da picada e locais proximos, interagiram com o veneno e sofreram diversos
danos celulares em consequéncia disto, ocasionando reacdes enddgenas quepodem atuar de
maneira progressiva apos a atuagdo direta do veneno como estresse oxidativo, necroses,
mionecroses, edemas, hemorragias, infecgdes e outras consequéncias oriundas da agdo inicial

do envenenamento que mesmo tratadas podem deixar sequelas no paciente por toda
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vida, o que explica as taxas de morbidade dos acidentes ofidicos, em especial com o género

Bothrops devido sua agdo local bem caracteristica.

Neste mesmo contexto, ¢ importante ressaltar que a aplicagdo do soro requerequipes
treinadas e um ambiente hospitalar de qualidade para que a terapéutica possa ser feita de forma
segura ¢ eficiente, a distdncia do acidente para o local de tratamento também & um fator chave
na piora do quadro clinico por sua influéncia na demora do atendimento, sendo assim ressaltada
a importancia do desenvolvimento de novos medicamentos que atuem principalmente no
tratamento ou reducdo dos efeitos locais (DA SILVA et al., 2007, STRAPAZZON et al., 2014;
CARDOSO et al., 2009; FRY et al., 2003; GUTIERREZ etal., 2021).

1.3.2.1 Por que existem soro mono e polivalente? Uma breve historia sobre a soroterapia

O tratamento com soro antiofidico, bem como o desenvolvimento do primeiro soro
ocorreu no final do sec.20, criado pelos cientistas Albert Calmette, Césaire Auguste Phisalix e
Gabriel Bertrand, a partir da imunizagcdo de animais em geral, visando extrair os anticorpos
formados durante o envenenamento do animal e os aplicar no tratamento de seres humanos
acidentados(FRY et al.,2003; LAUSTSEN et al., 2018).0 uso de cavalos para fornecer os
anticorpos como € popularmente conhecido se tornou padrao apenas apos a criagao do método
que serve de base para producao do soro até os dias atuais pelo cientista brasileiro Vital Brazil,
a sua participagdo na criacao foi de grande relevancia, principalmente por sua percep¢ao da
necessidade de diversos reajustes no soro devido a especificidade de cada veneno, bem como
as variagdes entre espécies, cuja diversidade impactava grandemente na qualidade do
tratamento, algo que Calmette inicialmente discordava (FRY et al.,2003). Nesse sentido, os
estudos de Vital Brazil culminaram desenvolvimento dos primeiros soros monovalentes, que
atuavam combatendo o veneno de uma espécie ou do seu género, para os géneros Bothrops e
Crotalus. O cientista brasileiro também utilizou combinagdes de soros especificos que em
conjunto pudessem ser usados para o tratamento de outras serpentes de menor incidéncia,
pensando nos casos em que nao possuiam soros especificos, ndo existia a producdo do soro ou
nao era possivel identificar o animal envolvido no envenenamento, motivando assim a criagao

do soro polivalente(CARDOSO et al.,2009).
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1.3.3 Outros medicamentos alternativos

A necessidade de novos medicamentos para acidentes ofidicos ¢ um problema real e
pauta de muitas pesquisas da comunidade cientifica, essa situa¢do tém impulsionado o
desenvolvimento de diversas estratégias promissoras que visam modernizar e potencializar a
qualidade do tratamento dos acidentados. (WILKEL et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2011;
GUTIERREZ et al., 2021). O desenvolvimento de novas terapéuticas que aparentemente
possuem mais destaque sdo: a utilizagdo de anticorpos monoclonais , recombinantes sintéticos
e inibidores naturais submetidos a testes conhecidos através da cultura local e povos tradicionais
(WILKEL et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2021).

Os anticorpos monoclonais e versdes recombinantes sdo atualmente uma boa alternativa
para o desenvolvimento de uma terapé€utica nova, a forma de obtengdo dos monoclonais ocorre
por meio da fusdo de células mielomatosas com linfocitos B, criando hibridos capazes de viver
indefinidamente e produzir anticorpos especificos ao antigeno exposto sem a utilizacdo de
animais (CARDOSO et al., 2009), existe também o trabalho de Roncolato et al (2015), no qual
descritouma técnica classica em que ¢ utilizado um virus bacteri6fago para alterar o material
genético no plasmideo de uma bactéria, modificando-a para produc¢do dos anticorpos
monoclonais desejados (RONCOLATO et al., 2015). As células hibridas podem ser utilizadas
tanto para producao de medicamentos como para criagdo de uma biblioteca biologica, ou seja ,
com um numero suficiente de células B produzindo anticorpos especificos para cada substancia
conhecida do veneno seria possivel em ,um futuro proximo otimista, sintetizar um soro com
maximo de eficiéncia e minimo de efeitos colaterais (CARDOSO et al., 2009; LAUSTSEN et
al., 2018).

Os anticorpos recombinantes sdo obtidos por técnicas de clonagem molecular e sua
importancia se d& por sua grande versatilidade e capacidade de neutralizar a toxina causando o
minimo possivel de reagdes adversas, esses anticorpos podem ser completamente construidos
ou ser fragmentos, o caso os fragmentos ocorre para que possam haver combinagdes entre as
porgdes artificiais e humanas durante sua constru¢do, mantendo a por¢do constante do anticorpo
de origem humana produzido por células murinas modificadas e a por¢ao de ligacdo artificial é
possivel ocasionar a neutralizacdo da toxina enquanto ocorre a redugdo dos efeitos adversos,
fornecendo uma alternativa mais segura a atual soroterapia, entretanto a reducdo dos altos custos

de producao e melhores conhecimentos da complexidade do veneno sdo necessarios para
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que a técnica seja eficiente e utilizavel a nivel mundial (KNUDSEN et al.,2015;LAUTSTESEN
et al., 2018; CARDOSO et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2011).

O conhecimento de inibidores de origem natural € um fator comum em diversas culturas,
normalmente eles sdo utilizados por meio dos extratos de diversas plantas medicinais em
tratamentos criados antes da existéncia da medicina moderna e conservado na memoria coletiva
da populagao ou em locais onde essa medicina tem acesso limitado, entretanto é preciso analisar
de maneira cientifica a sabedoria popular e cultural, extraindo o que pode ser tutil para os
tratamentos modernizados(GUTIERREZ et al.,2021;WILKEL et al.,2006;0MARA.,2020). Os
estudos de plantas com capacidades de inibidores naturais sdo vidveis devido as diversas
maneiras que os extratos atuam no tratamento e por demonstrarem ser alternativas viaveis de
baixo custo e acessiveis para tratamento inicial do envenenamento; o processo de identificagdo
se da inicialmente utilizando o extrato da forma que ¢ utilizado tradicionalmente , buscando
identificar as interagdes que ocorrem durante o envenenamento, apos verificado o provavel
inibidor, a substancia € purificada e submetida a diversas testagens para garantia da sua eficacia
(GUTIERREZ et al., 2021; OMARA., 2020).

O presente estudo utilizou antioxidantes por dois motivos principais: sua potencial agao
de redugdo do estresse oxidativo, que a longo prazo pode ser utilizado para auxiliar o tratamento
com o soro antiofidico e por ser um aspecto do envenenamento com muitas lacunas no
conhecimento que apenas recentemente passou ter maior atengdo dos pesquisadores (SHARMA

et al.,2015; GUTIERREZ et al., 2021).

1.4 O Experimento

1.4.1 O que é HET-CAM?

A técnica do ensaio com membrana corioalantdide de galinhas (HET-CAM), traducao
livre do termo original “Hen’s Egg Test - Chorioallantoic Membrane”, cresceu em uso nas
ultimas décadas como uma alternativa promissora para substituicdo de diversos tipos de
experimentacdo animal, essa expressiva preferéncia ocorre principalmente devido a maior

pressdo na comunidade cientifica em relacdo aos aspectos éticos envolvendo experimentacdo
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animal, o baixo custo da técnica e sua simplicidade, tornando-o facil de ser reproduzido e
reduzindo em grande quantidade o uso desnecessario de animais (SCHRAGE et al., 2010).

O teste, que sera demonstrado em toda sua extensdo no topico “Metodologia”,
simplificadamente consiste na utilizacdo de ovos da espécie de ave Gallus gallus no seu décimo
dia de desenvolvimento embrionario, que durante o experimento tem a por¢do da casca
imediatamente superior a cAmara de ar removida expondo a membrana interna do ovo, apos a
remocao cautelosa dessa estrutura a membrana corioalantoide (CAM) estard pronta para ser
utilizado na testagem de substancias (LUEPKE et al .,1986). O experimento possui diversos
pontos positivos para obtengdao de informagdes por ser um modelo vivo, pela grande quantidade
de vasos sanguineos presentes na CAM e sua grande similaridade de reagao fisioldégica com
outras técnicas (teste de Draize), sendo um 6timo modelo para estudo de reacdesinflamatdrias e
efeitos atuantes na corrente sanguinea (CAZALDEY et al., 2009; SCHRAGE et al., 2010). No
seu trabalho sobre HET-CAM, Luepke et al (1986) elucida que essa técnica possui grande
potencial em fornecer de informacdes de diversas areas, sendo uma delas a toxicidade sistémica.
O HET-CAM oferece maneiras viaveis para testagem dos efeitos de inibigao por antioxidantes
do veneno botrdpico e seus dados obtiveis sdo relevantes,sendo assim o modelo foi selecionado

para o presente estudo (LUEPKE et al., 1986).

1.4.2 O estresse oxidativo no acidente

O estresse oxidativo consiste em um desequilibrio bioldgico manifestado quando a
protecdo fornecida pelos agentes antioxidantes presentes no local ndo sdo capazes de remover
as espécies reativas de oxigénio (ROS), permitindo que ocorra a agdo oxidante devido a esse
excesso, ocasionando danos as células e consequentemente afetando os tecidos da regido
(STRAPAZZON et al., 2014). O estresse oxidativo no envenenamento botropico ¢
principalmente perceptivel nos efeitos locais, nos quais tém sua agdo potencializada pela
inflamacao e pelos danos causados as estruturas teciduais do acidentado através das PLA2’s,
SVMP’s e SVPS’s como abordado anteriormente, entretanto durante muito tempo foi um
fendmeno pouco estudado na terapéutica dos acidentes ofidicos, tendo sua grande importancia
elucidada pela comunidade cientifica em estudos mais recentes publicados nas ultimas décadas

(SUNITHA et al., 2015; STRAPAZZON et al., 2014).
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O papel da inflamagdo no incremento desse efeito esta relacionado ao aumento do fluxo
sanguineo por meio da formacdo de edemas aliado ao grande recrutamento de neutréfilos que
ocorre no local inicial da picada, essa grande quantidade de células de defesa ¢ estimulada a
maturar em macroéfagos que produzem mais citocinas, aliando-se com as ja presentes no veneno
e aumentando ainda mais esse recrutamento, as células entdo serdo estimuladas a produzir
espécies reativas de oxigénio (NERY er al., 2020; SUNITHA et al., 2015), além disso segundo
Strapazzon e colaboradores(2014), também tera a acao das LAAOS produzindo diversos anions
superoxidos e peroxido de hidrogénio, o H202 entdo ira danificar a membrana celular e
mitocondrial das células locais (HIU et al., 2020), potencializando ainda mais o estresse
oxidativo, entretanto ainda ndo ¢ conhecido com clareza o mecanismo pelo qual as L-amino-
oxidases realizam esse efeito, vale ressaltar que a informag¢ao contida no estudo de Strapazzon
¢ bem referenciada em diversos estudos (HIU et al., 2020 ;SUNITHA et al., 2015). As PLA2s
também desempenham papel crucial no estresse oxidativo, os danos causados a musculatura
esquelética contribuem para grande liberagcdo de contetido intracelularno meio extracelular e
consequentemente o aumento de ROS, ademais, o influxo de potdssio e ATP liberados apos a
destruicao inicial das células musculares, bem como os danos ao DNA ocasionados pelas PLA2s
témrelevante participagcdo na citotoxidade e inflamagao, prolongando e potencializando os seus
efeitos, que em conjunto com a necrose ¢ a rabdomidlise produzida no decorrer do
envenenamento possuem elevada relevancia no estresse oxidativo e inflamacao (SUNITHA et
al., 2015). Além disso, o estresse oxidativo possui papel nos danos aotecido renal ,fator esse
que segundo exposto no trabalho de Junior e al (2019) provavelmente ¢ potencializado pela
resposta inflamatoria das células renais ao veneno, entretanto a forma comoo estresse acontece
na progressdo e eventual lesdo renal ainda ndo ¢ bem documentada(JUNIORet al., 2019).

Visto a importancia desse fenomeno na terapéutica dos acidentes botropicos e a
percepcao de diversos estudos sobre a provavel inibigdo ou reducdo de danos pelo uso de
antioxidantes (SANTHOSH et al., 2013), selecionamos dois antioxidantes de facil acesso que
foram brevemente abordados nos topicos a seguir, eles sdo a N-acetil-cisteina(NAC) e o 4cido

ascorbico(AA).
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1.4.2.1 N-acetil-cisteina

O NAC consiste basicamente na versao que foi acetilada do aminoacido L-cisteina,
sendo um antioxidante muito estudado, com baixo custo de producdo eboa estabilidade quimica,
o que provavelmente justifica o fato de ser o mais utilizado em estudos atualmente (ALDINI et
al.,2018; ZHITKOVICH., 2019). Um dos motivos da grande relevancia do NAC se da pela sua
capacidade de conferir protecdo quimica indireta por meio da sua atuacdo como um precursor
de glutationa (GSH), umtripeptideo de elevada importanciana resposta inflamatoria e no estresse
oxidativo por seu efeito antioxidante; esse processo ocorre apos o NAC sofrer uma
desacetialagdo, fornecendo sua cisteina para a célula, que a utiliza na biossintese da glutationa
(MILLEA., 2009;ALDINI et al., 2018; ZHITKOVICH., 2019). Apesar de existirem inimeras
aplicacdes com dados robustos nas diversas areas da satide desde sua sintese em 1961
(ZAFARULLAH et al., 2003), poucos estudos parecem explorar as possiveis interacdes do
NAC com o veneno botropico, o que reflete na caréncia informagdes mais detalhadas sobre os

seus efeitos nesse aspecto.

1.4.2.2 Acido Ascérbico

O AA ¢ um antioxidante extremamente eficiente utilizado como um mecanismo de
defesa celular contra o estresse oxidativo, sua importancia nesse aspecto ocorre por sua
capacidade de doar seu 4tomo de hidrogénio via ascorbato, esse anion interage com radicais
livres reduzindo-os, ademais a atuagdo da vitamina C ¢ critica para sintese de colagenonos seres
humanos e, apesar de sua grande relevancia para saide humana, os seus mecanismosquimicos
ainda ndo sdo bem compreendidos(OLIVEIRA et al., 2015; NJUS et al., 2020; RAGHU et al.,
2021).

O estudo realizado por OLIVEIRA e colaboradores (2015), utilizou a vitamina C,
vitamina E e complexo B paratestar a inibigdo de diversas fungdes biologicas desencadeadaspelo
veneno botrdpico e verificou que os complexos foram extremamente eficientes na inibicaoos
efeitos do envenenamento, a analise por atividade individual do 4cido ascorbico demonstrousua
melhor inibi¢do foi na acdo proteolitica do veneno de Bothrops moojeni, reduzindo seu efeito

em 100%, além disso foi capaz de inibir significativamente as agdes das PLAS da B.
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jararacussu, sendo capaz de reduzir grandemente os efeitos hemorragicos, proteoliticos e de
coagulagdo, os cenarios obtidos no estudo supracitado tem similaridades com os dados

apresentados por esse projeto.
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo com a Organizagcao Mundial da Satde, os acidentes ofidicos sdo considerados
doenga tropical negligenciada, devido a quantidade e as consequéncias de morbidade e de
mortalidade que ocasionam. O género Bothrops ¢ responsavel pela maioria dos acidentes
ofidicos no Brasil e dependendo do agravamento o envenenamento por esta serpente pode levar
a importantes sequelas, principalmente no local do acidente. O veneno botropico possui o
estresse oxidativo como uma caracteristica marcante do seu efeito local, o que sugere a
possibilidade de que o uso dos antioxidantes tenha potencial na redu¢do dos danos teciduais,
todavia o efeito de estresse oxidativo do envenenamento e a propria terapéutica com 0s

antioxidantes ainda sdo pouco conhecidos.

A necessidade do desenvolvimento de novos estudos a procura de alternativas ou
complementos a terapéutica do soro, tem sido um tema de grande importincia na area de
doengas tropicais, tendo em vista as consequéncias do envenenamento para as vitimas. Sendo
assim, objetivamos analisar os possiveis efeitos inibitdrios dos antioxidantes de baixo custo e
facil acesso: N-acetil-cisteina e acido ascorbico frente aos efeitos toxicos de duas serpentes de
importancia médica no Nordeste e Sudeste do Pais, respectivamente, a serpente de B. ery e de
B. jarar. Além disso, utilizando como modelo de estudo o testeda membrana corioalantéica em
ovos embrionados de galinha (HET-CAM) que também ¢ de facilreprodugao e baixo custo, o
que facilita a continuidade de outros estudos e sua reprodutibilidadepor outros pesquisadores,

bem como sua utilizagdo para pesquisas com compostos similares.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicos do veneno das serpentes Bothrops jararacussu € Bothrops
erythromelas e sua provavel inibicdo, através do ensaio HET-CAM (Hen’s Egg Test —

Chorioallantoic Membrane).

3.2 Objetivos Especificos

Determinar o potencial de irritacdo dos venenos de Bothrops jararacussu € Bothrops
erythromelas utilizando o Irritation Score como método de avaliacdo dos efeitos de lise

vascular, hemorragia e coagulagao.

Estudar o efeito inibidor da N-acetilcisteina frente a atividade dos venenos das

serpentes Bothrops erythromelas € Bothrops jararacussu, utilizando os testes em membrana

corioalantoide HET-CAM.

Estudar o efeito inibidor do Acido ascorbico frente a atividade dos venenos das
serpentes Bothrops erythromelas € Bothrops jararacussu, por meio dos testes em membrana

corioalantoide HET-CAM.
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4 METODOLOGIA

4.1  Aspectos éticos

A legislacdo brasileira realiza nenhuma mengdo a aspectos éticos em embrides de
galinha, ndo obstante a maioria dos paises nao considera o embrido de galinha um animal vivo
até o 17° dia de desenvolvimento embrionario (RIBATTI, 2016; CORRADO.,2007). Nos
Estados Unidos, o National Institute of Health (NIH) estabeleceu que o embrido de galinha nao
tem sensacOes de dor até o 14° dia de desenvolvimento embrionério e, por isso, podem ser
utilizados em experimentos sem qualquer restrigdo €tica ou necessidade de aprovacao prévia

(National Institute of Health, 1991).

4.2  Local de realizacao do estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia Pré-Clinica e o
Laboratorio de Toxinologia, ambos integrantes do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de

Medicamentos da Universidade Federal do Ceara (NPDM-UFC).

4.3  Reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos por meio de compra na empresa Sigma-Aldrich®.
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44 HET-CAM

O HET-CAM foi o método escolhido para avaliar a interacdo do VBe ¢ VBju devido
seus aspectos éticos, simplicidade, baixo custo e por sua metodologia permitir a observacao dos
efeitos de forma eficiente (SCHRAGE et al., 2010; LUEPKE et al., 1986). Neste ensaio os ovos
fecundados foram adquiridos na Companhia de Alimentos do Nordeste CIALNE S.A.,
localizada na avenida Presidente Costa eSilva, n°® 2067 na cidade de Fortaleza no estado do
Ceara, inscrita no CNPJ:07.220.874/0001- 01.

Os ovos fecundados da espécie Gallus gallus domesticus foram higienizados
individualmente em agua corrente € com leves esfregdes com a parte mais delicada de uma
esponja dupla-face, em seguida foram secados com papel toalha e feita antissepsia com alcool
70% e gazes estéreis, sendo entdo encaminhadas para uma chocadeira (Modelo IP35D, Premium
Ecologica®) com sua temperatura controlada a 37 °C, com 60% de umidade. No quarto dia, os
ovos foram retirados individualmente e expostos contra uma luz focal branca, possibilitando a
confirmacao visual do desenvolvimento embriondrio e permitindo a marcacao da camara de ar
com um circulo feito na casca imediatamente acima do centro da cAmara com auxilio de um
lapis comum, apds a verificagdo os ovos embrionados eram encaminhados para uma incubadora
de CO; (Modelo MCO-17AC, Sanyo Scientific®) dentro de copos plasticos de 50 mL em
posi¢cdo de abertura, com a demarcacao do lapis de face para cima. No décimo dia, os ovos
embrionados eram retirados individualmente para realizagao do experimento.

O ensaio foi realizado da seguinte forma: com o manuseio delicado de uma tesoura de
castroviejo foi feito uma pequena abertura na parte demarcada e partindo desta incisdo foi
possivel expandir a abertura, até que toda a camara de ar se tornasse totalmente exposta e
permitisse a remo¢do da membrana coquilifera e a objetivada exposicdo da membrana
corioalantoide. Apds a exposicaoda mesma, foi administrado o composto teste, sendo observado
e gravado durante 5 minutos, verificando qualquer agdo classificada como potencial irritante
(hemorragia, coagulagdo ou lise de vasos). Dado o inicio do tempo marcado, qualquer
manifestacdo de algum desses eventos supracitados foi registrada para posterior medi¢do do
irritation score e ao atingir as marcas de tempo de 0,30,120 e 300 segundos foram tiradas fotos,
apoOs o experimento ser encerrado foi feita a eutanasia dos ovos por meio de cortes nos vasos

sanguineos, possibilitando o descarte seguro do material biologico.



40

4.4.1 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram classificados em 12 categorias, com 6 ovos por se¢ao

de um total de 72 ovos, sendo elas:

Controle negativo: consiste em ovos inoculados com o tampao fosfato-salino (PBS),

classificado como ndao irritante.

Controle positivo: Consiste em ovos inoculados com NaOH, uma substancia

classificada como extremamente irritante.

VBju: 6 ovos inoculados somente com veneno de B. jararacussu.

VBju+AA 1:1: 6 ovos inoculados com VBju e 4cido ascorbico na relagdo 1:1.
VBju+AA 1:10: 6 ovos inoculados com VBju e 4cido ascorbico na relagdo 1:10.
VBju+NAC 1:1: 6 ovos inoculados com VBju e N-acetil-cisteina na relagao 1:1.
VBju+NAC 1:10: 6 ovos inoculados com VBju e N-acetil-cisteina na relacdao 1:10.
VBe: 6 ovos inoculados somente com veneno de B. erythromelas.

VBe+AA 1:1: 6 ovos inoculados com VBe ¢ acido ascorbico na relagao 1:1.
VBe+AA 1:10: 6 ovos inoculados com VBe ¢ acido ascorbico na relagao 1:10.
VBe+NAC 1:1: 6 ovos inoculados com VBe e N-acetil-cisteina na relagao 1:1.

VBe+NAC 1:10: 6 ovos inoculados com VBe e N-acetil-cisteina na relagao 1:10.

O grupo controle negativo recebeu 200 uL. de PBS e o controle positivo, 200 pL de

NaOH 0,IM. Os venenos utilizados foram incubados anteriormente a realizacdo do

experimento em um tratamento no banho maria a temperatura de 37 °C por 30 minutos. No

grupo tratado com VBe, foram diluidos 5pg do veneno em 200 microlitros de PBS para

aplicag@o no inicio do experimento, 0 mesmo foi feito com o grupo deVBju. Os grupos contendo

as substancias antioxidantes de concentracao 1:1 e 1:10 foram incubados previamente com 200

pL de PBS, sendo combinados com 5pug do veneno alvo apenas antes da aplicacdo na CAM.



4.4.2 Irritation Score (IS)

O Irritation Score (IS) foi demonstrado por Luepke ¢ Kemper no ano de 1986 em seu
artigo sobre o0 método de HET-CAM, sua aplicagdo era de analisar o grau de irritabilidade de
uma substancia baseado em trés efeitos observaveis na membrana: Hemorragia, Lise de Vasos

e Coagulacdo. O Irritation Score possui 4 classificagdes para caracterizar o potencial de irritagao

analogas ao teste de Draize(Tabela 3), sendo calculado por meio da seguinte formula:

I5=5(

300 300

H: Denotando Hemorragia
L: Denotando Lise de Vasos
C: Denotando Coagulagao

Sec: Expressa o tempo inicial em segundos

5: Constante de Hemorragia que deve multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu o efeito.
7: Constante de Lise vascular que multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu o efeito.

9: Constante de Coagulacao que multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu o efeito.

300: Tempo total do experimento que deve dividir cada fracao

301 — secH 301 — secl
) 7 () e

301 — secC)
300

Tabela 3 — Forma de classificacao do Irritation Score

Intervalo de Escore de Irritacio

Classificacao

0,0-0,9
1,0 -4,9
5,0 -89
9,0 -21

N3o Irritante
Irritante Leve
Irritante Médio

Irritante Severo

Fonte: Adaptado pelo autor baseado no trabalho de Luepke e Kemper,1986.
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4.4.3 Analise estatistica

Inicialmente realizou-se a andlise descritiva das varidveis quantitativas (média e desvio
padrdo) e, posteriormente, tais varidveis foram analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificar a normalidade da distribuicdo. Tendo em vista que os resultados obtidos sdo
considerados escores e, por isso, diversos grupos nao seguiram uma distribui¢do normal, as
comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
associado ao teste de comparagdes multiplas de Dunn.

Em todas as andlises, estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%), ou seja,
consideraram-se estatisticamente significantes valores de P menores que 0,05. O software
GraphPad Prism® versao 8.01 para Windows® (GraphPad Software, San Diego, California,

USA) foi utilizado para arealizacdo dos procedimentos estatisticos e elaboragdo dos graficos.
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5 RESULTADOS

5.1 Interacao Bothrops jararacussu (VBju) + Acido ascérbico.

A avaliagdo por critérios de Irritation Score no HET-CAM demonstrou que o NaOH
(Figura 1) pode ser classificado como Irritante Severo, apresentando o maior Irritation Score
entre as misturas/substancias testadas. O VBju ocupou o segundo lugar no nivel de irritagdo
demonstrado pela tabela, também sendo classificando como Irritante Severo . O conjunto
VBju +AA 1:1 e 0 VBju +AA 1:10 apresentou diferenca na irritagdo quando comparado aos
grupos tratados com NaOH e somente veneno, demonstrandouma queda no escore de irritacao
ambos sendo classificados como Irritante Leve (Grafico 1).Ademais, houve diferenca na
reducdo do escore de irritagdo em 1,67 pontos quando comparado os dois grupos (AA 1:1 e
AA 1:10). Os quadros tipicos locais do envenenamentose manifestavam por volta de 37 - 40
segundos de experimento somente com VBju, tendo seus efeitos atingindo “pico” entre 117-
300. No caso dos tratados com AA, poucas alteracdesvisiveis foram observadas e em especial

no grupo AA 1:10 ndo foram percebidas mudancas no tecido (Figura 2).

Figura 1 — Grupos no ensaio HET-CAM incubados com controle negativo (PBS) e positivo

(NaOH) versus tempo (s).

1205 —

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grifico 1 — Discrepancia entre os Escores de irritacao do grupo controle x grupo tratado
(VBju).
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Resultados expressos como média = desvio padréo. * denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo
ao grupo NaOH (P < 0,05); # denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo VBe (P < 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 — Grupos do ensaio HET-CAM com incubados veneno de Bothrops jararacussu

(VBju) e acido ascorbico (AA) versus tempo (s).
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Fonte: Elaborado pelo Autor
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5.2  Bothrops jararacussu (VBju )+ NAC

O conjunto VBju + NAC e VBju + NAC 1:10 apresentou grande diferenca na irritacao
quando comparado aos grupos tratados com NaOH e somente veneno (Figura 3), demonstrando
uma queda significativa no escore de irritacdo e sendo classificado como Irritante Leve (Grafico
2). Assim como no exibido no primeiro grupo apresentado as imagens da Figura 3
demonstrando a progressao da irritagdo aolongo dos tempos 0,30,120,300 segundos. Os grupos
tratados com NAC apresentaram melhor eficiéncia na redugao dos efeitos de VBju, entretanto as
dosagens diferentes de NAC 1:1 e NAC 1:10 apresentaram uma discrepancia minima no

irritation score.

Grafico 2 — Discrepancia entre grupos por analise de Irritation Score (VBju)
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Resultados expressos como média = desvio padrdo. * denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo
ao grupo NaOH (P < 0,05); # denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo VBe (P < 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 - Grupos do ensaio HET-CAM incubados com veneno de Bothropsjararacussu

(VBju) e N-acetil-cisteina (NAC) versus tempo (s).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 4 - Comparativo do Irritation Score de todas as substancias testadas (VBju)

Grupo Experimental Escore de irritacao Classificacao
Controle 0,00 = 0,00 Nao Irritante

NaOH 19,18 £ 2,64 Irritante Severo

VBju 14,64 +£ 2,42 Irritante Severo
VBju+NAC 1:1 2,06 + 2,83%b Irritante Leve
VBju+NAC 1:10 1,18 + 1,48 Irritante Leve
VBjut+AA 1:1 2,88 + 4,48 Irritante Leve
VBju+AA 1:10 1,79 +2,81%° Irritante Leve

Valores de escore de irritagdo expressos como média + desvio padrio. * denota diferenca estatisticamente
significativa em relagio ao grupo NaOH (P < 0,05); ® denota diferenca estatisticamente significativa em relagio
ao grupo VBe (P < 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3  Bothrops erythromelas + Acido ascérbico

O VBe foi classificado com Irritante Severo, ficando abaixo apenas do controle positivo.
O complexo VBe + AA 1:1 apresentou redu¢do na classificagdo quando comparado com o
grupo tratado apenas com veneno sendo posicionado com Irritante Moderado, j& VBe + AA

1:10 demonstrou eficiéncia no irritation score reduzindo a classificacdo para Nao Irritante
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(Tabela 5, Figura 4). Os quadros tipicos locais do envenenamento se manifestavam por volta de
37 - 40 segundos de experimento no grupo apenas com VBe, tendo seus efeitos atingindo “pico”
entre 117-300. No caso dos tratados com AA, poucas alteragdes visiveis foram observadas e

em especial no grupo AA 1:10 ndo foram percebidas mudangas no tecido.

Grafico 3 — Discrepancia entre os Escores de irritacdo do grupo controle x grupo tratado

(VBe).
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Resultados expressos como média + desvio padréo. * denota diferenca estatisticamente significativa em relagio
ao grupo NaOH (P < 0,05); # denota diferenca estatisticamente significativa em relac¢éo ao grupo VBe (P <
0,05). Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Grupos do ensaio HET-CAM com incubados com veneno de Bothrops
erythromelas (VBe) e acido ascorbico (AA) versus tempo (s).

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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5.4  Bothrops erythromelas + NAC

O VBe, assim como no experimento anterior, foi classificado como segundo colocado
no Irritation Score nesse ensaio, sendo classificado como Irritante Severo. O grupo VBe + NAC
1:1 recebeu a classificagdo de Irritante Médio, enquanto o complexo VBe + NAC 1:10
potencializou mais essa redugdo e foi classificado como Irritante Leve (Grafico 4; Tabela 5).
Nos casos tratados comNAC, a manifestacdo dos sintomas variava com os individuos ao longo

do tempo e poucas alteragdes visiveis foram observadas ( Figura 5).

Grafico 4 — Discrepancia entre os Escores de irritacio do grupo controle x grupo tratado

(VBe).
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Resultados expressos como média = desvio padrao. * denota diferenca estatisticamente significativa em relacdo
ao grupo NaOH (P < 0,05); # denota diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo VBe (P <
0,05).
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Tabela 5 - Comparativo do Irritation Score de todas as substiancias testadas (VBe)

Grupo Experimental Escore de irritacao Classificacao
Controle 0,00 £ 0,00 Nao Irritante
NaOH 19,18 £ 2,64 Irritante Severo
VBe 15,90 + 3,87 Irritante Severo
VBe+NAC 1:1 6,04 + 6,34% Irritante Moderado
VBe+NAC 1:10 1,47 £ 2,430 Irritante Leve
VBe+AA 1:1 7,50 £0,92° Irritante Moderado
VBe+AA 1:10 0,00 + 0,00° Nio Irritante

Valores de escore de irritagdo expressos como média + desvio padrdo. * denota diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo NaOH (P < 0,05); ® denota diferenca estatisticamente significativa em relagdo
ao grupo VBe (P < 0,05).

Figura 5 - Grupos do ensaio HET-CAM com veneno de Bothrops erythromelas (VBe) e N-
acetil-cisteina (NAC) versus tempo (s).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do experimento demonstram que VBe apresentou um escore de irritagdo
maior que VBJu, ambos sendo classificados como Irritantes Severos .O VBju respondeu melhor
ao tratamento com antioxidantes, exceto no caso de VBe + AA 1:10 em que a inibi¢ao foi
completa pelos pardmetros do HET-CAM, ou seja, ndo demonstrou sinais visiveis de
coagulacdo, hemorragia ou lise de vasos. Existem algumas caracteristicas, situacdes e hipoteses
que podem justificar essa diferenga, elas serdo exploradas nos paragrafos abaixo.

O teste HET-CAM foi feito com uma dosagem de veneno padronizada para todos os
grupos(5ug), ou seja, a B. erythromelas que ¢ um animal pequeno e que injeta poucas
quantidades de veneno quando comparado a B. jararacussu , teve 0 mesmo nimero amostral
testado, o que pode levantar a hipotese que esse valor expresse uma percentual maior do veneno
total de uma B.erythromelas em relagdao a outra serpente testada, visto que a B.jararacussu €
um animal de grande porte e com a maior capacidade de injetar venenos dentre todas as
Bothrops brasileiras, além disso, a ideia de volume compensar a eficiéncia do veneno ¢ algo
que pode ser observado em outras serpentes, como a mais venenosa do mundo, Ophiophagus
hannah, pertencente a familia dos Elapideos e sendo popularmente conhecida como cobra real,
tem sua alta letalidade como consequéncia parcial da grande quantidade de veneno que € capaz
de injetar, apesar de o0 mesmo ser moderadamente toxico (TAN et al., 2022; CARDOSO et al.,
2009; LIRA-DA-SILVA et al., 2009). Deste modo, seria possivel que os venenos possam ter
potenciais de dano diferentes quando considerado o volume utilizado em um envenenamento
natural? Vale observar que as duas serpentes foram expostas a pressoes seletivas diferentes em
relacdo as presas, enquanto a B.erythromelas caga animais de pequeno porte, a B.jararacussu
preda animais maiores (CARDOSO et al., 2009), o que ndo tornaria descartavel a influéncia de
uma dieta especifica como pressao seletiva na eficiéncia do veneno (DALTRY et al.,1996).

A diferenca na composi¢ao do veneno pode exercer grande influéncia nos casos e por esse
motivo ela serd explorada em seguida. O VBju apresenta cerca de 25.7% do seu volume total
composto por PLA2s , dos quais 83,3% delas sdo Lys-49, enquantoo veneno da Bothrops
erythromelas apresenta de 10,1 a 15% do seu total de PLA2s, sendo todasdo tipo Asp-49
(NAVES et al., 2021; TASOULIS et al., 2017; JORGE et al., 2015). Dentre os diversos
compostos dos venenos, as PLA2s sdo uma das que se destacam em causar danos nostecidos,
em especial por seus efeitos miotoxicos, sua agdo se da por meio da degradagdo da membrana,

sendo subdividas em dois subgrupos principais, as Asp-49 e Lys-49, possuindo a capacidade
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de realizar agdes conjuntas com as metaloproteinases dependentes de zinco(SVMPS) e
potencializar o estresse oxidativo (MARINHO et al.,2021; BERNAL et al., 2020;MONTEIRO
et al.,2016) .

Neste mesmo contexto, apesar de VBe também conter grandes quantidades de PLA2 em
seu veneno, ela apresenta esta caracteristica ndo convencional de possuir apenas o tipo Asp -
49, que atua de forma cataliticamente ativa, o que pode ter relagdo com essas diferencas
encontradas nos grupos. Ademais ¢ provavel que o fato de VBe possuir mais SVMPS na
composi¢ado total do veneno que B. jararacussu, 32,5~59,9% e 26,2%, respectivamente, bem
como o fato de elas serem nao hemorragicas do tipo P-III, como a berythrativase, influenciem
nesses dados, visto que essas substincias também atuam de maneira ndo convencional,
assumindo a fun¢do principalmente de ativadores de protrombinas, sendo capazes de causar
respostas que favorecem a inflamacdo por meio da liberacdo de 6xido nitrico via estimulo das
células endoteliais (SILVA et al.,2003; NERY et al.,2016;BALDO et al.,2010) e, portanto,
desempenham papel importante no estresse oxidativo. Essas interagdes podem ser cruciais na
maneira como os antioxidantes testados atuaram nos venenos, em especial no caso da grande
discrepancia entre os mesmos em relagdo a quantidade das SVMPs, as quais seriam
supostamente combatidas com mais eficiéncia pelo acido ascorbico devido a sua provavel
capacidade de inibi¢ao de proteases, fator esse notado por ROMMI et al (2006) ao perceber que
pacientes com cancer tinham baixas taxas de vitamina C e verificaram que essa situagao ocorria
pela sua interagdo com as metaloproteases dependentes de zinco da matriz celular (ROOMI et
al.,2000).

Sendo assim, ao analisar os grupos de VBe , foi demonstrado que o NAC 1:1 e AA 1:1
tiveram efeito de reducdo de uma categoria, de “Iritante Severo” para “Irritante Leve”, no
potencial de irritagdo do veneno, e corroborando com as hipoteses recém elucidadas, os
resultados apresentados nas dosagens 1:10 reduziram o escore de irritacdo para levemente
irritante 0 NAC 1:10 e ndo irritante para AA 1:10, o que implica dizer que para os padrdes do
HET-CAM o VBe foi inibido.

Em concordancia com a questdo da variabilidade dos venenos, ¢ importante elucidar que
a presenca de LAAO na composicdo dos mesmos pode ocasionardiferengas, principalmente
neste caso visto que elas ndo foram dectectadas no VBe, enquanto sdo cerca de 15% do veneno
total de VBju (TASOULIS et al., 2017). As LAAO atuam principalmente na formagdo de
peroxido de hidrogénio (H>0Oz), amoénia e alfa cetodcidos via desaminagio de L-aminoécidos,
gerando citotoxidade e potencializagcdo dos danos no envenenamento via estresse oxidativo,

sendo assim um fator crucial para manutencdo da



52

inflamagao (PUCCA et al., 2020; MORALIS et al., 2015). Essa discrepancia nas composigdes
pode ser uma das razdes pelo qual o dcido ascdrbico, com sua agdo de inibi¢ao de proteases
previamente citada, foi capaz de inibir parcialmente VBe + AA 1:1 e totalmente VBe + AA
1:10, mas apresentou pouca alteragdo quando comparado VBju + AA 1:1 e VBju + AA 1:10,
sugerindo a ideia de que isso possa ter ocorrido devido a VBju possuir esse mecanismo extra
em alternativa as SVPS, PLA2s ¢ SVMP, enquanto a B.erythromelas aparenta depender mais
das suas SVMP.

As reagdes com NAC 1:1 demonstraram ser bem mais efetivas quando utilizadas com o
VBju, enquanto as com NAC 1:10 ndo realizaram grandes mudangas no irritation score, o que
pode indicar que agdo que o NAC desempenhou no grupo 1:1 ja estava perto de sua interacao
maxima com esse veneno e provavelmente se deve a sua capacidade de regeneragdo da
glutationa, sendo possivel que a dosagem ja seja suficientemente proxima do necessario para
esse efeito ocorrer ou o NAC interagiu de alguma forma antes de essa degradagdo ocorrer?
indagacao essa que requer testes futuros para analisar se a inibigdo ocorreu durante a mistura
com a interagdo dos compostos ou durante a acdo do veneno no tecido, também ¢ relevante
novos testes com dosagens intermediarias que possam tragar o limite util da interagdo do NAC
(LAUSTSEN et al., 2018). O mesmo fendmeno ocorreu com os grupos de AA 1:1 e AA 1:10,
que no caso da VBju variou menos entre as dosagens, demonstrando menor efetividade que os
grupos tratadoscom NAC. Além disso, um estudo feito por Marinho et al (2021) demonstra que
as PLA2s Lys-49 deBothrops pauloensis aumentaram a expressao de glutationa nos rins, € que
isso provavelmenteocorreu como uma tentativa de prote¢do contra as espécies reativas de
oxigénio (ROS) que foram liberadas durante o envenenamento, tendo em vista que o NAC atua
justamente nessa regeneragdo de glutationa, ¢ provavel que essa seja a causa mais provavel
dessa diferenca de eficiéncia no caso de VBju.

Salienta-se também que ao analisar trabalhos como os de Oliveira et al (2010) ,Jorge et
al (2015), Tasoulis et al (2017), e Gutiérrez et al (2018) foi possivel observar que a Bothrops
erythromelas aparenta ter efeitos mais localizados quando comparada com os apresentados pelo
envenenamento com Bothrops jararacussu, o que podeter relagdo com a maior concentracao de
lectinas de VBe(8a 21,6%) em relagdo a VBju(9,7%) , tendo em vista que essas substancias
agem na inflamagao,estimulando a producado das citocinas TNF-alfa, IL-beta e IL-6 via liga¢ao
de galactosideos (SVgall), ou seja, sdo capazes de intensificar a inflama¢do localizada gerada
pelo veneno, o que pode indicar a razdo pela qual o grupo tratado somente com VBe tem um
escore de irritagdomaior que VBJu, apontando o questionamento sobre uma provavel agao

efetivamente mais
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localizada da B.erythromelas, entretanto sdo necessarios mais estudos que correlacionem a
sintomatologia dos acidentados, bem como relagdes de composicdo dos veneno, que possa
fornecer dados que confirmem essa ideia, além disso o objetivo do HET-CAM como
experimento ndo ¢ avaliar as agdes completas do veneno, ja que a proposta do mesmo ¢é ser um

ensaio inicial (LUEPKE et al.,1986).
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7 CONCLUSAO

O referente estudo fornece dados e meios suficientes para comprovar inicialmente a
eficacia dos antioxidantes N-acetil-cisteina (NAC) e acido ascorbico (AA) na inibi¢do local dos
venenos de Bothrops erythromelas e Bothrops jararacussu , demonstrando redugao
significativa nas fungdes de coagulagdo, hemorragia e lise vasos, em todos os grupos e
concentragoes testados com NAC e AA, bem como inibicao total de um destes, VBe + AA 1:10,
de acordo com os parametros de Irritation Score do HET-CAM. Os principais efeitos inibidos
nos grupos testados foram a hemorragia e a coagulag¢do, sendo estes totalmente inibidos nos
grupos de VBju + antioxidante em ambas as concentracdes (1:1 e 1:10) e parcialmente inibidos
no VBe + antioxidantes 1:1, sendo completamente inibidos quando expostos a concentracao
1:10. O efeito em que foi observado menos alteracdes foi na lise de vasos, sendo totalmente
inibida apenas no VBe + AA 1:10. Estudos posteriores em modelos animais mais complexos in
vivo sao necessarios e incentivados para melhor compreensao dos efeitos demonstrados, todavia
o trabalho cumpriu seu objetivo e obteve dados positivamente promissores, principalmente em

relagdo ao acido ascorbico.
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