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RESUMO

OLIVEIRA, I. S. Proteoma de pegonhas de serpentes Crotalus durissus collilineatus:
analise de variacgdes individuais. 2016. 126f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

As peconhas ofidicas apresentam uma grande diversidade de componentes proteicos e estes
podem variar dependendo de diversos fatores, como espécie, habitos alimentares e
comportamentais, ontogenia e até mudancas sazonais. Este alto grau de variabilidade pode
levar a mudancas na fisiopatologia do envenenamento ofidico. No Brasil, as serpentes da
espécie Crotalus durissus sdo capazes de habitar varias regifes do pais e sua pegonha esta
sujeita a variabilidade, levando a uma grande dificuldade no tratamento do envenenamento,
que é realizado por infusdo do soro antiofidico. O estudo protedmico permite conhecer 0s
componentes expressos pela glandula de peconha. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivos realizar uma andlise comparativa das diferencas intraespecificas na composicdo
proteica das peconhas de 22 espécimes de Crotalus durissus collilineatus através de técnicas
Omicas, avaliar a capacidade neutralizante do soro antiofidico produzido pelo Instituto
Butantan contra essas pegonhas, avaliar a atividade hialuronidasica de cada peconha e
comparar as alteracfes bioquimicas e imunologicas de camundongos apds o0 envenenamento
crotélico experimental. Para isto, as peconhas de 22 serpentes da especie C. d. collilineatus,
da regido de Cataldo — GO, foram fracionadas em uma coluna de fase reversa C-18 acoplada a
um sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas e analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida e métodos de espectrometria de massas. Inicialmente, foi observado que as
peconhas destas 22 serpentes variaram entre as cores branca e amarela. Os perfis
cromatograficos foram semelhantes, entretanto, apresentaram diferencas qualitativas e
quantitativas significativas de alguns componentes, por exemplo, apenas duas das peconhas
apresentaram a proteina crotamina. Outros componentes previamente relatados em outros
estudos também foram identificados, como, o complexo da crotoxina, serinoproteases,
metaloproteases e convulxina. Pela primeira vez foi possivel evidenciar por técnicas
protedmicas alguns componentes para a subespécie C. d. collilineatus, como: fator de
crescimento neural, enzima conversora de angiotensina, fosfodiesterase, 5’-nucleotidase,
carboxipeptidase, glutaminil ciclase, glutationa peroxidase, NADH desidrogenase e
fosfolipase B. Através do método de ELISA, constatou-se que o soro anticrotalico produzido
pelo Instituto Butantan foi capaz de reconhecer todas as peconhas utilizadas, embora algumas
fracdes isoladas ndo tenham sido reconhecidas com tanta eficacia. A atividade hialuronidasica
também foi avaliada, evidenciando que as peconhas de algumas serpentes ndo apresentaram
atividade detectavel desta enzima. Por fim, o envenenamento crotalico experimental em
camundongos Balb/c revelou que peconhas diferentes sdo capazes de produzir alteracGes
bioguimicas e imunoldgicas distintas. Assim, as vitimas do envenenamento podem necessitar
de tratamentos diferenciados. Este trabalho mostrou que existem variacfes intraespecificas
importantes nas peconhas de C. d. collilineatus, sendo que algumas podem ser mais
miotdxicas que outras, evidenciadas por induzirem grandes aumentos dos niveis de creatina
quinase. Além disso, este estudo protebmico revelou a presenca de novos componentes
proteicos na peconha de C. d. collilineatus, contribuindo significativamente para o
conhecimento de sua composicdo. Adicionalmente, estes dados indicam que quanto mais
diversificado for o pool de peconhas utilizado para a imunizacdo de cavalos, melhor serd o
soro anticrotalico produzido, de forma que o Unico tratamento para este acidente seja ainda
mais eficaz.

Palavras-chave: Crotalus durissus collilineatus, pegonha de serpente, proteoma, venémica,
variagoes individuais.
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1.1. Toxinas naturais e aplicacoes

Desde o inicio da histéria da humanidade, os venenos de animais ou plantas tém sido
amplamente utilizados. Eles eram usados na caca, em guerras e, também, para assassinatos.
Portanto, desde a pré-histdria, plantas, bem como serpentes e outros animais, tém sido
classificados como perigosos ou ndo (GALLO, 2008).

Toxinas naturais, de origem animal ou vegetal, ttm sido alvo de pesquisas desde
épocas mais remotas, devido ao grande interesse em descobrir os mecanismos pelos quais
esses componentes levam a efeitos toxicos quando interagem com organismos vivos. Com 0
passar dos anos, esses compostos foram utilizados com diversas finalidades, como armas
indigenas (secrecdo da pele de rds em flechas) e ferramentas moleculares para estudos de
diversos sistemas biologicos, tornando-se importantes alvos de pesquisa, mesmo quando
produziam efeitos maléficos. O estudo de suas estruturas e a compreensdo de seus
mecanismos de acdo permitiram o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos das vitimas
de envenenamentos, bem como a identificacdo de substancias capazes de antagoniza-las
(CERNI, 2012).

O interesse do homem por serpentes existe desde a antiguidade, visto que sempre
tiveram que conviver. Estes animais exerceram enorme fascinio sobre a humanidade desde 0s
tempos dos babilonios, estando sempre relacionados as atividades médicas, fazendo parte de
uma gama de simbolos relacionados a satde, como é o caso do simbolo da Medicina. Este €
constituido por um caduceu alado com duas serpentes enroladas. As serpentes, neste caso, sdo
simbolos de sagacidade e rejuvenescimento, devido as constantes trocas de pele, além de
serem consideradas simbolos do bem e do mal, representando a salde e a doenca,
respectivamente  (PRATES, 2002; NASCIMENTO; DE OLIVEIRA RAMOS;
LICHTENSTEIN, 2006).

O motivo do fascinio e medo que as serpentes causam nos seres humanos encontra-se
em sua peconha. No passado, muitos acreditavam que as consequéncias da picada de
serpentes peconhentas eram forcas além da natureza, imaginando que divindades vingativas
estavam incorporadas as serpentes. Devido a violéncia dos efeitos causados pela picada
ofidica, serpentes e suas peconhas foram envolvidas por supersticdes e mitos (RUSSELL,
2001).

Embora produzam maleficios ao homem, venenos e peconhas animais sdo importantes
ferramentas de estudo, sendo capazes de se ligarem a diversos receptores com grande

afinidade e especificidade. Peconhas de serpentes, escorpides, centopeias, conus e venenos de
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sapos vém se destacando em inumeras aplicagdes farmacoldgicas (BALDO et al., 2015;
HAKIM; YANG; LAI, 2015; ORTIZ et al., 2015; CHAN et al., 2016; MIR et al., 2016).

As peconhas de serpentes sdo misturas complexas, constituidas por componentes
enzimaticos, lipideos, proteinas de alta e baixa massa molecular, aminoécidos livres,
esteroides, histamina, além de outros componentes que tém a capacidade de interagir com
enzimas, membranas celulares, proteinas de membranas, receptores e canais idnicos de
diversos organismos (MENEZ; STOCKLIN; MEBS, 2006).

Toxinas animais também sdo usadas como farmacos. Da peconha da serpente
brasileira Bothrops jararaca foram isolados peptideos inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA), o que levou ao desenvolvimento de um dos medicamentos mais
prescritos para o tratamento de hipertensdo, o Captopril (FERREIRA; BARTELT; GREENE,
1970). O Tirofiban e o Eptifibatide sdo duas drogas antiplaquetarias disponiveis no mercado,
que foram baseadas em desintegrinas de peconhas ofidicas (KOH; KINI, 2012). A fibrolase é
uma metaloprotease isolada de Agkistrodon contortrix contortrix, utilizada como uma droga
fibrinolitica (BAJWA et al., 1982; RANDOLPH et al., 1992).

1.2. Serpentes peconhentas no mundo e no Brasil

As serpentes pertencem a classe Reptilia, ordem Squamata (Opell, 1811) e subordem
Serpentes (Linnaeus, 1758) (CALDWELL et al., 2015), a qual compreende mais de 3.400
espécies conhecidas (HSIANG et al., 2015). Habitando diversas partes do globo terrestre, as
serpentes peconhentas de importancia médica pertencem a 4 familias (WARRELL, 2012):

e Atractaspidinae — viboras buraqueiras;

e Colubridae — cobras arb6reas com presas posteriores;

e Elapidae — cobras, najas, cobras corais, mambas, serpentes australianas e maritimas;
e Viperidae — viboras asiaticas, cascavéis americanas e viboras do velho mundo.

A designagao de “pegonhentos” refere-se a animais que produzem toxinas em
glandulas especializadas e possuem aparatos capazes de inocula-las em outro organismo
(BERNARDE, 2009). Nas serpentes estes aparatos sdo constituidos por dois dentes
modificados, que inoculam a peconha na presa, associados a duas glandulas de peconha, as
quais produzem e armazenam as toxinas. Este sistema é utilizado pelas serpentes para se
defenderem de outros animais, bem como para matar e digerir presas (KARDONG, 1982;
MELGAREJO; CARDOSO, 2003).
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No Brasil, foram catalogadas até o momento 10 familias, 75 géneros, compreendendo
392 espécies (COSTA; BERNILS, 2015), sendo que destas, apenas trés familias sdo
consideradas peconhentas, a Elapidae, Colubridae e Viperidae. Estas familias incluem um
total de 62 espécies, cuja mordida causa acidentes que necessitam de tratamento médico
(CAMPBELL; LAMAR, 1989; LIRA-DA-SILVA et al., 2009; BERNARDE, 2014).

Serpentes da familia Viperidae podem ser facilmente identificadas por possuirem uma
cabeca triangular recoberta por pequenas escamas de aspecto semelhante as escamas do
restante de seu corpo (Fig. 1) (MELGAREJO; CARDOSO, 2003).

Figura 1. Serpente da familia Viperidae. A espécie Crotalus durissus collilineatus (Arquivo do Laboratério de
Toxinas Animais — LTA).

Essas serpentes possuem um aparelho inoculador solendglifo, ou seja, cada maxila
possui apenas um dente funcional, sendo este, por sua vez, agudo, grande e o0co
(MELGAREJO; CARDOSO, 2003). Associadas a este aparato inoculador, encontram-se as
glandulas de peconha, que se localizam na regido pos-orbital. Quando estas glandulas séo
comprimidas por musculos acessorios, a peconha € injetada na presa (JACKSON, 2007; FRY
et al., 2008; VONK et al., 2008).

Incluidas na familia Viperidae, estdo as subfamilias Viperinae e Crotalinae (WUSTER
et al., 2008). A subfamilia Crotalinae apresenta a fosseta loreal, um 6rgao termorreceptor, que

se localiza entre o olho e a narina da serpente, sendo capaz de detectar pequenas flutuacbes de
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radiacdo termal, detectando assim a presenca e a direcao de presas endotérmicas (BULLOCK;
COWLES, 1952; BAKKEN; KROCHMAL, 2007).

Esta subfamilia é composta por diversos géneros, dentre eles, Bothrops e
Bothrocophias, anteriormente denominado apenas Bothrops (FENWICK; EVANS;
PARKINSON, 2009), Crotalus (WUSTER; BERNILS, 2011) e Lachesis (FERNANDES;
FRANCO; FERNANDES, 2004). Esses géneros podem ser diferenciados pela cauda: o
género Bothrops possui uma cauda simples, sem modificacbes, apenas com escamas
subcaudais em pares; o género Crotalus, apresenta uma estrutura denominada chocalho ou
guizo, na terminacdo da cauda, que produz um ruido quando a serpente se encontra pronta
para 0 ataque ou irritada; e o género Lachesis tem as Ultimas escamas subcaudais ericadas e
modificadas, que terminam num espinho (MELGAREJO; CARDOSO, 2003). Bothrops e
Bothrocophias sdo géneros que podem ser diferenciados por sua filogenia, entretanto, estudos
anteriores demonstraram que este tipo de diferenciacdo ndo estd muito claro, levando a
incertezas na nomenclatura de espécies de importancia médica (CARRASCO et al., 2016).

As serpentes do género Crotalus s@o, popularmente, conhecidas como cascavéis,
maracambdia, cobra-de-quatro-ventas (VALLE; BRITES, 2012) e boicininga, ou serpente
tininte, na lingua indigena (AMARALL, 1973). Esse género também é caracterizado por ser
predador ativo, o qual se alimenta de pequenos mamiferos (LEMA; ARAUJO; AZEVEDO,
1983), passaros e lagartos (MACARTNEY, 1989).

No Brasil, as serpentes do género Crotalus sdo representadas apenas pela espécie
Crotalus durissus, sendo subdividida em 5 subespécies: C. d. collilineatus, que é encontrada
no centro-oeste, Minas Gerais e Sdo Paulo (norte); C. d. terrificus, na regido sul meridional e
oriental, em zonas altas e secas; C. d. marajoensis, na regido da Ilha de Marajo; C. d. ruruima,
encontrada no norte do pais; e C. d. cascavella, em regides da caatinga do nordeste do pais
(CAMPBELL; LAMAR, 1989; PINHO; PEREIRA, 2001).

Existe ainda uma sexta subespécie reconhecida por alguns autores, C. d. trigonicus,
que sdo encontradas em algumas regides do estado de Roraima (CAMILLO, 1998; AUTO,
1999). Entretanto, as alteracBes climaticas, sucessdes vegetais, bem como atividades
humanas, podem levar a mudancas na distribuicdo/abundancia destas espécies em diversas
regides (MENDELSON I11; JENNINGS, 1992).

1.3. A peconha crotdlica e seus componentes
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As peconhas das serpentes do género Crotalus sdo consideradas mais toxicas do que
as do género Bothrops, pois apresentam maiores nimeros de casos letais no Brasil. Os
acidentes botrdpicos, por sua vez, ocorrem com maior frequéncia (aproximadamente 10 vezes
maior) que os crotalicos. Estes géneros sdo 0s responsaveis pelos casos mais graves de
envenenamento no pais (BRAZIL, 1911; BELLUOMINI, 1984; FERREIRA JUNIOR, 2003).

As peconhas crotélicas sdo compostas majoritariamente por proteinas (90% a 95%)
(DA SILVA ARAUJO et al., 2016), carboidratos, cations metalicos, aminas biogénicas,
nucleosideos e uma pequena fracao lipidica e de aminoacidos livres (CAPRONI, 2009). Os
componentes proteicos podem ser divididos em componentes enzimaticos, como
serinoproteinases, metaloproteinases, L-aminoacido oxidases e fosfolipases A e ndo
enzimaticos como as desintegrinas, fatores de crescimento endotelial e neural, miotoxinas e
peptideos natriuréticos (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Entre os componentes proteicos da peconha crotalica, destaca-se a crotoxina, primeira
toxina isolada e cristalizada por Slotta e Fraenkel-Conrat (1938) (GRALEN; SVEDBERG,
1938). Ela corresponde entre 65% a 68% da peconha crotélica (DA SILVA; BIER, 1982),
sendo o componente mais toxico da peconha (HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971). A
crotoxina € composta por duas subunidades, uma basica (fosfolipase Az) e outra acida
(crotapotina), esta sem atividade enzimatica, mas capaz de inibir a atividade enzimatica e
aumentar a letalidade da fosfolipase A.. Esta fosfolipase apresenta, especialmente, acfes
miotdxicas e neurotdxicas, sendo capaz de inibir a liberacdo de neurotransmissores na placa
motora. Porém, esta acdo sO é realizada se a fosfolipase A, estiver complexada com a
crotapotina, pois esta atua como chaperona, prevenindo ligacdes inespecificas da fosfolipase
Ao, certificando que esta atue na juncdo pré-sindptica (CHANG; SU, 1981; BON et al., 1988;
CHOUMET et al., 1993; CLISSA, 1997).

A crotamina, isolada pela primeira vez por Goncalves e Vieira (1950), é uma proteina
com acdo miotoxica, que atua nas membranas das fibras musculares, despolarizando as
células (OGUIURA; BONI-MITAKE; RADIS-BAPTISTA, 2005). Essa toxina pode estar
presente ou ndo em serpentes brasileiras, dependendo da regido que habitam (SCHENBERG,
1959).

A giroxina, toxina que também faz parte da composicdo da peconha crotélica, € uma
enzima trombina-simile (ALEXANDER et al, 1988), capaz de agir sobre proteinas
plasmaticas, levando a distdrbios hematoldgicos (SERRANO; MAROUN, 2005). Essa toxina
causa uma lesdo no labirinto e induz o animal envenenado a girar em torno do seu préprio
eixo (BACILA, 1961; BARRABIN et al., 1978; SEKI; VIDAL; BARRIO, 1980).
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A convulxina é um heterodimero de cadeias a ¢ B (MARLAS, 1985), isolado pela
primeira vez por Prado-Franceschi e Vital-Brazil (1981). Essa toxina é um potente ativador da
agregacdo plaquetéaria (VARGAFTING et al., 1980; FRANCISCHETTI et al., 1997).

Além desses quatro componentes, existem muitos outros pouco estudados, devido as
suas baixas quantidades nas peconhas crotalicas, tais como metaloproteases (JIA et al., 1996),
L-amino4cido oxidases (DU; CLEMETSON, 2002), hialuronidase (BORDON et al., 2012),
lectinas tipo — C (OGAWA et al., 2005), serinoproteases (BOLDRINI-FRANCA et al., 2015),
desintegrinas (CALVETE et al., 2005) e peptideos potencializadores de bradicinina
(HIGUCHI et al., 2006).

Atualmente ja foram descritos componentes com atividades terapéuticas, como a
crotalfina, peptideo capaz de promover analgesia (KONNO et al., 2008) e enzimas trombina-
Simile, utilizadas como “selante de fibrina” para a sutura de feridas (BARROS et al., 2009).

Além de contribuirem para o acidente crotalico, estes componentes proteicos foram
essenciais para a evolugdo das serpentes, imobilizando, paralisando, matando e digerindo
animais maiores que as serpentes, fazendo com que este evento predatorio deixasse de ser
mecanico, passando a ser quimico (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Todos estes componentes estdo suscetiveis a variacdo qualitativa e quantitativa,
sujeitando as peconhas a alteragdes em suas propriedades e atividades biologicas
caracteristicas. Por consequéncia, pode haver alteracdes na toxicidade, a qual é representada
pelas manifestacbes clinicas ocasionadas pela composicdo da pegonha, poténcia e
toxicocinética de cada toxina (DA SILVA ARAUJO et al., 2016).

1.4. Acidentes ofidicos e a producéo do soro antiofidico

Os acidentes ofidicos em regifes tropicais sdo considerados um grave problema de
salde publica, devido a sua frequéncia e a relacdo morbidade/mortalidade, entrando no rol de
condicBes negligenciadas pertencentes a lista do Departamento de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em janeiro de 2007
(PINHO; PEREIRA, 2001; WHO, 2007; CRUZ et al., 2009; GUTIERREZ; PEREANEZ,
2016). Esse problema afeta principalmente trabalhadores rurais, com destaque para 0S
homens, e criancgas de paises pobres e em desenvolvimento da América Latina e Oceania, bem
como do continente africano e asiatico (WHO, 2007).

Com relacdo a epidemiologia do ofidismo, verifica-se que existe uma subnotificacéo

dos acidentes em todas as partes do globo terrestre. Isto ocorre porque, muitas vezes, 0S
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pacientes ndo procuram atendimento médico, ou sdo atendidos e transferidos, ndo sendo
registrados pelo sistema de saude. Além disso, existe a falha de notificacdo (CUPO, 2015).
Pouco conhecidas, porém impactantes, sdo as sequelas anatdmicas e funcionais
causadas pelo acidente ofidico, que, apesar de ndo ser conhecido o nimero de ocorréncias, é
maior que 0s casos de Obito. Aproximadamente, mil pacientes por ano sdo vitimas deste
problema, com gravidade ainda desconhecida (GUTIERREZ et al., 2010; CHIPPAUX, 2015).
A partir dos dados epidemioldgicos obtidos através do Sistema de Informacdes de
Agravos de Notificacdo (SINAN), entre os anos de 2011 e 2015 é perceptivel a oscilacéo
entre 0s nimeros de acidentes ofidicos, variando entre 18 mil e 30 mil casos notificados por
ano até o momento (os dados entre os anos de 2013 e 2015 ainda estdo sujeitos a revisao),
além dos numeros de acidentes que ndo foram notificados. Os acidentes crotalicos oscilaram

entre 1.400 a 2.500 casos notificados por ano (Tab. 1).

Tabela 1. Acidentes ofidicos no Brasil entre os anos de 2011 e 2015.

Ano Bothrops Crotalus Lachesis Micrurus  N&ao-pegonhentas . Na}o Total
identificadas

2010 21.584 2.378 1.031 210 1.185 3.275 29.663
2011 21.791 2.487 1.002 227 1.247 3.338 30.092
2012 21.062 2.295 894 246 1.296 3.513 29.306
2013*  20.530 1.934 939 252 1.376 3.363 28.394
2014*  19.404 1.911 835 213 1.403 3.404 27.170
2015*  13.373 1.422 524 139 897 2.210 18.565

Fonte: Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo
*Dados sujeitos a revisao

No Brasil, a notificagdo compulsoria dos acidentes ofidicos levou a criacdo de um
sistema de troca de informacdes epidemioldgicas e soros antiofidicos entre as Secretarias
Estaduais de Salude e o Ministério da Salde. Desta forma, houve um melhor
dimensionamento do ofidismo na populacdo brasileira, possibilitando, assim, o
aprimoramento no controle desse tipo de acidente (CARDOSO; WEN, 2003).

O envenenamento crotalico tem uma acdo neurotoxica devido, principalmente, a
presenca de neurotoxinas como a crotoxina, atingindo o sistema nervoso central e periférico.
Sua ac¢do € semelhante a do curare, induzindo uma paralisia devido a inibicdo da liberacdo de
acetilcolina na fenda sinaptica (TOKARNIA et al., 2014). Entre os efeitos do envenenamento,
destacam-se a ptose palpebral, parestesia de musculos faciais (face miasténica) e paralisia
gradual dos musculos respiratérios (AZEVEDO-MARQUES, CUPO; HERING, 2003).

A crotoxina, bem como a crotamina, causam os efeitos miotdxicos, levando a uma

lesdo tecidual sistémica de musculos esqueléticos. Consequentemente, o processo de
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rabdomidlise é desencadeado, seguido de mioglobindria (TOKARNIA et al., 2014). Uma
lesdo tubular renal pode surgir devido a mioglobindria, o que pode ocasionar insuficiéncia
renal aguda (IRA) e consequente oligUria ou andria, sendo uma das principais causas de 6bito
do paciente, assim como o choque cardiovascular (WHO, 2007; TOKARNIA et al., 2014).

Além disso, a vitima apresenta um quadro de dor difusa e valores aumentados de
lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST), aldolase e creatinoquinase
(CK) (AZEVEDO-MARQUES, CUPO; HERING, 2003).

Semelhante a acdo da trombina, a peconha crotalica consome os fatores da coagulagéo,
em especial, o fibrinogénio, levando a um quadro de hipofibrinogenemia, 0 que torna o
sangue incoagulavel (THOMAZINI; BARRAVIERA; BARRAVIERA, 1994; SAUDE, 1998;
TOKARNIA et al., 2014).

O unico tratamento existente para o acidente ofidico € o soro antiofidico, ou seja,
imunoglobulinas hiperimunes obtidas a partir de animais imunizados com a pegonha
especifica (WHO, 2010). Mais de um século depois de sua introdugdo na clinica dos
envenenamentos por Albert Calmette, em 1895, este tipo de tratamento é essencial, porém
sempre € necessario que o paciente seja reavaliado e, também, limitac6es dos pacientes devem
ser consideradas. Por exemplo: pacientes com problemas cardiacos, respiratorios e que
apresentem o quadro de insuficiéncia renal devem ser tratados com o soro e técnicas de
emergéncia devem ser utilizadas (WARRELL, 2010).

Desde 1986, com a implantacdo do Programa Nacional de Controle de Acidentes
Ofidicos pelo Ministério da Saude no Brasil, ampliado para outros animais peconhentos em
1988, a producéo do soro antiofidico foi padronizada. Atualmente, é realizada apenas por trés
instituicbes: Instituto Vital-Brazil, Instituto Butantan e Fundacdo Ezequiel Dias, as quais
distribuem o soro gratuitamente para instituicdes de satide (WEN et al., 2015).

A producdo do soro antiofidico inicia-se com a extracdo das peconhas ofidicas, na qual
uma mistura de peconhas de diferentes subespécies do mesmo género é preparada e
denominada antigeno. Este antigeno € inoculado em cavalos, seguido de uma sangria
exploratdria, em que é realizada a titulacdo de anticorpos especificos, sangria de producéo e
plasmaferese. O plasma é colhido e fracionado para extracdo e purificacdo de
imunoglobulinas ativas. Dependendo da técnica de fracionamento, podem ser obtidas trés
diferentes preparacdes de imunoglobulinas (PARRA et al., 2009; GUTIERREZ; LEON;
BURNOUF, 2011):

e Fab monovalente — plasma digerido com papaina e fracionado com sulfato de amdnio

(AL-ABDULLA et al., 2003);
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e Fragmentos de F(ab’), — plasma digerido com pepsina e fracionado com sulfato de

amonio ou &cido caprilico (RAW et al., 1991; GRANDGEORGE et al., 1996);

e 1gG inteira — plasma fracionado com sulfato de amdnio e 4cido caprilico (BOLANOS,

1977; ROJAS; JIMENEZ; GUTIERREZ, 1994).

Apobs algum destes processos, 0s antivenenos (AV) sdo mantidos liquidos ou podem
ser liofilizados, o que garante sua estabilidade (WHO, 2010).

Atualmente existem cinco tipos de AV produzidos no Brasil: Bothrops AV, Crotalus
AV, Micrurus AV, Bothrops-Crotalus AV e Bothrops-Lachesis AV, sendo o Crotalus AV
produzido por peconhas de C. d. terrificus (50%) e C. d. collilineatus (50%) (WEN et al.,
2015).

Antigamente, para essa producdo, 0s aspectos bioquimicos e imunoquimicos das
toxinas do envenenamento ndo eram levados em consideracdo. Apesar dos avangos em
relacdo a eficacia e seguranca, a producdo do soro ndo foi significativamente modificada,
faltam medidas para que haja melhorias no desenvolvimento e fabricagdo, a fim de atender
esses, e outros parametros de qualidade (GUTIERREZ; LEON; BURNOUF, 2011).

Os componentes de uma peconha ofidica sofrem variagdes de acordo com a espécie,
género, idade, habitat, habitos alimentares, comportamentais, além de variarem conforme
mudancas climaticas. Devido a estas variacdes, é dificil selecionar as peconhas que véo
compor o antigeno a ser usado na producdo do soro antiofidico (WILLEMSE, 1978;
CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; FERREIRA et al., 1992; LOURENCO et al.,
2013). Desta forma, estudos de variacdes intraespecificas tornam-se necessarios para uma
melhor compreensdo dos quadros de envenenamento, além de auxiliar no desenvolvimento de

um soro antiofidico mais eficaz.

1.5. Protedmica, venémica e vendmica de C. d. collilineatus

A partir de diferentes metodologias para elucidar mecanismos bioquimicos e
fisiologicos de determinadas patologias, foi criada a protebmica. Esta abordagem permite
realizar comparacGes quantitativas e qualitativas de componentes proteicos expressos por
células, tecidos ou 6érgdos, identificando-os individualmente, para que possam ser
caracterizados e relacionados aos estados fisioldgicos ou patoldgicos do organismo estudado
em determinadas condi¢des (NOVOA-HERRAN; SANCHEZ-GOMEZ, 2011; SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2012).
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Wasiinger e colaboradores (1995) introduziram o conceito de proteoma e, a partir
disso, a andlise protedmica foi sendo caracterizada, a qual faz uso, principalmente, de técnicas
de eletroforese bidimensional (2D) e espectrometria de massas, fundamentais na
caracterizacdo de marcadores bioldgicos, identificacdo de moléculas e descoberta de vias
metabOlicas de etapas celulares (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2012). Com o advento de
técnicas protedmicas, Calvete e colaboradores (2007) iniciaram o projeto “Snake Venomics”,
realizando estudos protedmicos de peconhas de serpentes da familia Viperidae (Fig. 2) e, a
partir deste projeto, abordagens sobre a protedmica e o transcriptoma das glandulas de
peconha de mais de 120 taxa foram realizados (GAO et al., 2014).

O protocolo proposto no projeto “Snake Venomics” para 0 estudo protedbmico inicia
com o fracionamento das peconhas ofidicas através de cromatografia liquida de alta presséo,
utilizando uma coluna de fase reversa C-18 (RP-HPLC), seguida de eletroforese em gel de
poliacrilamida com tampdo contendo dodecil sultafo de sddio (SDS-PAGE), sequenciamento
aminoterminal ou N-terminal, determinacdo de massas moleculares por espectrometria de
massas e determinacdo do contetdo de cisteinas (S-S ou SH). Assim, ¢ feita a caracterizacéo
inicial do contetdo proteico de cada fracdo da peconha. As fracBes que apresentarem uma
Unica banda eletroforética, massa molecular e sequéncia aminoterminal podem dar inicio a
caracterizacdo do proteoma da peconha. Entretanto, fracbes que apresentam N-terminal
blogueado ou conteudo eletroforético heterogéneo, tém as bandas de interesse extraidas do gel
e estas sdo reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptideos gerados serdo
analisados por espectrometria de massas, a fim de obter a identidade de cada proteina. Desta
forma, é possivel obter a identidade de proteinas que representam mais de 0,05% da peconha
e, assim, determinar a composicao dessa peconha (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Sequenciamento — Composicao da
aminoterminal peconha \

2 - RP-HPLC em Sequenciamento
Eegonba;ofidics coluna C-18 por MS/MS

l |

SDS-PAGE ‘ Digestio em gel ‘ Esl:ieec;:.:::::na

Figura 2. Projeto “Snake Venomics”. Esquema simplificado da abordagem protedmica de pegonhas ofidicas
(CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007; LOMONTE et al., 2014).
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Com a introducdo dessa técnica, algumas vantagens em relacdo ao estudo de pegonhas
ofidicas foram reveladas, por exemplo, além de determinar 0s componentes presentes na
peconha, a abundancia semi-quantitativa dos mesmos também pode ser estimada (LOMONTE
et al., 2014). Outra vantagem é a determinacdo da capacidade do soro antiofidico em
reconhecer e neutralizar os componentes proteicos existentes na pegonha, denominada
“Antivenomica”, a qual combina a técnica protedmica com técnicas de imunologia
(CALVETE et al., 2009b).

A venbmica das peconhas de serpentes do género Crotalus ja foi determinada por
diversos autores de forma indireta através do transcriptoma da glandula de peconha, associado
a bioinformatica ou diretamente, utilizando técnicas protedmicas propriamente ditas (Tab. 2)
(CALVETE, 2013b).

Tabela 2. Peconhas ofidicas do género Crotalus as quais foram submetidas a analises
transcriptomicas e protedmicas (adaptada de Calvete (2013b), com atualizagdes).

Espécie Transcriptoma Proteoma

ROKYTA et al., 2011

ROKYTA et al, 2012 MARGRES et al., 2014

Crotalus adamanteus

FOX et al., 2006

Crotalus atrox CALVETE et al., 2009a

Crotalus durissus cascavella BOLDRINI-FRANCA et al., 2010
Crotalus durissus collilineatus BOLDRINI-FRANCA et al., 2009 BOLDRINI-FRANCA et al., 2010
Crotalus durissus cumanensis CALVETE et al, 2009c
Crotalus durissus durissus CALVETE etal, 2009c
Crotalus durissus ruruima CALVETE et al, 2009c

CALVETE et al, 2009c

Crotalus durissus terrificus GEORGIEVA et al., 2010

ROKYTA; WRAY; MARGRES,

Crotalus horridus ROKYTA et al., 2015

2013
Crotalus scutulatus scutulatus MASSEY et al., 2012
Crotalus simus DURBAN et al., 2011 CALVETE et al, 2009c
Crotalus tigres CALVETE etal., 2012
Crotalus vegrandis VIALA et al., 2015 VIALA et al., 2015
Crotalus viridis viridis SAVIOLA et al., 2015

Em relacdo a venémica de C. d. collilineatus, Boldrini-Franca e colaboradores (2009)
realizaram o transcriptoma da glandula de peconha, demonstrando que a crotoxina representa
88% do total de transcritos desta peconha. Nesse trabalho, foram identificadas toxinas que

também sdo expressas na peconha de C. d. terrificus, como o fator de crescimento neural
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(NGF), bem como toxinas desconhecidas para a espécie C. durissus, como o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e a cardiotoxina.

Boldrini-Franca e colaboradores (2010) também determinaram o proteoma destas
peconhas, bem como o da subespécie C. d. cascavella, com o intuito de comparar o perfil
proteico expresso por estas subespécies. Esse estudo demonstrou que a peconha de C. d.
collilineatus apresenta crotamina em sua composi¢do, enquanto a de C. d. cascavella
apresentou altas concentracdes de uma fosfolipase A miotdxica. As peconhas destas
subespécies se assemelham a da subespécie C. d. terrificus, sendo que as diferencas
encontradas podem ser devido a localizacdo geografica onde estas trés subespécies séo
encontradas.

O estudo protedmico também permite a comparacgdo entre individuos pertencentes a
uma mesma espécie. No caso de serpentes, através do conhecimento da pegonha individual, o
soro antiofidico podera ser produzido com maior especificidade, aumentando sua eficacia
frente ao envenenamento (MENDOZA et al., 2009; GUTIERREZ, 2011).

Desta forma, estudos mais aprofundados sobre a composicdo das peconhas ofidicas
puderam ser realizados. Entretanto, as variacdes individuais entre peconhas de serpentes da
mesma espécie sdo raramente documentadas, apesar da ciéncia de muitos pesquisadores sobre
a ocorréncia destas. Essas varia¢Oes individuais podem ser um fator de impacto nos estudos
de peconhas ofidicas (KOPPER et al., 2015).

Frente aos poucos estudos protedmicos realizados com peconhas de C. d. collilineatus,
serpente que habita a regido sudeste do pais, a ocorréncia de varia¢fes individuais que podem
inferir na eficacia do soro antiofidico, unico antidoto utilizado na terapia do envenenamento, a
proposta deste trabalho foi analisar comparativamente o proteoma dessa subespécie,
utilizando a peconha de 22 individuos, bem como verificar as diferencas bioquimicas e
imunologicas que poderiam ocorrer diante do envenenamento por estes individuos.
Comparacbes qualitativas e quantitativas de componentes proteicos da peconha séo
importantes para a compreensdo do envenenamento, bem como para a escolha de serpentes
utilizadas para a producdo do soro utilizado na terapéutica (CHIPPAUX; WILLIAMS;
WHITE, 1991; THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003).
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O acidente ofidico é uma das doencas ocupacionais negligenciadas em todo o mundo,
em especial no Brasil, onde existe a ocorréncia de, aproximadamente, 30 mil casos de
envenenamento por ano. Sendo assim, estudos relacionados aos acidentes ofidicos tem se
tornado muito relevantes, em relacdo a melhoria do tratamento e profilaxia destes acidentes,
bem como, em relacdo a busca de novas ferramentas biotecnolégicas a partir das peconhas de
serpentes.

O presente estudo fez uso de técnicas Omicas para a identificacdo de proteinas
presentes nas peconhas de 22 serpentes da subespécie Crotalus durissus collilineatus, de
forma que o proteoma desses individuos foi elucidado, evidenciando proteinas pela primeira
vez na peconha desta subespécie.

Os resultados demonstraram que existem variacdes intraespecificas entre 0s 22
individuos desta subespécie, sendo que estas variagdes sdo qualitativas, mostrando que apenas
dois desses individuos apresentaram a proteina crotamina, e quantitativas, as quais mostram
que todos 0s componentes da pegonha variam entre os individuos. Estas diferencas podem
levar a alteracbes quanto a toxicidade das peconhas dessas serpentes, interferindo no
tratamento do acidente ofidico.

A toxina hialuronidase, além de apresentar sequéncias peptidicas que ndo estdo
depositadas no banco de dados UniProtKB, também mostrou que diferentes peconhas podem
conter diferencas quantitativas importantes desta enzima. Desta forma, a toxicidade pode
também ser diferente.

Apesar de todas as diferencas intraespecificas, as imunorreatividades do soro
anticrotalico do Instituto Butantan com as pegonhas desses 22 individuos foram semelhantes,
mostrando que o soro produzido por esta instituicdo é adequado para o tratamento do
envenenamento crotalico, pois foi capaz de reconhecer todas as peconhas. Porém nao foi
capaz de reconhecer com tanta eficiéncia todos os componentes das peconhas.

As analises do soro de animais envenenados por peconhas de diferentes individuos de
C. d. collilineatus mostraram que estas peconhas podem produzir diversos efeitos
imunoldgicos e bioquimicos nas vitimas, dependendo da variabilidade dos seus componentes,

0 que pode interferir na sintomatologia deste tipo de envenenamento.
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