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RESUMO

FARIAS, I.B. de. Estudo comparativo do Veneno Botropico de Referéncia
em relacdo ao veneno das serpentes Bothrops jararaca nascidas em
cativeiro no Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan. 2016. 95 p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

A composicdo do veneno das serpentes pode variar de acordo com a idade,
género e a regido de origem, tornando 0s venenos desses animais um
importante campo na pesquisa cientifica e biomédica. O veneno das serpentes
do género Bothrops tém como principais atividades fisiopatologicas:
proteolitica, hemorragica e coagulante. Em 1987, O Instituto Nacional de
Controle e Qualidade em Saude no Brazil (INCQS) definiu o Veneno Botrdpico
de Referéncia Nacional (VBRN), que é composto pela primeira extracdo das
serpentes recém-chegadas da natureza ao Instituto Butantan (IB) (Sao Paulo,
Brasil), como referéncia para ensaios biologicos e bioquimicos dos antivenenos
de todos os produtores brasileiros de soro antibotrépico. Contudo, tem-se
observado uma queda gradual na recepcdo das serpentes da natureza ao IB,
além disso, estas pertencem a uma distribuicdo geografica restrita, resultando
em uma menor variabilidade dos venenos que compéem o VBRN. O objetivo
deste trabalho foi comparar os venenos das serpentes nascidas em cativeiro no
Laboratério de Herpetologia do IB (plantel) e o VBRN, por meio de ensaios
bioquimicos e biolégicos, para verificar a possibilidade de incorporar estes
venenos na producdo do VBRN. Muitos dos testes realizados, como a
concentracdo de proteinas, a atividade fosfolipasica, o SDS-PAGE, o gel
bidimensional, o Western blotting e a atividade coagulante sobre o plasma,
mostraram-se similares entre os dois grupos. No entanto, a cromatografia
liguida de alta performance - fase reversa (RP-HPLC) revelou algumas
proteinas com concentracdes diferentes nos dois grupos. Por outro lado, as
atividades de L-aminoacido oxidase, a caseinolitica e a coagulante sobre o
fibrinogénio foram maiores no veneno do plantel do que no VBRN. A zimografia
mostrou que os venenos atuam diferentemente em diferentes substratos, como
gelatina e caseina. O VBRN exibiu uma maior atividade hemorragica que o
veneno do plantel. O teste de ELISA mostrou que o VBRN teve um titulo de
anticorpos superior ao do veneno do plantel, contudo, os titulos apresentaram a
mesma ordem de grandeza. Com relacdo a dose letal média (DLso), a
toxicidade tem diferenca significativa entre os grupos, com o VBRN sendo mais
toéxico do que o veneno do plantel. No entanto, a mistura dos dois venenos
mostrou uma toxicidade ainda maior do que a deles sozinhos, bem como para
a dose efetiva média (EDso), em que a mistura do veneno do plantel com o
VBRN mostrou uma maior neutralizagdo quando comparado aos venenos do
plantel e do VBRN separados. Os dados ilustram a complexidade
intraespecifica que ocorre nos venenos de serpentes, que podem ser atribuidos
aos fatores ontogenéticos, sexuais e ambientais que afetam a variabilidade do
veneno das serpentes Bothrops jararaca. Esses resultados sugerem a incluséao
do veneno do plantel ao VBRN, sem que haja perda da qualidade desse
veneno.

Palavras chaves: Bothrops jararaca. Veneno de serpente. Soro antibotropico.
Comparacéo. Plantel. Veneno Botrépico de Referéncia Nacional.



ABSTRACT

FARIAS, I.B. de. Comparative study between Bothropic reference venom
and venom from Brazilian Bothrops jararaca snake born in captivity in the
Herpetology Laboratory of Butantan Institute. 2016. 95 p. Masters thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2016.

The composition of the snake venom may vary according to the snakes age,
gender, and region of origin, making the snake venoms an important field of
scientific and biomedical research. Bothrops snake venoms have as main
pathophysiological activities: proteolytic, hemorrhagic and coagulant. In 1987,
the National Institute of Quality Control in Health in Brazil (INCQS) established
the Brazilian Reference Bothropic Venoms (BRBV), which should be composed
of the first extraction of newcomers wild snakes in Instituto Butantan (IB) (S&o
Paulo, Brazil), as reference for biological and biochemical assays of antivenoms
from all Brazilian antibothropic serum producers. However, it has been
observed a gradual decreased in the number of snakes donated to the IB,
moreover, they belong to a restricted geographical distribution, resulting in a
lower variability of venoms to the BRBV composition. The aim of this work was
to compare the venoms from snakes born in the Herpetology Laboratory of the
Instituto Butantan (captivity) and the BRBV, by means of biochemical and
biological assays, in order to verify the possibility of incorporating these venoms
in the composition of the BRBV. Many of the tests performed, such as the
protein concentration, phospholipase activity, SDS-PAGE, two-bidimensional
gels, Western blotting and clotting activity of the plasma were similar between
the two groups. However, High performance liquid chromatography- reversed
phase (RP-HPLC) revealed some proteins at different concentrations in the two
groups. On the other hand, the L-amino acid oxidase and caseinolytic activities,
and the coagulant activity on the fibrinogen in captivity venom were higher than
the BRBV. Zymography showed that the venoms act differently on different
substrates, such as gelatin and casein. The BRBV exhibited greater
hemorrhagic activity than the captivity venom. The ELISA test showed that
BRBV had a higher antibody titer than the captivity venom, however, the titles
are in the same order of magnitude. Regarding the median lethal dose (LDso),
toxicity has a significant difference between the groups with BRBV being more
toxic than captivity venom, however, the mixture of both venoms showed
greater toxicity than captivity venom or BRBV alone. Similarly, considering the
median effective dose (EDso), the mixture of the captivity venom with BRBV
showed greater neutralization activity than captivity venom and BRBV
separated. The data illustrate the intraspecific complexity that occurs in snake
venoms that can be attributed to the ontogenetic, sexual and environmental
factors that affect the variability of the venom of the Bothrops jararaca snakes.
These results suggest the inclusion of the captivity venom to BRBV, without
loss of quality of this venom.

Keywords: Bothrops jararaca. Snake venom. Anti-Bothropic serum.
Comparison. Captivity. Brazilian Reference Bothropic Venoms.
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1. INTRODUCAO

1.1  Serpentes

As serpentes sao animais que causam na maioria das pessoas O
encantamento ou 0 medo. E nitida a sua simbologia dentro da cultura humana,
cercada por diversos mitos, rituais e historias ao redor do mundo. Esses
animais sdo muito visados pela abundante fonte de supersticdo que o0s
envolve, além de possuirem glandulas de veneno que contém componentes
complexos bioativos, potencialmente importantes para a utlizagdo como
farmacos para o tratamento de diversas doencas (GARDINER; OSBORN,
2005).

Ha muito tempo, a humanidade vem sofrendo envenenamentos causados
por picadas de animais peconhentos, que s&o aqueles que produzem
substancias téxicas em glandulas especializadas e que apresentam aparelho

apropriado para inoculacao do veneno (BUTANTAN, 2006).

Aproximadamente 600 das 3.000 espécies de serpentes conhecidas
mundialmente sdo peconhentas. Predominantemente, esses animais sao
encontrados em regides tropicais e equatoriais, mas podem ser encontradas
em qualquer regido do planeta, com excecao da Antartida (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2007).

No Brasil, existem aproximadamente 390 espécies de serpentes, uma das
faunas mais ricas no mundo, classificadas dentro de 73 géneros, reunidas em 9
familias. Porém, apenas duas dessas familias sdo conhecidas como
peconhentas (Viperidae e Elapidae). As serpentes chamadas de corais, do
género Micrurus, sdo as representantes da familia Elapidae nas Américas,
enquanto a familia Viperidae representa o grupo de serpentes com maior
importancia para a saude publica, compreendendo os géneros Bothrops,
Crotalus e Lachesis (Figura 01) (ALVES, 2007; COSTA; BERNILS, 2014,
2015).

Os acidentes ofidicos sdo um problema de saude publica no mundo,
especialmente nas zonas rurais. Mundialmente, ocorrem cerca de 2,5 milhGes
de envenenamentos por serpentes a cada ano, consequentemente, 10% (250

mil) desses envenenados ficam com sequelas, e, pelo menos, 4% (100 mil)
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entram em Obito. Com isso, em abril de 2009, a Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS) incluiu os acidentes causados por serpentes a lista de Doencas
Tropicais Negligenciadas (TAMBOURGI, 2010; WARRELL, 2010).

Além da grande extensdo territorial e suas diferencas regionais de
desenvolvimento, o Brasil também demonstra problemas quanto aos relatos
dos acidentes ofidicos. Este fato faz com que haja uma necessidade de
investimentos na preparacdo de pessoal especializado, bem como maior
namero de unidades de atendimento para fornecer um relato real da situacao
nacional dos acidentes ofidicos (LUCAS, 2009; SINITOX, 2009).

A maior parte dos acidentes ocorre nos meses mais quentes e chuvosos do
ano (entre janeiro e maio). Cerca de 86,7% dos acidentes sdo atribuidos as
serpentes do género Bothrops, 8,6% ao género Crotalus, enquanto os géneros
de Lachesis e Micrurus representam valor inferior a 5% das ocorréncias
registradas pelo Ministério da Satde no ano de 2014 (SAUDE, 2014).

Figura 01 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil, segundo o género da serpente
causadora do acidente (SAUDE, 2014).
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1.2 Bothrops jararaca

O género Bothrops, pertencente a familia Viperidae, compreende cerca de
30 espécies que se distribuem por todo o territorio nacional. S&o animais que
habitam principalmente zonas rurais e periferias de grandes cidades, com
preferéncia a ambientes Umidos, como matas e areas cultivadas, e que tenham
grande incidéncia de roedores, sua principal fonte de alimentagdo (CARDOSO,
2009). Esse género possui algumas das espécies mais importantes do ponto

de vista clinico, apresentando o maior numero de acidentes ofidicos no Brasil,
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tendo sido responsavel por 17.406 dos 20.073 acidentes ofidicos anuais
registrados no Brasil em 2014 (SAUDE, 2014).

As serpentes desse género podem ser identificadas através de algumas
caracteristicas importantes, como a cabeca em formato triangular e a denticao
solendglifa, ou seja, um par de dentes funcionais, inoculadores de venenos,
extremamente grandes, ocos e agudos, que, em repouso, ficam em paralelo ao
cranio do animal, mas que, no momento do bote, essas presas sao
movimentadas em até 90° (Figura 02). Outra caracteristica importante é a
presenca da fosseta loreal, um érgdo sensorial capaz de captar calor para
detectar a presa cuja temperatura corporal seja superior a do ambiente. Além
disso, a espécie Bothrops jararaca (B. jararaca) apresenta caracteristicas
morfologicas tipicas, como manchas em formas triangulares distribuidas em
ambos os lados do corpo, com coloracdo que podem variar do castanho claro
até uma pigmentacdo quase preta. As fémeas sao relativamente maiores e
mais robustas do que os machos, além de possuirem maior tamanho de
cabeca (Figura 03). Habitando uma vasta area geografica do Brasil, é a
espécie mais comum em toda a Regido Sudeste, sendo encontrada desde o
sul da Bahia até o Rio Grande do Sul (Figura 04) (CARDOSO, 2009; JANEIRO-
CINQUINI; LEINZ; FIGUEIREDO, 1992; MORAES, 2008).

Figura 02 - Cabeca das serpentes do género Bothrops. Presas em repouso e preparadas para
o bote (BRASIL, 2001).
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Figura 04 - Distribuicdo geografica da serpente B. jararaca no Brasil.

O tamanho médio da serpente B. jararaca € de 1 metro de comprimento,
porém, espécimes de 1,5 metros ja foram observados. Nascem no periodo
entre fevereiro e marco, medindo aproximadamente 20 cm, em ninhadas de 3 a
35 filhotes (Figura 05).

Figura 05 - Filhote de B. jararaca (Fonte: Dr. Savio Stefanini Sant’Anna).

Os individuos de B. jararaca apresentam mudancas ontogenéticas na
sua dieta. Quando jovens e na hatureza, alimentam-se principalmente de
anfibios anuros, em menor extensdo de lagartos e, eventualmente, de
pequenos roedores. Os individuos adultos alimentam-se principalmente de

roedores, que podem ser desde camundongos até preas (BJARNASON; FOX,
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1988; HARTMANN; HARTMANN; GIASSON, 2003; MARTINS; MARQUES;
SAZIMA, 2002).

1.3 Venenos

O veneno das serpentes desempenha um importante papel fisiologico,
iniciando e auxiliando a digestdo das presas, contribuindo para o mecanismo
de defesa contra predadores e sendo responsavel pelo dominio das presas
(GANS; ELLIOTT, 1968; MACKESSY, 1993; THOMAS; POUGH, 1979).
Contendo assim, componentes que agem sinergicamente para afetar
processos vitais da presa, atuando no sistema nervoso, cardiovascular,
locomotor e ainda na coagulacdo do sangue e na permeabilidade das
membranas (KARLSSON; LEE, 1979).

Os venenos das serpentes peconhentas sdo produzidos em glandulas
especializadas, capazes de sintetizar e secretar uma grande quantidade de
substancias biologicamente ativas. Acredita-se que a glandula de veneno tenha
surgido ha cerca de 200 milhdes de anos na evolucdo dos Squamata, sendo
fator principal da diversidade ecoldgica de serpentes e lagartos. Além disso,
que a glandula de veneno nas serpentes represente uma modificacdo das
glandulas salivares e o aparecimento e desenvolvimento de um aparato
venenifero (FRY et al.,, 2006; KOCHVA; NAKAR; OVADIA, 1983; THOMAS;
POUGH, 1979).

A familia Viperidae abriga espécies que possuem um alto grau de
especializacdo no aparato venenifero, caracterizado por modificacbes
morfologicas importantes, como: uma musculatura cefalica bem desenvolvida,
sobretudo, proxima as glandulas de veneno, além de dentes moveis e
canaliculados, implantados na parte anterior do maxilar moével, que permite a
movimentagado das presas para frente no momento do bote (GANS; ELLIOTT,
1968; KOCHVA, 1987; THOMAS; POUGH, 1979).

O veneno das serpentes do género Bothrops é conhecido pela sua
complexidade, constituido principalmente por proteinas (aproximadamente 90%
do seu peso seco), carboidratos (10 a 30%) e em pequenas proporcoes,
lipidios, nucleotideos, aminoacidos, peptideos e componentes inorganicos
(DEVI, 1968; GOMES, 2006, 2008; IWANAGA; SUZUKI, 1979).
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Uma grande variedade de enzimas estd presente na composicdo dos
venenos botropicos, tais como, metaloproteinases (SVMP), fosfolipases A2
(PLA2), SVSP, L-aminoacido oxidases (LAAO), hialuronidases, enzimas
ativadoras de fator X e protrombina, além de vérias esterases, endopeptidases
e fosfatases (AMARAL et al., 1991; IWANAGA; SUZUKI, 1979).

Embora a composicdo dos venenos botropicos seja bem complexa e
heterogénea, seus efeitos sdo caracteristicos de ac¢bes proteoliticas,
hemorrdgicas e coagulantes, que sdo desencadeadas por componentes
especificos do veneno, como as SVMP, desintegrinas, SVSP, lectinas tipo C e
PLA:.

1.3.1 Acéo proteolitica

A acdo proteolitica, ou necrosante, do veneno das serpentes é
decorrente da acédo citotoxica direta nos tecidos por fracbes proteoliticas do
veneno. Podendo haver liponecrose, mionecrose e lise (quebra) das paredes
vasculares. Nos acidentes botrépicos, acredita-se que as lesfes locais possam
acontecer de algumas maneiras, sendo essas devido, tanto as multiplas acfes
biolégicas de uma Unica toxina do veneno, quanto por efeitos combinados de
duas ou mais toxinas ou mesmo devido aos efeitos sinérgicos das mesmas. De
acordo com Selistre e colaboradores (1990), a patogénese das lesbes locais
pode ser atribuida, primariamente, as atividades de proteinases, PLA:, fatores
hemorragicos e, secundariamente, a liberacdo de agentes vasoativos como
bradicinina e histamina (MANDELBAUM; REICHL; ASSAKURA, 1988;
OHSAKA, 1979; QUEIROZ et al., 1985; SELISTRE et al., 1990).

1.3.2 Alteracdes hemostéaticas

Os venenos de diversas espécies de animais possuem toxinas que
podem acarretar distirbios hemostaticos a vitima de envenenamento. As
toxinas presentes nos venenos animais podem ser classificadas de acordo com
as suas acdes sobre o mecanismo hemostatico. Quando atuam na coagulagéo
sanguinea, sao toxinas coagulantes ou anticoagulantes, quando exercem
acOes diretas sobre as plaquetas, sdo toxinas agregantes ou antiagregantes
plaquetérias, e quando causam lesdes vasculares, séo fatores hemorragicos ou
hemorraginas. O veneno botropico produz mudancas no mecanismo

hemostético e causa danos sobre os vasos sanguineos, interferindo sobre as
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funcbes plaquetarias e dos fatores de coagulagdo sanguinea, como
protrombina (Fator II), Fator X e fibrinogénio (Fator 1) (CARDOSO, 2009;
KAMIGUTI et al., 1985; MARKLAND, 1998; ROODT; DOLAB; SEGRE, 1996;
SMOLKA et al., 1998).

1.3.3 Acdo hemorragica

Os venenos das serpentes do género Bothrops sdo importantes
ferramentas na pesquisa cientifica para a elucidacdo de diversos mecanismos
farmacoldgicos, como a coagulacdo sanguinea, a fibrindlise, o sistema
complemento, o processo inflamatério e as atividades hemorragica e miotoxica
(LUCAS, 2009).

Além dos fenbmenos hemorragicos locais, os venenos botrépicos séo
capazes de produzir hemorragias em varios tecidos e 6rgdos do organismo
envenenado. As hemorraginas ou fatores hemorragicos sdo responsaveis pelo
sangramento local e sistémico, sendo definidas como enzimas proteoliticas de
alta especificidade pelo substrato. Segundo Queiroz e colaboradores (1985), as
toxinas hemorragicas atuam nos capilares, destruindo a membrana basal e
facilitando a saida de hemacias integras pelas pequenas fendas endoteliais
(MANDELBAUM; REICHL; ASSAKURA, 1988; OHSAKA, 1979; QUEIROZ et
al., 1985; SELISTRE et al., 1990).

Estudos anteriores demostram que o0 veneno de B. jararaca tem efeito
coagulante in vitro. No entanto, in vivo, sua atividade promove o consumo dos
fatores da coagulacdo sanguinea, principalmente o fibrinogénio, e ativam o
sistema fibrinolitico causando a incoagulabilidade sanguinea. Os disturbios na
coagulacdo sanguinea podem agravar as alteracbes hemorragicas locais e
sistémicas (AMARAL et al., 1991; KAMIGUTI et al., 1985; RIBEIRO; JORGE,
1989).

1.4 Familias de proteinas dos venenos dos viperideos

1.4.1 Metaloproteinases

Os venenos dos viperideos possuem em abundancia as SVMP, que tém
como principal caracteristica a presenca de ion inorganico (geralmente o zinco)
associado a uma sequéncia de aminoacidos, conhecida como motivo estrutural
(BJARNASON; FOX, 1994; HITE et al., 1994; SERRANO; MAROUN, 2005).
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Essas enzimas estdo presentes em diversos processos decorrentes do
envenenamento, como: degradacdo dos fatores da coagulacdo sanguinea,
inibicdo da agregacdo plaquetaria, edema, degradacdo de componentes da
matriz extracelular e atividade hemorragica (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000b;
GUTIERREZ et al., 2005; SERRANO; MAROUN, 2005).

Ha algum tempo, as SVMP eram divididas em quatro classes. A Classe
P-I: enzimas de massa molecular entre 20 a 30kDa, que apresentam apenas
um dominio catalitico (protease); Classe P-ll: enzimas de massa molecular de
30 a 50kDa que, além do dominio catalitico, apresentam um dominio de
desintegrina. Nesta classe, geralmente, ha uma autocatalise que leva ao
processamento da SVMP P-lIl em uma P-l1 e uma desintegrina; Classe P-III:
sdo enzimas que apresentam intensa atividade hemorrdgica nos venenos.
Estruturalmente apresentam um dominio catalitico, uma desintegrina e um rico
em cisteinas. A massa molecular dessa classe de enzimas varia de 50 a
80kDa; Classe P-IV: essas SVMP sdo de alta massa molecular, de 80 a
100kDa, que apresentam os 3 dominios anteriores e dois dominios tipo-lectina
ligados por pontes dissulfeto (BJARNASON; FOX, 1994; HITE et al., 1994,
SERRANO; MAROUN, 2005).

Contudo, baseando-se nas caracteristicas dos precursores das SVMP
de venenos, assim como nos produtos gerados a partir desses precursores,
apo6s modificacbes pos-traducionais, durante o processo de sintese, foi
proposta uma nova classificacéo, na qual a antiga classe P-1V foi incorporada a
classe P-llld, pois até o presente momento, nenhum precursor especifico
contendo todos os dominios presentes nessa proteinase (catalitico, tipo-
desintegrina, rico em cisteina e tipo-lectina) foi descrito, assim indicando que as
proteinases que apresentam essa estrutura sdo geradas por modificacfes pos-
traducionais de um precursor da classe P-Ill (Figura 06) (FOX; SERRANO,
2008).
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Figura 06 - Esquema de classificagcdo das SVMP de venenos de serpentes (FOX;

SERRANO, 2008).
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1.4.2 Desintegrinas

O termo desintegrina ficou conhecido na década de 90, periodo em que
tal termo foi utlizado, pela primeira vez, para denominar um grupo de
peptideos, provenientes dos venenos de serpentes da familia Viperidae, com
habilidade de inibir a agregacdo plaquetaria. A maioria das desintegrinas
interage com as integrinas, de maneira dose dependente, através de uma alca
com a sequéncia arginina, glicina e 4cido aspartico que “imita” a sequéncia
RGD, presente em algumas moléculas que interagem com integrinas
plaquetérias, exemplificando, o fibrinogénio, o qual apresenta um papel
importante na interacdo do peptideo com as integrinas. Estudos sustentam a
hip6tese de que as desintegrinas dos venenos das serpentes Viperidae séo
sintetizadas através da clivagem das SVMP P-ll e P-lll. Recentemente, a
possibilidade de algumas desintegrinas serem codificadas por precursores sem
dominio das SVMP, sendo liberadas diretamente como peptideos no veneno,
tem sido considerada (CALVETE et al., 2003; MARCINKIEWICZ et al., 1997,
MCLANE et al., 2004; OKUDA; KOIKE; MORITA, 2002).

As desintegrinas sao divididas em cinco grupos, baseados no niumero de
aminoacidos e no numero de pontes dissulfeto. Composto por pequenas
desintegrinas, o primeiro grupo contém de 41-51 residuos de aminoacidos e 4
pontes dissulfeto. O segundo grupo € formado por desintegrinas médias, com
aproximadamente 70 residuos de aminoacidos e 6 pontes dissulfeto. Formado

por desintegrinas grandes, o terceiro grupo contém 84 residuos de
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aminoacidos e 7 pontes dissulfeto. As SVMP P-lll, com dominio disintegrina,
possuem em torno de 100 residuos de aminoéacidos, sendo 16 residuos de
cisteina, e oito pontes dissulfeto, constituindo assim o0 quarto grupo.
Finalmente, o quinto grupo que € composto por desintegrinas diméricas
contendo subunidades de aproximadamente 67 residuos de aminoacidos,
sendo 10 cisteinas, e quatro pontes dissulfeto (Tabela 01) (CALVETE et al.,
2003).

Tabela 01 - Classificacdo das desintegrinas de acordo com o tamanho (SUCCAR, 2012).

Grupo N° de Aminoacidos N° de Pontes dissulfeto
Pequenas 41-51 4
Médias ~70 6
Grandes 84 7
Metaloproteinases P-Ill | 100 8
Diméricas ~67 (Cada subunidade) | 4

A literatura descreve uma série de desintegrinas em diversos
organismos (GIEBELER; ZIGRINO, 2016), como por exemplo, as desintegrinas
jarastatina e jararacina, que foram isoladas e identificadas do veneno da
serpente de B. jararaca (SCARBOROUGH et al., 1993; WERMELINGER et al.,
2009).

1.4.3 Serinoproteinases

As SVSP sdo enzimas que hidrolisam ligagBes peptidicas utilizando
mecanismos covalentes de catalise, através de um conjunto de trés residuos
formados por histidina, acido aspartico e serina (His, Asp e Ser). Esse grupo é
bem definido pela organizacao desses residuos em uma conformacgéo espacial
da proteina que gera um sitio catalitico muito bem caracterizado. As SVSP
desempenham papel fundamental em diversos mecanismos nos seres Vivos,
como a digestdo de proteinas da dieta alimentar (tripsina), participam da
cascata de coagulacdo sanguinea e em algumas vias de sinalizacado para
diferenciacéo e desenvolvimento celular. Elas sao produzidas como zimogénios
inativos e, por protedlise, fazem com que o sitio ativo adquira a conformacao
catalitica eficiente (PERONA; CRAIK, 1997; RIVERO, 2012).
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As SVSP presentes nos venenos botropicos sdo caracterizadas
principalmente como enzimas com atividade do tipo trombina, e, de maneira
geral, afetam a cascata da coagulacdo sanguinea pela ativacdo dos
componentes sanguineos envolvidos na coagulacdo sanguinea, na fibrindlise e
na agregacgao plaguetéria e também pela degradacéo proteolitica das células,
causando um desequilibrio no sistema hemostatico da presa. De maneira
resumida, a trombina libera os fibrinopeptideos A e B do fibrinogénio
convertendo-o em fibrina que, por sua vez, é estabilizada pelo fator XllI ativado.
A trombina também intervém no processo hemostatico, agindo como ativadora
de componentes da cascata de coagulacdo, tais como, dos fatores V e VIlI
(Figura 07). Dependendo do teor de glicosilacdo, estas enzimas apresentam

massas moleculares que podem variar de 26 a 67kDa (SERRANO, 2013).

Figura 07 - Esquema da cascata da coagulacdo sanguinea e os locais de a¢des das SVSP
(SERRANO, 2013).
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1.4.4 Lectinas do tipo C

As lectinas do tipo C estdo presentes em venenos de grande parte das
familias ofidicas. Algumas das lectinas de veneno sdo capazes de se ligar aos

carboidratos. Porém, muitas outras parecem ter perdido essa propriedade e
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sdo chamadas tipo lectinas, apenas por conservarem caracteristicas estruturais
em comum com as lectinas “verdadeiras”. Essas proteinas dependentes de
calcio sédo divididas em dois grupos, com o dominio completo (grupo I) e
incompleto (grupo II) de reconhecimento de carboidratos. Possuem
aproximadamente 130 aminoacidos por subunidade e massa molecular de
cerca de 30kDa, podendo apresentar variaveis conteudos de glicosilagdo. Em
um mesmo veneno, o numero de diferentes lectinas é grande e o namero de
subunidades é ainda maior. Essas moléculas podem ser encontradas em
diversos venenos, como exemplos temos a botrocetina, proteina que faz a
ligacdo de glicoproteinas com inibidores de trombina. As lectinas tipo C se
ligam a uma ampla variedade de fatores da coagulacdo sanguinea, a outras
proteinas importantes na hemostasia e aos receptores de plaquetas, o que
evidencia fortemente que elas apresentam mais de um sitio de interacdo e que
podem interagir com mais de um receptor/proteina (BARRETT; RAWLINGS,
1995; BRINKHOUS et al., 1983; CASTRO et al., 1998; CLEMETSON et al.,
2002; DRICKAMER, 1988; JUNQUEIRA, 2005; ZINGALI et al., 1993).

1.4.5 Fosfolipases A2 (PLA2S)

As fosfolipases séo proteinas importantes em uma série de atividades
celulares, uma vez que hidrolisam fosfolipideos de membrana gerando
precursores de mensageiros como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos
e outros importantes mediadores de fendmenos fisioldgicos envolvidos,
principalmente, em processos inflamatérios. Dependendo do seu sitio de
hidrélise na cadeia carbbnica de fosfolipideos, as fosfolipases séao
denominadas como: A1, Az (PLA2), B, C e D (Figura 08). Essas enzimas sao
responsaveis por diversos efeitos farmacoldgicos. Dentre as PLA2s, h4 uma
segunda divisdo de classes, de acordo com a localizacdo destas proteinas, que
sdo PLAzs citosolicas ou secretadas (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; KINI,
1997). As que estdo presentes nos venenos de serpentes pertencem a
segunda classe. Estas enzimas hidrolisam a cadeia carbénica dos fosfolipideos

na posicao do carbono 2, liberando assim acido graxos e lisofosfolipides.



30

Figura 08 - Sitios de a¢é@o das PLAzs. R1 e Rz referem-se aos 4cidos graxos nas posi¢des sn-1
e sn-2 dos fosfolipidios numerados estereoespecificamente, em que X se refere aos grupos

polares, sendo os mais comuns: a colina, a etanolamina, a serina, o inositol e o glicerol.
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As PLAzs sédo particularmente abundantes nos venenos das serpentes
do género Bothrops, possuindo como atividades, além da funcdo de hidrdlise
de fosfolipidio, efeitos cardiotoxico, anticoagulante, antiplaquetario, hemolitico,
inflamatério, miotéxico e neurotoxico. Estas atividades estdo geralmente
associadas ao fato delas afetarem a integridade da membrana plasmética das
células e também a integridade de vasos e artérias. A atividade destas enzimas
depende da presenca de ions célcio e esta ligada a interacdo com grandes
agregados lipidicos na presenca de agua, o que permite a difusdo do substrato
para o sitio ativo. Os venenos botropicos apresentam isoformas de PLA2 com
atividade miotoxica. Algumas destas miotoxinas ndo apresentam atividade
enzimatica de PLA2. Estudos feitos com fosfolipases miotdxicas demonstraram
que, mesmo apos a atividade fosfolipasica ter sido inibida, ocorriam danos
musculares e citélise. Uma das hipéteses sugeridas para o0 mecanismo de acdo
das fosfolipases miotoxicas carentes de atividade enzimética é de que estas
moléculas interajam com as membranas biologicas através de uma regido
molecular diferente do sitio catalitico. Esta regido €& formada provavelmente
pela combinacdo de aminoéacidos basicos e hidrofébicos proximos da regiéo C-
terminal da proteina, permitindo interagfes eletrostaticas na bicamada lipidica
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; KINI, 1997; LU et al., 2002; MOURA-DA-
SILVA et al., 1991; OKA; ARITA, 1991; TOYAMA, 2004; VISHWANATH; KINI;
GOWNDA, 1987).
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1.5 Envenenamento

1.5.1 Acidente Botrdpico

Corresponde ao acidente ofidico de maior importancia epidemiolégica no
pais e a taxa de letalidade é de cerca de 0,3% (SAUDE, 2014).

Os envenenamentos por serpentes do género Bothrops séo
caracterizados por terem efeitos locais, como dor e edema no local da picada,
geralmente logo apés a picada. Além disso, equimoses (manchas na pele,
produzidas geralmente por extravasamento de sangue) e sangramentos no
ponto da picada sdo também frequentes. Em sequéncia, o enfartamento
ganglionar e bolhas podem aparecer na evolucdo, acompanhados ou nao de
necrose, ou por manifestacdes sistémicas, como sangramentos em ferimentos
pré-existentes, hemorragias a distancia como gengivorragias, hematémese e
hematuria (BRAZIL et al., 2001; JORGE; RIBEIRO, 1990; SCHOR; BOIM;
SANTOS, 1997).

Nos acidentes causados por filhotes de Bothrops predominam as
alteracdes na coagulacao sanguinea; por outro lado, dor e edema locais podem
estar ausentes (BRAZIL et al.,, 2001; JORGE, 1998; RIBEIRO; JORGE;
IVERSSON, 1995; SCHOR; BOIM; SANTOS, 1997).

1.6 Producao de Soros Antiofidicos

Segundo a legislacéo vigente, Resolugcéo n° 174 da secretaria de Vigilancia
Sanitaria, de 11 de novembro de 1996, o Soro antiofidico é definido como:

“Uma solugdo de imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a
partir de plasma de equideos hiperimunizados, contra o veneno da serpente a
que se refere” (CARLINI, 1996).

Por serem medicamentos, os soros antiofidicos estdo inclusos na
legislagéo relacionada aos produtos farmacéuticos. Por exemplo, a sua
producdo é regulamentada pela mesma Resolucdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aplicada aos medicamentos — Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n°210, de 04 de agosto de 2003. Essa resolugéo
dita as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Como a producdo dos soros

antiofidicos envolvem a utilizacdo de material bioldgico, intrinsecamente
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variavel, o cumprimento das BPF na producdo dos soros é ainda mais critica
qgquando comparada a outros produtos farmacéuticos (HENRIQUES, 2003). A
diversidade dos venenos ndo se resume apenas as diferencas entre as
espécies, mas também aos individuos da mesma espécie. Além disso, a idade
dos animais e os fatores ambientais podem acarretar diferengas na
composicdo dos seus venenos. Por esse motivo, para a imunizacdo dos
animais produtores de soro é necessario preparar misturas de venenos de
varios exemplares diferentes da mesma espécie de serpente, para que a
mistura resultante apresente ampla variabilidade quanto & composicao de
toxinas. Desta forma, o soro produzido podera proteger melhor a vitima do
acidente (GUTIERREZ et al., 1991; LOPEZ-LOZANO et al., 2002; ZAMUNER
et al., 2004). Para a producdo do soro especifico de um género, além de
misturar venenos de varios individuos da mesma espécie, € necessario

misturar venenos das diferentes espécies (Tabela 02) (DA SILVA, 2008).

Tabela 02 - Composi¢do de antigenos utilizados na producéo de soros no Brasil (BRASIL,
1996).

Soros Espécies presentes no Brasil

Bothrops jararaca (50%)
Bothrops jararacussu (12,5%)
Antibotropico (SAB) Bothrops alternatus (12,5%)
Bothrops moojeni (12,5%)
Bothrops neuwiedi (12,5%)

_ . Crotalus durissus terrificus (50%)
Anticrotalico (SAC) ) N
Crotalus durissus collilineatus (50%)

_ o Micrurus frontalis (50%)
Antielapidico (SAE) ) _
Micrurus coralinus (50%)

Antilaquético (SAL) Lachesis muta

Uma etapa preliminar ao preparo do imunizante é o controle do veneno
que é titulado para certificar seu efeito téxico. A dose letal (DLso), deve ser
determinada, para garantir que o soro produzido a partir da imunizagcdo com

esse material tenha um bom efeito protetor (CARLINI, 1996).
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1.7 Fabricacéo e distribuicdo dos soros antiofidicos no Brasil

O Governo Federal é responsavel pela producéo e distribuicdo dos soros
antiofidicos para o uso humano no Brasil. Esses dois aspectos do mercado dos
soros antiofidicos passaram a ser administrados pela esfera federal na década
de oitenta, depois de uma situacdo de desabastecimento que ficou conhecida
como a “crise do soro” (DA SILVA, 2008).

Desde que o Programa Nacional de Imunizagbes (PNI) foi implementado
pelo Ministério da Saude em 1973, para o0 controle de doencas
imunopreveniveis, estava previsto a montagem de um laboratoério nacional para

a avaliacdo da qualidade das vacinas utilizadas nas campanhas de imunizacao.

Em 1980, com a descoberta da contaminagéo de vacinas importadas da
lugoslavia por fungos, essa necessidade se tornou ainda mais clara, pois
devido a isso, houve um atraso nos programas de vacinagdo que mobilizou a
opinido publica (PONTE, 2003).

Nessa mesma época, estava se consolidando a transferéncia do antigo
Laboratorio Central de Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos
(LCCDMA) para a Fundagdo Oswaldo Cruz. Passando a ser chamado de
Instituto Nacional de Controle e Qualidade em Saude (INCQS), e devido a
contaminacgdo das vacinas importadas, foi decidido que o INCQS analisaria as
vacinas utilizadas pelo PNI (GADELHA, 1996; GEMAL; LEAL, 2005).

Em 1983 o INCQS reprovou alguns lotes da vacina triplice bacteriana
produzida pela empresa de capital estrangeiro Synthex, com filial em S&o
Paulo, resultando em uma inspecdo na empresa pela vigilancia sanitaria, na
qual constatou-se que a planta de producado tinha varias deficiéncias. Para
retornar a producédo, foram feitas exigéncias a serem cumpridas pela empresa,

gue decidiu que era melhor encerrar suas atividades no Brasil (PONTE, 2003).

Na época, a Synthex do Brasil era a principal empresa fornecedora de
vacina triplice bacteriana e de soros antiofidicos. E o encerramento das
atividades da companhia acarretou o desabastecimento de soros antiofidicos
em 1985.
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Nesse contexto, foi formulado o Programa de Auto-Suficiéncia Nacional
em Imunobiolégicos (PASNI), em 1985. A ideia basica era estabelecer uma
acao coordenada entre os produtores nacionais, estimulando os investimentos
e a melhoria da qualidade da producdo local, de sorte a se atingir a
autossuficiéncia nos produtos vinculados aos programas de saude. A partir da
estimativa das necessidades dos programas de imunizacédo, desenhou-se uma
estratégia de substituicAo progressiva das importacbes e de expanséo
articulada dos sete laboratérios oficiais: Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos (Biomanguinhos/Fiocruz-RJ), Instituto Butantan (IB-SP),
Instituto Vital Brazil (IVB-RJ), Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar-PR),
Fundacdo Ezequiel Dias (Funed-MG), Fundacédo Ataulfo de Paiva (FAP-RJ) e
Instituto de Pesquisas Bioldgicas (IPB-RS) (GADELHA, 1996).

Atualmente, no pais, quatro laboratérios sdo responsaveis pela producéo
dos soros antiofidicos, que séo o IB- SP, a Funed- MG, o IVB — RJ e o Centro

de Producao e Pesquisa em Imunobiolégicos (CPPI — PR).

1.8 Controle de Qualidade dos Soros Antiofidicos

Os medicamentos biologicos apresentam uma variabilidade intrinseca, o
que requer, na maioria das vezes, controles de qualidade diferentes dos
aplicados aos medicamentos sintéticos, tais quais 0s ensaios de poténcia, 0
qual mede-se o efeito farmacoldgico do produto, para medir sua qualidade. Por
se tratar de um medicamento de origem biolégica, a normatizacdo para o
controle de qualidade desse deve ser muito rigida (BURNOUF et al., 2004; DA
SILVA, 2008).

A grande maioria dos acidentes ofidicos registrados ocorrem em areas
tropicais e subtropicais do planeta, principalmente em paises com o sistema de
saude precarios (SANTOS, 2005).

Ciente do problema relacionado a precariedade do sistema de saude
nos principais paises nos quais se tém registros de acidentes, a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) — World Health Organization (WHO), gerou em 1973
um informe técnico em que se refere as recomendacdes para a producéo e o
controle de qualidade de soros antiofidicos (DA SILVA, 2008).
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A OMS realizou eventos para a discussao de problemas ligados ao
acesso, producdo e distribuicdo de soros em escala mundial e regional da
Ameérica Latina. Nesses eventos, o tema qualidade sempre foi discutido,
principalmente como o0s processos de produgédo influenciam no efeito
neutralizador sobre o veneno e na seguranca do produto (GUTIERREZ et al.,
2007; THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003; WHO, 2007).

As farmacopeias e os 6rgados regulamentadores de alguns paises também
se preocupam em estabelecer suas proprias normatizacdes para a producao e

o controle de qualidade dos soros antiofidicos.

No Brasil, a legislacdo que trata tal assunto € a Portaria n°174, de 11 de
novembro de 1996, que define desde a producdo ao estabelecimento de
parametros que medem a qualidade dos soros antiofidicos, detalhando os
ensaios a serem realizados e um protocolo de producdo minimo para cada lote

de produto fabricado.

Outra regulamentacdo importante para o soro antiofidico no Brasil € a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA n°315, de 26 de outubro
de 2005, a qual regulamenta o registro de produtos biolégicos, incluindo os
soros antiofidicos, que sdo denominados de soros hiperimunes, que tem como

definigdo “...imunoglobulinas especificas, de origem heterdloga, purificadas...

capazes de neutralizar seus antigenos especificos” (DA SILVA, 2008).

Algumas farmacopeias regulamentam os parametros minimos de qualidade
que os soros antiofidicos deverdo seguir, recomendando ensaios, com
metodologias especificas e os limites que deverdo ser adotados. Os ensaios
para o controle de qualidade dos soros podem ser divididos em dois grupos,

ensaios gerais e especificos.

Os ensaios gerais sédo aplicados para as formas farmacéuticas liquidas,
para usos injetaveis, nas quais estdo incluidos os soros. S4o ensaios como
medidas de pH, volume médio, teor de conservantes, teor de isotonizantes,
esterilidade e pirogénio. As Unicas diferencas observadas nesses testes
realizados para os soros antiofidicos, em relacdo aos demais produtos
farmacéuticos, estdo justamente nas especificacdes para os limites de

pirogénio, pH, teor de conservantes e isotonizantes.
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O ensaio especifico para os soros antiofidicos tem como principal
objetivo a avaliacdo da sua poténcia, que testa a capacidade do soro de

proteger animais frente a um veneno de referéncia (SELLS, 2003).

A IV Edicdo da Farmacopeia Brasileira, publicada em 2000 recomenda
um ensaio de poténcia, baseado na capacidade de neutralizacdo do soro sobre
o efeito do veneno. A expressao dessa capacidade deve ser feita em relacdo a
massa de veneno, ndo em relacdo a dose letal (DLso) do veneno, para
minimizar o efeito da variabilidade dos venenos sobre o ensaio, a padronizacao
devera ser feita sobre um veneno de referéncia nacional (DA SILVA, 2008;

“Farmacopéia Brasileira”, 2000).

1.9 Veneno Botropico de Referéncia Nacional

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, os Venenos de Referéncia sao
definidos como:

“Uma mistura homogénea de venenos que representam a distribuicao
geografica das espécies Bothrops jararaca ou Crotalus durissus terrificus.
Devem ser liofilizados e mantidos a —20 °C. Os venenos foram padronizados

pela determinagéo da dose Letal 50%” (“Farmacopéia Brasileira”, 2000).

Como mencionado anteriormente, 0S venenos das serpentes
apresentam uma grande heterogeneidade, tanto para individuos de uma
mesma espécie, como de acordo com a sazonalidade, as variacfes
ontogenéticas e o0 sexo. Assim, desde 1955 a Organizacdo Mundial de Saude —
World Health Organization (WHO) vem buscando parametros para estabelecer
a padronizacdao biolégica para a obtencao dos venenos e dos seus respectivos
antivenenos, seguindo padrdes internacionais de referéncia (FURTADO;
COLLETTO; SILVA, 1991; FURTADO et al., 1991; RIBEIRO; JORGE, 1989;
WHO, 1955; ZELANIS; TRAVAGLIA-CARDOSO; FURTADO, 2008).

Na década de 80, o Ministério da Saude estimulou o aumento da producéo
do soro antiofidico no Brasil, tornando-se clara a necessidade da utilizacao de
venenos de referéncia ao nivel nacional, assim como a padronizacdo dos
meétodos de ensaios das atividades biologicas dos venenos das serpentes
brasileiras, para assegurar a uniformidade dos soros antiofidicos. Entdo, o

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) definiu que
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somente a primeira extracdo de veneno das serpentes B. jararaca recém-
chegadas da natureza seriam utilizadas para a composicdo do Veneno

Botrépico de Referéncia Nacional (VBRN).

Definiu-se entdo que o Instituto Butantan seria responsavel pela producéo
do VBRN, cuja poténcia seria determinada exclusivamente pelo INCQS,
responsavel também pelo seu armazenamento e distribuicdo. Assim, foram
produzidos 5 lotes até o momento. O lote n° 05 do VBRN (BRA/BOT/005) foi
obtido pela extracdo do veneno de 4.430 espécimes de serpentes B. jararaca
oriundas da natureza e provenientes dos estados de S&o Paulo (49,2%),
Espirito Santo (24,2%), Santa Catarina (15,6%), Parana (10,1%), Minas Gerais
(0,77%) e Rio de Janeiro (0,09%) (Figura 09).

Figura 09 - Distribuicdo geografica dos venenos que compdem o BRA/BOT/005.
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Desde esse periodo, o INCQS e os laboratorios brasileiros produtores de
Soro Antibotropico passaram a utilizar o VBRN nas determinagfes de poténcia
dos antivenenos botrépicos produzidos, visando minimizar as diferencas

interlaboratoriais desse produto.

Segundo a OMS, os animais que chegam da natureza devem ser
colocados em quarentena, por pelo menos dois meses, em uma sala reservada

somente para essa finalidade.

No Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan os animais que
chegam da natureza passam por uma triagem para verificar sua procedéncia.
Em seguida, o animal passa por uma analise clinica, sendo também

determinados os dados de biometria. Recebe ainda um banho de imersdo em
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triclorfon 0,2% (Figura 10A), para combater ectoparasitas, e vermifugagéo
contra diferentes nematodeos (Figura 10B). Apds esses procedimentos, a
serpente segue para o primeiro periodo de quarentena (Figura 11), no qual o
animal é observado diariamente, regularmente alimentado, e, ap0s os primeiros
15 dias, recebe mais uma dose de vermifugo. Por receber semanalmente
novas serpentes, houve a necessidade de criar uma segunda quarentena, na
qual o animal aparentemente saudavel e regularmente alimentado €é transferido
para outra sala de quarentena, em que também € observado diariamente por
mais 30 dias. Essa segunda quarentena funciona no sistema all in, all out, no
qual todos 0s animais entram juntos e saem juntos dessa sala. Finalmente, ele

€ liberado para a sala em que serd mantido.

Figura 10 - (A): Banho de triclorfon 0,2%; (B): tratamento com vermifugacao (Fonte: Dra.

Kathleen Fernandes Grego)
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1.10 Serpentes nascidas e mantidas em cativeiro

As serpentes que nascem em cativeiro (plantel) sdo mantidas em um
bercario (Figura 12A) até o terceiro ano de vida, com condicfes de temperatura
controlada, em torno de 20-27 °C, e de umidade por volta de 60%, tendo livre
disposicdo de agua e alimentadas quinzenalmente. Apos esse periodo, no qual
elas entram na fase de maturidade sexual, sdo entdo transferidas para a sala
das serpentes adultas (producédo de venenos) (Figura 12B), cujas condi¢cdes
sdo semelhantes as do bercario, porém, sendo alimentadas mensalmente. No
Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan, as extracdes de veneno sao
realizadas mensalmente e esses venenos sdo mantidos em -20°C apdos serem
centrifugados. Semestralmente, os venenos sdo reunidos e liofilizados, para a

manutencao da sua atividade e armazenados a -20 °C.

Figura 12 - (A): Sala bercério; (B): Sala da producdo de venenos (Foto: Dra. Kathleen F.
Grego).

Anualmente, tem sido observada uma diminuicdo gradativa na recepcao
das serpentes oriundas da natureza pelo Instituto Butantan (Figura 13), além
de uma distribuicdo geografica reduzida (Figura 14), o que acarreta em uma
menor quantidade e variabilidade de venenos para a composi¢cdo do VBRN.
Contudo, o Laboratério de Herpetologia possui um bom acervo de serpentes na
sala de producdo de venenos. A origem desses animais, ou de seus
progenitores, abrange a maior parte dos estados de ocorréncia dessas
espécies. Assim, este projeto visa estudar o veneno das serpentes B. jararaca
do plantel do Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan, para avaliar
suas caracteristicas bioquimicas e suas atividades biolégicas, assim como

compara-las com a composicdo do VBRN. Desta forma, pretende-se também
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verificar a viabilidade de inclusdo do veneno das serpentes do plantel ao

VBRN.

Figura 13 - NUmero de serpentes B. jararaca doadas anualmente ao Laboratério de

Herpetologia do Instituto Butantan no periodo entre 2003 e 2013 (Fonte: Dr. Savio Stefanini
Sant’Anna).
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2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo principal comparar bioquimica e
biologicamente os venenos das serpentes B. jararaca do plantel do Laboratério
de Herpetologia do Instituto Butantan e o VBRN, para verificar a possibilidade

de incorporacdo dos venenos dos animais do plantel na preparacdo do VBRN.
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3. METODOLOGIA

3.1 Venenos

No periodo de extracdo do veneno dos animais do plantel, o Laboratorio de
Herpetologia dispunha de um acervo de 119 serpentes B. jararaca, sendo 50
animais jovens (recém-nascidas a 3 anos) e 69 serpentes adultas. Assim, 0s
venenos foram extraidos de 71 animais entre, jovens e adultos, machos e
fémeas e de diferentes regides do Brasil (Figuras 15 e 16), previamente
anestesiados com gas carboénico, mantidos no Laboratério de Herpetologia do
Instituto Butantan. Apos a extracdo, os venenos foram centrifugados por 15 min
a 1700 g, aliquotados em 200 pL e liofilizados. Os venenos foram mantidos a -

20 °C até o momento do uso.

Figura 15 - Distribuicdo geografica da origem dos progenitores das serpentes produtoras do

veneno do plantel.
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O VBRN foi produzido e doado pelo Instituto Butantan. O lote n® 05 do
VBRN-BRA/BOT/05, é um pool de veneno de 4430 extracfes da espécie B.

jararaca, liofilizado e estocado a — 20 °C.

Foi feito ainda um pool com quantidades iguais dos venenos do plantel e

do VBRN para a realizagao de alguns testes.

3.2 Camundongos

Os animais utilizados para os testes in vivo foram camundongos Swiss,
machos, pesando entre 18 e 22 g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto
Butantan. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (1008/13 CEUAIB).

3.3 Dosagem proteica

A quantidade de proteinas presente nos venenos foi mensurada seguindo
dois métodos de dosagem proteica, por Azsonm (A280) € a dosagem por acido

bicinconinico (BCA).

O método Azso consiste na leitura do comprimento de ondas na qual |é-se
0S anéis aromaticos do triptofano, da fenilalanina e tirosina (STOSCHECK,
1990).

Os venenos foram pesados e diluidos para uma concentracdo final de
1 mg/mL em solucdo NaCl 0,85%. Os mesmos foram homogeneizados e
mantidos em banho de gelo até a sua utilizacdo. Em uma microplaca, foram
pipetados 200 pL de cada veneno diluido, em triplicata. Como branco, foram
utilizados 200 pL de solugéo NaCl 0,85%.

O método proposto por Smith e colaboradores (1985) € baseado na reacao
de Cu?* que é reduzido a Cu*, na presenca de proteinas, em meio alcalino,
formando um complexo com o BCA, que absorve fortemente na regido de Asro.
Os venenos foram diluidos em solucdo NaCl 0,85% para a concentragéo final

de 1 mg/mL.

Foi feita uma mistura reativa composta por BCA (Sigma) com sulfato de
cobre 4% (Sigma). Foram pipetados 10 yL das amostras de venenos em

microplaca e acrescentaram-se 200 pL da mistura reativa. O teste foi feito em
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triplicata. A placa foi colocada no micro-ondas por 25 segundos e, em seguida,
realizou-se a leitura de Aszonm em leitor de placas (Epoch - BioTek). A
quantidade de proteinas foi determinada com base em uma curva padrao de

albumina bovina, de 1 mg/mL — 0,015 mg/mL (Sigma).

3.4 SDS-PAGE

O SDS-PAGE € um método amplamente utilizado em avaliacbes
quantitativas e qualitativas de amostras proteicas. Com a migracao das
proteinas presentes nos venenos pode-se identificar a massa molecular destas.
Trinta pg de amostras de venenos, diluidas em solucdo NaCl 0,85%, na
concentracdo de 1 mg/mL, foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12%, na
presenca de tampdes com ou sem [-mercaptoetanol. As amostras foram
aquecidas a 100 °C por 7 min e concomitantemente as amostras foi utilizado
também um padrdo de massa molecular (High-range - Bio-Rad). Os géis foram
submetidos a amperagem constante de 20 mA. ApoOs a corrida, as proteinas
foram coradas com Coomassie blue R-250 e descorados com etanol 10% e
acido acético 7% (LAEMMLI, 1970).

35 Gel bidimensional

O gel bidimensional foi a metodologia utilizada para a analise das proteinas
de acordo com seu ponto isoelétrico (pl) e sua massa molecular (O'FARRELL,
1975).

Para a hidratac&o dos strips (7 cm, pH 3-10) (GE Healthcare), as amostras
de cada veneno na concentracdo de 60 pg foram misturadas a 65 uL de
DeStreak (GE Healthcare) e 1,12 uL de IPG buffer linear (GE Healthcare), para
entdo submeter os strips a reidratacdo em IPGbox (GE Healthcare) por 16

horas em temperatura ambiente.

A focalizacéo isoelétrica foi realizada no equipamento PROTEAN IEF Cell
(Bio-Rad) com o seguinte programa: 1° step — 100 v por 4 horas; 2° step — 300
v por 2 horas; 3° gradiente — 1000 v em 300 v/hora; 4° gradiente — 5000 v em
4000 v/hora; 5° step — 5000 v por 1250 v/hora; 6° step — 100 v por 24 horas.

Antes de ser aplicada a segunda dimenséo, os strips foram equilibrados em

solucdo de equilibrio (tris-HCI 50 mM pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30%, dodecil
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sulfato de sodio 2% (SDS) e azul de bromofenol 0,001%), contendo ditiotreiol
(DTT) 0,26 mM, sob agitacdo por 15 min. Apos esse periodo, o0s strips foram,
mais uma vez, equilibrados com solugéo de equilibrio, contendo iodocetamida
(IAA) 0,54 mM, por mais 15 min. Os strips foram colocados sobre o gel de
poliacrilamida 12% polimerizado, juntamente com o padrdo de massa
molecular (High-range - Bio-Rad). Posteriormente os géis foram corados com

Coomassie blue G.

3.6 Cromatografia liquida de fase reversa

A cromatografia foi realizada segundo Calvete e colaboradores (2011) e De
Queiroz e colaboradores (2014), com algumas modificagbes. Um mg de
veneno foi pesado e dissolvido em 150 pL de acetonitrila 5%, contendo acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (solucdo A). A amostra foi entdo centrifugada a
10.621 g por 10 min. Em seguida, 100 pL do sobrenadante (666 g de
proteinas) foi aplicado em coluna C18 (5 um 25 cm x 0,4 cm) (Teknokroma
Europa Protein 300), previamente equilibrada com a solugéo A, em um fluxo de
0,5 mL/min. Foram feitos dois passos de gradientes de solucao B (acetonitrila
95%, contendo, TFA 0,1%), de 0 a 75% em 144 min e de 75 a 100% em 40
min. As fracbes foram coletadas em 1 mL/tubo. A cromatografia foi

acompanhada por leitura de absorbancia em 215 nm.

3.7 Atividade de PLA2

O método utilizado para a mensuracédo da atividade de PLA2, descrito por
Holzer e Mackessy (1996), tem como principio a liberacdo de um produto
cromogénico a partir da clivagem do substrato 4-nitro-3-(octanoloxy) benzoic

acid (NOBA) na presenca de fosfolipases.

Em microplacas, foram pipetados 20 yL de agua deionizada, 20 pL de
NOBA em uma concentracédo final de 3 mM em acetonitrila, 200uL de tampéo
(tris-HCL 10 mM, CaClz 10 mM, NaCl 100 mM em pH 8,0) e 20 pL dos venenos
de B. jararaca na concentracdo final de 1 mg/mL. Como controle foi utilizado
40 uL de &gua deionizada, 20 uL de NOBA e 200 pyL de tampéo. A placa foi
incubada por 20 min a 37 °C e entdo foi realizada a leitura em As2s. Cada

amostra foi analisada em triplicata. De acordo com Holzer e Mackessy (1996),
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0,1 unidade de absorbé&ncia em Aasmm € equivalente a liberagdo de 25,8

nmoles de cromoforo.

Assim, a atividade PLA: foi expressa em unidades por miligrama de
veneno, calculado através da formula: nMoles de produto (As2s Veneno*25,8
nmoles/ 0,1 U)/ 20 min/ 0,02 (mg veneno) e foi expressa como nM/min/mg de

veneno.

pLA2 = ~nMoles prod.
t/ mg veneno

3.8 Atividade de LAAO

Para essa atividade, foram feitas diluices seriadas dos venenos (0,31-
20 pg), diluidos em NaCl 0,85%. Adicionalmente, as diluicdes foram
acrescentadas a solucgao reativa (tris-HCL 50 mM em pH 8,0, 250 mM de L-
metionina, 2 mM de o-phenylenediamine (OPD) e 0,8 U/mL de peroxidase de
rabano). A curva padrdo foi feita com varias concentracbes de peréxido de
hidrogénio (248 — 15800 uM), que foram misturadas a solucéo reativa (tris-HCL
50 mM pH 8,0, 2 mM de OPD e 0,8 U/mL de peroxidase de rabano).

A placa foi incubada por 60 min a 37 °C e entéo foi realizada a leitura em

As92nm. Cada amostra foi analisada em triplicata.

Assim, a atividade de LAAO foi expressa em pMols de peroxido por pug de
veneno por minuto (CULMA et al., 2014).

3.9 Atividade caseinolitica

Esse método foi realizado com a utilizacdo de caseina como substrato para
quantificar a acdo proteolitica dos venenos. Os venenos foram pesados e
diluidos no tampao (tris- HCL 100 mM, CaCl2 10 mM, pH 8,8), na concentracao
de 1 mg/mL. A caseina dimetilada 2% foi preparada no mesmo tampao. O teste
da atividade foi feito em triplicata. Dez pL das amostras de veneno foram
adicionados a 490 pL do tampédo e 500 pL de caseina. Como controle, foi
utilizado 500 pL de caseina em 500 pL do mesmo tampao. Todas as amostras
foram incubadas a 37 °C por 30 min. Apos esse intervalo, foi adicionado 1 mL

de acido tricloroacético (TCA) 5% as amostras, as quais em seguida foram



47

centrifugadas por 15 min a temperatura de 4 °C a 1400 g. A leitura Azsonm dos
sobrenadantes foi mensurado no leitor de placas (Epoch — BioTek) (ANTUNES
et al., 2010; MENEZES et al., 2006).

De acordo com Antunes e colaboradores (2010) uma unidade de atividade
proteolitica sobre a caseina por minuto corresponde & mudanca de 0,005 na

absorbancia e foi expressa como U/min/mg.

3.10 Zimografia

A zimografia € uma técnica na qual as proteinas sdo separadas por SDS-
PAGE contendo determinados substratos (por exemplo, caseina ou gelatina).
Com a finalidade de identificar as massas moleculares das proteinas de
veneno com atividade protedsica, realizou-se a zimografia das amostras.
Nesse experimento, baseado no grupo de Kwon (2013) com algumas
modificacdes, os venenos foram pesados e diluidos em NaCl 0,85% na
concentragcdo de 1 mg/mL. A gelatina ou a caseina (2 mg/mL) foi utilizada como
substrato dos géis. Trinta g de cada veneno contendo tampéao de amostra (tris
124,6 mM, glicerol 20%, SDS 138,7 mM, 20% azul de bromofenol 1%) sem [3-
mercaptoetanol foi aplicado em cada canaleta. Apds a corrida, os géis foram
lavados duas vezes por 15 min com triton X - 100 2,5%, foram enxaguados
com agua deionizada e incubados com o tampéo (tris-HClI 30 mM, NacClz
200 mM, NaNs 0,02% em pH 7,4), durante 18 horas a 37 °C. Os géis foram
entdo submetidos a coloracdo por Coomassie Blue R-250 e descorados com a

solucédo de etanol 10% e acido acético 7%.

3.11 DMC

A DMC é definida como a menor quantidade de veneno (em mg) que
coagula uma solucdo de fibrinogénio bovino (DMC-F) ou uma solugéo
padronizada de plasma citratado (DMC-P) em 60 segundos a 37 °C, em 60
segundos (THEAKSTON; REID, 1983).

Foram feitas diluicGes seriadas dos venenos em solugcao de NaCl 0,85%. A
trombina bovina (5 U) (Roche) foi utilizada como controle positivo nesse teste.
Para medir a DMC, foram incubados 200 uL do fibrinogénio (2 mg/mL) ou do

plasma humano por um minuto a 37 °C, ap0s esse tempo de incubacao, foi
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adicionado 100 pL das diluicbes dos venenos. O tempo de coagulacdo foi
cronometrado imediatamente apds a adicdo da solu¢do de veneno utilizando

um coaguléometro (Drake).

Assim, a DMC foi calculada através da determinagdo da concentracdo de

veneno que coagulou o fibrinogénio ou plasma em 60 segundos.

3.12 DMH

A DMH é definida como a menor quantidade de veneno capaz de induzir
um halo de hemorragia de 10 mm de diametro (DE MOURA et al., 2015).

Camundongos machos Swiss, de 18 a 22 g, foram injetados, via
intradérmica, na regido abdominal, com 100 pL de diferentes doses de venenos
(0,25-2,0 pg/animal) diluidos em solucdo de NaCl 0,85%. Apds trés horas da
inoculacdo, os animais foram sacrificados em camaras de gas carbénico, a
pele foi removida e o halo foi mensurado em mm (DE MOURA et al., 2015;
GUTIERREZ et al., 1985; KONDO et al., 1960).

O caélculo do diametro, da area hemorragica foi feito através da expressao

a seqguir, na qual a area é representada pela letra “a” e o raio por “r’ (SANTOS,

2010).
a
=2 N7

3.13 ELISA

O teste ELISA é um ensaio imunoenzimético que permite a deteccdo da
imunointeracdo entre as proteinas de um antigeno (no caso, proteinas do

veneno) com o anticorpo (soro antibotrépico).

Para a adsorcéao dos antigenos, microplacas de 96 pocos de polietileno de
alta afinidade foram expostas a uma solucéo de 1 pg/mL de cada veneno em
tampéao carbonato 0,1 M em pH 9,6 e incubados por 16 horas a 4 °C. Os sitios
inespecificos foram bloqueados incubando-se a placa com solugéo de blogueio

(leite desnatado 10% em tampéao fosfato-salino (PBS) contendo tween 20
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0,05%), por 1 hora a 37 °C. Posteriormente, a placa foi lavada trés vezes, com
solucdo de lavagem (PBS com tween 20 0,05%) para retirar o excesso de

solucao de bloqueio.

Apés as lavagens, foi realizada a diluicdo seriada do anticorpo primario
(soro antibotrépico, lote 0712240/B, a partir de uma concentracdo de 1:20) em
tampéao de diluicdo (leite desnatado 1% em PBS contendo tween 20 0,01%). A
placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. Posteriormente, 0s pocos foram lavados
3 vezes com solucdo de lavagem e, em seguida, prosseguiu-se com a reacao
com o segundo anticorpo (anti-cavalo, 1:5000) (Sigma) em tampé&o de diluicdo
por 1 hora a 37 °C. Entédo, a placa foi lavada novamente 3 vezes com solucao

de lavagem.

O reconhecimento foi realizado através da reacdo com o substrato
ortofenilenodiamina (OPD), em tampé&o citrato 0,1 M, fosfato 0,2 M, pH 5,0 na
presenca de H202 3% por 15 min no escuro. A reacao foi interrompida pela
adicdo de H2SO4 8 M. A intensidade da reacgéo foi determinada pela leitura da
Aasg2nm (MONARIS, 2011).

3.14 Western Blotting

O Western Blotting foi o método utilizado para verificar a ocorréncia da
reacdo de imunorreconhecimento entre as proteinas dos venenos e do soro
antibotrépico, lote 0712240/B, produzido pelo Instituto Butantan. Os venenos
foram submetidos a SDS-PAGE (12%). Apos a eletroforese, as proteinas do
gel foram transferidas para uma membrana de PVDF (GE Healthcare), que
havia sido previamente umedecida em metanol por 5 min, em agua deionizada
por mais 5 min e, finalmente, em tampao de transferéncia (tris 48 mM, glicina
39 mM, metanol 20%, SDS 0,037% em pH 9,2) por mais 5 min. A transferéncia
foi realizada em cuba semi-umida (Amersham Biociences TE 77 PWR — GE
Healthcare) durante duas horas com aproximadamente 15 V de tenséo. Apés a
transferéncia, a membrana foi colocada na estufa para secar para a fixagdo das
proteinas. Em seguida, a membrana foi umedecida em agua deionizada e
corada com solucéo de Ponceau 0,2% por 10 min, para verificar a eficiéncia da
transferéncia, entdo, a membrana foi lavada com tampéao de lavagem (tris-HCL
10 mM, NaCl 150 mM, tween 20 0,01% em pH 7,5) por 10 min.
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Os sitios inespecificos foram bloqueados incubando-se a membrana com
solugcéao de bloqueio (leite desnatado 5%, tween 20 0,01%) sob agitacéo, por
cerca de 18 horas a 4 °C. Posteriormente, a membrana foi lavada duas vezes
com tampdo de lavagem por 5 min. A membrana entdo foi incubada por
2 horas com o anticorpo primario (antibotropico) diluido [1:1000] em solucédo de
bloqueio, seguido por 3 lavagens, de 5 min cada, com solucdo de lavagem. E,
em seguida, a membrana foi submetida a incubagdo com o segundo anticorpo
(anti-cavalo) (Sigma) diluido em [1:10000] em solucédo de bloqueio, por 2 horas,
em temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo, a membrana foi

lavada 3 vezes novamente, por 5 min cada, com solucdo de lavagem.

A deteccéo foi realizada utilizando a solucéo de revelacdo (0,5 mg/mL 3,3’
diaminobenzidina tetra-hidrocloreto, tampao imidazol 0,1 M, pH 7,0, CoClz 0,2
M e H202 30%). E a reacdo foi parada com agua corrente, para entdo a
membrana secar na estufa (HARLOW,; LANE, 1988).

3.15 DLso

A DLso é definida como a dose de veneno responsavel pela morte de 50%
da populacdo analisada (THEAKSTON; REID, 1983; ZELANIS, 2006).
Camundongos machos Swiss, pesando entre 18 e 22 ¢, receberam, via
intraperitoneal, 500 puL da solugdo de veneno em diferentes doses (22-127
pg/animal), diluidas em solugdo NaCl 0,85%. Os animais foram observados por
48 horas apés a injecdo dos venenos (VILLARROEL et al., 1978). A DLso foi
calculada seguindo o método de Probito (FINNEY, 1952).

3.16 DEso

A DEso € definida como a dose que é capaz de neutralizar a a¢do do
veneno em 50% de uma mesma populacdo de camundongos, baseado na

concentracéo de veneno de 5 DLso.

A quantidade de veneno utilizada foi determinada através do célculo de 5
vezes a DLso, ou seja, para o veneno do plantel, para o VBRN e para o Pool
dos dois venenos foi feito um célculo de 5 vezes as suas respectivas doses
letais, e esse valor foi fixado para cada experimento, com o intuito de que cada

animal fosse inoculado com a dose correspondente a 5 DLso.
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As concentracbes do soro antibotropico, lote 0712240/B, foram

determinadas pelo fator de diluigéo de 1.3.

Essa mistura foi homogeneizada e incubada a 37 °C por 30 min. Assim, foi
inoculada, por via intraperitoneal, com volume de 500 pL por camundongo, de
cada diluicdo, em grupos de cinco camundongos machos Swiss, de 18 a 22 g
(BARD et al., 1994).

A dose efetiva foi calculada a partir do nimero de mortes dentro de 48
horas apds a injecdo da mistura do veneno com 0 soro, usando o Probito
(FINNEY, 1952).

3.17 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em meédia + desvio padrdo (D.P.). Para a
comparacao entre os dois grupos, foi realizada a andlise estatistica pelo
programa Past (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Diferengcas com P<0,05

foram consideradas estatisticamente significativas.



52

4. RESULTADOS

4.1 Dosagem de proteinas

Os valores obtidos para as dosagens de proteinas para o veneno das
serpentes B. jararaca do plantel e o VBRN foram semelhantes em ambos os
métodos utilizados. Na dosagem por Azso, 0S valores foram de 0,91 e 0,90 mg
de proteina/mg veneno, para o veneno do plantel e o VBRN, respectivamente.
Pelo método do BCA, os valores obtidos foram de 0,82 e 0,86 mg proteina/mg
veneno para o veneno do plantel e o VBRN, respectivamente (Tabela 03,
Figura 17).

Tabela 03 - Dosagem de proteinas dos venenos de B. jararaca do plantel e do VBRN por Azso e
BCA. *(médiatD.P., n=3).

Veneno Prot. (A2so)* Prot. (BCA)*

B.jararaca (mg proteina/mg veneno) (mg proteina/mg veneno)

Plantel 0,91+0,03 0,82+0,13

VBRN 0,90+0,04 0,86+0,13

Figura 17 - Grafico com dosagem de proteinas dos venenos de B. jararaca do plantel e do
VBRN. *(médiatD.P., n=3).
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4.2 SDS-PAGE

Uma técnica muito utilizada para comparagcdo das proteinas dos venenos
de serpentes é o SDS-PAGE. A eletroforese dos venenos, em condicfes
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reduzidas, possibilitou a visualizacdo de cinco grupos com bandas proteicas
majoritarias, com aproximadamente 75 kDa, 50 kDa, 30 kDa, 22 kDa e 20 kDa,
tanto para o veneno do plantel, quanto para o VBRN e para a mistura dos dois
venenos. No entanto, em condicdes nao reduzidas, nota-se que ha quatro
grupos de bandas proteicas majoritdrias com massa molecular de
aproximadamente 50 kDa, 28 kDa, 25 kDa e 20 kDa que sao similares para
todas as amostras analisadas. Portanto, os perfis proteicos dos venenos
apresentaram comportamento semelhante nas duas condi¢cbes as quais as

amostram foram submetidas (Figura 18).

Figura 18 - SDS-PAGE (12%) dos venenos de B. jararaca do plantel, do VBRN e da mistura
dos dois venenos. Canaletas (1) e (4): plantel, (2) e (5): VBRN, (3) e (6): Mistura. Canaletas (1-

3): condicdes reduzidas, canaletas (4-6): condi¢bes nao reduzidas.

4.3 Gel bidimensional

A andlise da sobreposicdo dos géis bidimensionais apresentou bastante
semelhanca entre os dois venenos, plantel e VBRN. Os spots na cor laranja
referem-se as proteinas do veneno do plantel, que apresentou algumas regides
com spots exclusivos, como na faixa de massa molecular de aproximadamente
14 kDa e pl entre 4 e 5,5, regides que podem corresponder as PLAzs, a massa
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molecular de 50 kDa e com pl de aproximadamente 9, sugerindo tratar-se de
SVMPs, entre 150-100 kDa e pl na faixa aproximada de 5,5-7, que podem ser
LAAOSs e massa molecular na faixa de 40-37 kDa e pl de 3,5-5, regides em que
se encontram as SVSPs. Enquanto, o VBRN, apresentou spots exclusivos nas
faixas de massa molecular entre 100-75 kDa e pl de 4,5, de 100 kDa e pl de
5,5-6, regidbes em que situam-se as LAAOs e de 50-37 kDa com
aproximadamente 3,5 a 6,5 de pl, as quais encontram-se as SVMPs (Figura
19). Todas as regifes acima citadas foram identificadas de acordo com Fox e
Serrano (2005) e Zelanis e colaboradores (2011, 2016).

Figura 19 - Sobreposicdo dos géis bidimensionais do veneno B. jararaca do plantel (laranja) e

do VBRN (azul), em destaque os spots exclusivos.
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4.4  Cromatografia liquida de fase reversa

As cromatografias dos venenos em coluna de fase reversa C18 (5 um
25 cm x 0,4 cm) (Teknokroma Europa Protein 300) em HPLC resultaram na
separacdo de 43 picos para o veneno do plantel e 44 para o VBRN. Os perfis
cromatograficos em Azisnm mostram similaridades entre os dois venenos, foram
observados apenas um leve deslocamento e pequenas diferencas na
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intensidade de alguns picos, destacados em regides, que correspondem as

familias de proteinas: PLA2, SVSP, SVMP-I, LAAO e SVMP-III (Figura 20).

Figura 20 - Perfil cromatografico dos venenos de B. jararaca em coluna C-18 em HPLC.
Absorbancia 215nm. (Azul): Veneno do Plantel, (Vermelho): VBRN, (Verde): Gradiente de

tampéo B.
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45 Atividade de PLA?

A atividade de PLA2 dos venenos do Plantel e do VBRN nao apresentaram
diferencas estatisticas, com resultados de 21,07 nM/min/mg veneno e 19,57

nM/min/mg veneno (Tabela 04, Figura 21).
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Tabela 04 - Atividade PLA2 dos venenos de B. jararaca do plantel e do VBRN. *(média+D.P.,

n=3).
Veneno Atividade PLA2*
B. jararaca (nM/min/mg veneno)
Plantel 21,07+1,34
VBRN 19,57+0,98

Figura 21 - Atividade PLA2 dos venenos de B. jararaca do plantel e do VBRN. *(médiatD.P.
n=3).
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4.6 Atividade de LAAO

O resultado da atividade de LAAO indicou pouca variagdo entre 0s
venenos, com valores de 88,8 uM/pg/min e 54,8 pM/ug/min para o veneno do
plantel e VBRN, respectivamente (Tabela 05, Figura 22); contudo, esse

resultado apresentou diferenca estatistica significativa, com P<0,05.
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Tabela 05 - Comparacao da atividade de LAAO do veneno de B. jararaca do plantel e do
VBRN. *(médiatD.P. n=3).

Veneno Atividade de LAAO*

B. jararaca (UM/pg veneno/min)
Plantel 88,8+5,6
VBRN 54,8+5,0
#P<0,05

#analise estatistica realizada por Past (#P<0,05)

Figura 22 - Atividade de LAAO do veneno do plantel e do VBRN. *(médiatD.P., n=3).
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4.7 Atividade caseinolitica

Diferentemente da atividade de PLA2, porém semelhantemente ao ocorrido
com a atividade de LAAO, os resultados da atividade caseinolitica
apresentados pelos venenos de B. jararaca analisados apresentaram diferenca
estatistica significativa (P<0,05) entre os dois grupos. Para o veneno do plantel,
a atividade caseinolitica foi de 249,3 U/min/mg, enquanto para o VBRN, o valor
foi de 146,7 U/min/mg veneno (Tabela 06, Figura 23), ou seja, o VBRN
apresentou uma atividade caseinolitica cerca de 40% menor que o veneno do
plantel.
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Tabela 06 - Comparacao da atividade caseinolitica dos venenos B. jararaca do plantel e do
VBRN. *(médiatD.P. n=3).

Veneno Atividade caseinolitica
B. jararaca (U/min/mg veneno)
Plantel 249,3+14,69
VBRN 146,7+16,10
#P<0,05

#analise estatistica realizada por Past (#P<0,05)

Figura 23 - Atividade caseinolitica dos venenos de B. jararaca do plantel e do VBRN.
*(médiatD.P. n=3).
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4.8 Zimografia

No perfil zimografico, foi observado que ambos 0s substratos apresentaram
areas de degradacdo pelas proteinases dos venenos analisados. Quando a
caseina foi utilizada como substrato, o veneno do plantel apresentou
degradacéo do substrato nas faixas de massa molecular de 100 kDa, 70 kDa, e
entre 50 e 20 kDa, enquanto o VBRN apresentou areas de degradacdo nas
faixas aproximadas entre 50 e 20 kDa. Tal fato sugere que o veneno do plantel
apresenta uma maior atividade caseinolitica quando comparada ao VBRN,
principalmente devido a degradacao na faixa de alta massa molecular, fato nao
observado para o VBRN. No entanto, no geral, as faixas de degradagédo dos

venenos mostraram-se semelhantes (Figura 24A).
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Por outro lado, o perfil de degradacdo da gelatina pelos venenos é
diferente quando comparada ao da caseina. A degradacdo utilizando esse
substrato ocorre na faixa de alta e média massas moleculares, com
aproximadamente, 150 kDa, 100 kDa, 90 kDa, entre 80 e 50 kDa, 33 kDa, 31
kDa e 28 kDa para o veneno do plantel, assim como o VBRN que teve a
degradacdo do substrato em alta e média faixa de massa molecular, na faixa
de 75 a 50 kDa, 33 kDa, 31 kDa e 28 kDa (Figura 24B).

Desta forma, em ambas as condicdes, ou seja, com caseina ou gelatina
como substrato, o veneno do plantel apresentou algumas bandas que né&o
apareceram no VBRN, sugerindo uma maior atividade proteinasica do veneno

do plantel.

Figura 24 - Zimografia dos venenos B. jararaca do plantel e do VBRN. (A): SDS-PAGE

contendo caseina, (B): SDS-PAGE contendo gelatina, canaletas (1): plantel; (2): Referéncia.

49 DMC

Neste teste, a DMC dos venenos foi analisada tanto sobre o plasma,
quanto sobre o fibrinogénio. Os resultados da DMC dos venenos sobre o
plasma, com valores de 30,83 pg/mL e 23,22 pg/mL, para os venenos do

plantel e do VBRN, respectivamente, indicaram que nao existe diferenca
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estatistica significativa entre os grupos, P>0,05. No entanto, a DMC dos
venenos sobre o fibrinogénio apresentou diferenca significativa entre os
grupos, P<0,05, com valores de 7,12 pg/mL para o veneno do plantel e
8,44 ug/mL para o VBRN (Tabela 07, Figura 25).

Tabela 07 - DMC sobre o plasma (DMC-P) e sobre o fibrinogénio (DMC-F) dos venenos das
serpentes do plantel e o0 VBRN. *(médiatD.P., n=3).

Veneno DMC-P* DMC-F*
B. jararaca (ng/mL) (ng/mL)
Plantel 30,83+6,50 7,12+0,79
VBRN 23,22+0,38 8,44+0,08
#P<0,05

#andlise estatistica realizada por Past (#P<0,05)

Figura 25 - DMC sobre o plasma (DMC-P) e sobre o fibrinogénio (DMC-F) dos venenos das
serpentes do plantel e do VBRN. *(média+D.P., n=3).
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A DMH dos venenos do plantel e do VBRN foi calculada através da
medic&o dos halos hemorragicos (Figura 26A e 26B). E interessante notar que,
apesar do veneno do plantel ter apresentado a DMC cerca de 2,3 vezes menor

que a do VBRN, com valores de 0,97 pug para o veneno do plantel e 0,42 ug
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para o VBRN, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos (Tabela
08. Figura 27).

Figura 26 - Halos hemorragicos causados pelos venenos, (A): Veneno do plantel; (B): VBRN

*(1,5 ug de veneno por animal, n=5).

Tabela 08 - Valores da DMH dos venenos das serpentes do plantel e o VBRN. *(média, n=5)

Veneno DMH*

B. jararaca (ng/animal)
Plantel 0,97
VBRN 0,42

Figura 27 - DMH dos venenos do Plantel e 0 VBRN. *(média, n=5).
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411 ELISA

O teste de ELISA apresentou perfis de titulagdo bastante semelhante para
os dois venenos, sugerindo que o soro comercial teve um padrédo de
imunorreconhecimento parecido para as proteinas de ambos 0S venenos
(Figura 28).

Figura 28 - Imunorreconhecimento dos venenos de B. jararaca do plantel e VBRN pelo soro

comercial anti-botrdpico, avaliado por ELISA
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4.12 Western Blotting

O Western blotting foi realizado com os venenos de B. jararaca do plantel,
do VBRN e com a mistura dos dois venenos. Pode-se observar que os trés

apresentaram padrdo de reconhecimento semelhante (Figura 29).
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Figura 29 - Western Blotting dos venenos de B. jararaca do (1): plantel, do (2): VBRN e da (3):

mistura dos dois venenos.

4.13 DLso

A DLso, ou seja, a dose de veneno de B. jararaca do plantel, do VBRN ou
da mistura dos dois venenos, necessaria para causar a morte de metade da
populacdo de camundongos foi calculada pelo programa Probito. Os valores da
DLso para os grupos foram de 46,05 pg/animal para o veneno do plantel,
35,80 pg/animal para o VBRN e 33,24 pg/animal para a mistura dos dois
venenos. (Tabela 09, Figura 30).

Tabela 09 - DLso dos venenos das serpentes do plantel, do VBRN e da mistura dos dois

venenos. *(média, n=5)

Veneno DLso Limites de confianca
B. jararaca (ug/animal) (ug/animal)
Plantel 46,05 20,04-81,64
VBRN 35,79 10,41-62,61

Mistura 33,24 16,90-46,26
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Figura 30 - DLso dos venenos das serpentes do plantel, do VBRN e da mistura dos dois

venenos. *(média, n=5).
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4.14 DeEso

A DE-so, ou seja, a dose de antiveneno que neutraliza 50% da populacao de
camundongos, foi calculada pelo programa Probito, no qual os valores das
doses foram de 32,12 plL/animal para o veneno do plantel, 16,98 pL/animal
para o VBRN e 14,95 pL/animal para a mistura dos dois venenos (Tabela 10,
Figura 31).

Tabela 10 - DEso dos venenos do plantel, VBRN e da mistura dos dois venenos. *(média, n=5)

Veneno DEso Limites de confianca
B. jararaca (uL/animal) (L/animal)
Plantel 32,12 26,66-41-05
VBRN 16,98 13,48-20,05

Mistura 14,95 5,08-20,49
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Figura 31 - DEso dos venenos do plantel, o VBRN e com a mistura dos dois venenos. *(média,
n=>5).
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5. DISCUSSAO

O INCQS, referéncia do Ministério da Saude na area de controle de
qualidade de produtos referentes a saude, criou um Setor de Soros
Antipeconhentos, em virtude do interesse em projetos de pesquisa de
relevancia ou programas de monitoramento dos produtos oferecidos a
populacdo, bem como o controle dos mesmos para a saude publica.
Recomendou-se o estabelecimento de padrbes de referéncia nacionais ou
regionais para o ensaio de poténcia, de modo a permitir a comparacgao lote a
lote, assim como a comparacao entre os laboratérios (LUCAS, 2009).

Em uma reunido, sob responsabilidade do INCQS, com todas as entidades
relacionadas a producdo, controle e distribuicdo dos soros antipegconhentos no
Brasil, viu-se a necessidade de uma melhoria nas metodologias analiticas para
o controle de qualidade desses soros, assim como a necessidade da producédo
do Veneno Referéncia Nacional (LUCAS, 2009).

O Instituto Butantan sempre foi referéncia para a populagdo no
recebimento de serpentes encontradas na natureza, e, desde a sua fundacao,
ha cerca de 115 anos (BRAZIL, 1911), o Instituto recebe esses animais, sendo
responsavel pelo recebimento, triagem e manutencdo das serpentes para a
pesquisa e producdo de venenos. Até o ano de 2011, todas essas funcdes
eram desempenhadas pelo Laboratério de Herpetologia. Desde entdo, este
Laboratério é responsavel pela triagem, manutencdo das serpentes e extracao

de todos os venenos produzidos no Instituto Butantan.

Ha cerca de 20 anos, estabeleceu-se um padrdo de conduta para as
serpentes recém-chegadas ao Laboratério de Herpetologia do Instituto
Butantan, que consiste no banho de triclorfon 2%, para tratamento contra

ectoparasitas, e extracdo do veneno.

A primeira extracdo dos venenos destas serpentes € destinada a
composicdo do pool do VBRN, & producdo de soros antiofidicos e a pesquisa.
ApOs a extracao e procedimentos de profilaxia, a serpente é submetida a duas

quarentenas, para ser incorporada a sala de produgéo de venenos.
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Contudo, com o passar dos anos e devido a reducdo dos animais na
natureza, causada pelos constantes desmatamentos e urbanizacdo, aliada a
toda burocracia de transporte desses animais, o0 Instituto tem recebido
anualmente cada vez menos serpentes oriundas da natureza, causando assim
uma preocupacdo com relacdo a producdo dos VBRN. Uma vez que a
producdo desses depende exclusivamente das serpentes oriundas da
natureza. Por outro lado, com o passar dos anos, o Laboratério de Herpetologia
do Instituto Butantan tem conseguido prolongar a sobrevida dos animais que
nascem no biotério e dos que chegam da natureza, ambos tém tido sobrevida
de cerca de 10 anos. Essas melhorias foram obtidas através de instalacdes
adequadas para 0s animais, além de investimento na contratacdo e

treinamento dos profissionais responsaveis pelo manejo desses animais.

Como a evolugcdo do veneno € provavelmente afetada por condicbes
externas, tais como geografia, tipo de predador e/ou tipo de presa, €
interessante examinar o efeito do cativeiro sobre o0 veneno das serpentes
(CALVETE et al., 2011; CHIJIWA et al., 2003; CREER et al., 2003; CURRIER
et al., 2010; DALTRY; WUSTER; THORPE, 1996; JIAO et al., 2005; PRASAD
et al.,, 1999; VALENTE et al., 2009). Desta forma, esse trabalho sobre o estudo
comparativo da biologia e bioquimica dos venenos das serpentes B. jararaca
do plantel e do VBRN pretende contribuir para essa area, verificando as
similaridades e diferencas entre esses dois venenos. Além disso, vislumbra a
possibilidade de incorporacdo do veneno das serpentes do plantel do

Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan na producdo do VBRN.

Muitos autores tém focado seus trabalhos na variagdo da composicdo do
veneno de serpentes e atribuem tais variacdes a diversos fatores, como idade,
sexo, origem geogréfica, tipo de dieta dentre outros (CHIPPAUX; WILLIAMS;
WHITE, 1991; DALTRY; WUSTER; THORPE, 1996; FURTADO et al., 1991;
MACKESSY, 1988; MACKESSY et al., 2003; MOURA-DA-SILVA; CARDOSO;
TANIZAKI, 1990; RAEL; KNIGHT; ZEPEDA, 1984; SERRANO et al., 2005;
WILLEMSE, 1978; ZELANIS; SERRANO; REINHOLD, 2012; ZELANIS et al.,
2016).

As proteinas sdo 0s componentes majoritarios dos venenos de serpentes,

correspondendo a aproximadamente 90% da composicdo desses. Podendo
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apresentar atividades toxica e/ou enzimatica (FONTEQUE; DE BARROS
FILHO; SAKATE, 2001; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; VARANDA;
GIANNINI; BARRAVIERA, 1999). Os resultados obtidos por esse trabalho, com
relacdo ao conteudo proteico dos venenos estudados corroboram estudos
anteriores, obtendo valores de cerca de 80 a 90% de proteinas, tanto para o
método de Azsonm, quanto para o do BCA os venenos do plantel e o VBRN

mostraram-se estatisticamente semelhantes nos dois métodos utilizados.

Além da dosagem proteica, o perfil eletroforético foi o recurso utilizado para
comparar o padrdo de bandas proteicas do veneno do plantel e do VBRN, além
do pool desses dois venenos. Assim, para um melhor entendimento da
complexidade do veneno, a andlise por SDS-PAGE foi realizada em condicdes
reduzidas e néo reduzidas. Os perfis proteicos em ambas condices mostraram
uma grande similaridade nas bandas dos venenos estudados. N&o houve
nenhuma banda que fosse exclusiva para os venenos do plantel, VBRN ou
para o pool dos dois venenos. Perfil eletroforético semelhante ao encontrado
nesse trabalho ja havia sido anteriormente obtido por outros grupos (ANTUNES
et al., 2010; MENEZES et al., 2006; ZELANIS et al., 2016).

E comum encontrar bandas de alta massa molecular, em condicées n&o
reduzidas que nao aparecem em condicfes reduzidas, o que significa que
essas bandas séo proteinas que tém cadeias polipeptidicas ligadas por pontes
de dissulfeto, geralmente séo proteinas de estrutura e funcdo mais complexas,
como é o caso das SVMP tipo lll, das lectinas tipo-C e das desintegrinas
diméricas (ZELANIS et al., 2011, 2016).

E interessante notar que, embora 0s venenos ofidicos sejam compostos por
centenas de proteinas (SERRANO et al., 2005), estas pertencem a algumas
poucas familias proteicas, incluindo enzimas (SVSP, SVMP, LAAOs e PLA:s) e
proteinas sem atividade enzimatica (desintegrinas, lectinas, peptideos
natriuréticos, miotoxinas CRISP, fatores de crescimento neural e endotelial,
cistatinas e inibidores de proteases do tipo Kunitz) (CALVETE; JUAREZ; SANZ,
2007; FRY; WUSTER, 2004; FRY, 2005; JUAREZ; SANZ; CALVETE, 2004;
MARKLAND, 1998).
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Estas familias de proteinas ja foram identificadas através do perfil
eletroforético dos venenos do género Bothrops, sendo que as SVMP séo
encontradas com maior abundancia nos venenos de Bothrops jararaca,
podendo pertencer as classes P-I (massa molecular de 15-30kDa) e Pl
(massa molecular entre 50-100kDa), podendo encontrar também SVMP do tipo
P-Il (30-50kDa) (MENEZES et al., 2006; ZELANIS et al., 2011, 2016).

As SVMP com atividade hemorragica, as hemorraginas, tém a capacidade
de alterar a permeabilidade dos vasos sanguineos, causando extravasamento
de sangue, além de interferirem na agregacdo plaquetaria. No envenenamento
botrépico a hemorragia é potencializada pela incoagubilidade sanguinea e pela
formacdo de edema, causando extravasamento de liquidos (KAMIGUTI et al.,
1994).

Terra e De Lema (2006) sugerem que dentre as SVMP presentes nos
venenos de Bothrops, com massas moleculares na faixa de 48 a 55 kDa, sao
encontradas as proteinas hemorragicas, como por exemplo a Bothropasina,
isolada pelo grupo de Mandelbaum, Reichel e Assakura (1982), com massa
molecular de 48 kDa, os Fatores Hemorragicos (HF1, HF2), com massa
molecular entre 46 a 62 kDa (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989), isoladas por
Assakura e colaboradores (1986) a Alternagina, que foi isolada do veneno de
B. alternatus, com massa molecular de 55 kDa (SOUZA et al., 2000) e a
Jararagina, purificada pelo grupo de Paine (1992), com massa molecular de 52

kDa, que promove lesédo endotelial sistémica e trombocitopenia.

Outra SVMP isolada do veneno das serpentes B. jararaca, a Jararafibrase
I, € uma SVMP com atividade fibrinolitica com massa molecular de 47 kDa
(MARUYAMA et al., 1992).

As SVSP do veneno de serpentes formam uma grande familia de enzimas
proteoliticas que interferem especificamente nos mecanismos hemostaticos,
com uma notavel resisténcia a inibicdo por serpinas (SERRANO; MAROUN,
2005). Dependendo do teor de glicosilacédo, estas enzimas apresentam massas
moleculares que podem variar de 26 a 67 kDa (SERRANO, 2013), como por
exemplo, a Bothrombina, que foi isolada por Nishida e colaboradores (1994),

que tem massa molecular de 35 kDa e promove a coagulacdo do fibrinogénio,
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as SVSP isoladas do veneno de B. moojeni MSP1 e MSP2, com massas
moleculares de 33 e 38 kDa, com atividade proteolitica e sobre a coagulacéo
(SERRANO et al., 1993), as TL-BJ1, 2 e 3, massa moleculares de 30,31 e 32
kDa, respectivamente, com atividade coagulante (liberacdo do fibrinopeptideos
A) sobre o plasma e o fibrinogénio (SERRANO et al., 2000), as KN-BJ1 e 2,
com massas moleculares de 38 e 39 kDa, com atividade coagulante sobre o
plasma e o fibrinogénio (SERRANO et al., 1998).

A analise dos géis bidimensionais dos venenos do plantel e do VBRN, pela
sobreposicao dos mesmos, identificou que, apesar dos perfis dos venenos néo
serem idénticos, apresentaram varios spots em comum entre os dois grupos.
Foram destacados alguns grupos de proteinas que parecem ser exclusivas do
veneno do plantel ou do VBRN. De acordo com as caracteristicas quanto as
massas moleculares das familias de proteinas descritas, pode-se sugerir que
alguns spots possam pertencer a familia de toxinas das LAAOs, por
apresentarem massas moleculares entre 100 e 150 kDa e pl na faixa de 4 a 7,
outro spot, com massa molecular na faixa de 37-40 kDa e pl na faixa de 3,5a5
poderia pertencer a familia das SVSP além do spot com faixa de massa
molecular aproximada de 37-50 kDa e pl entre 3,5 a 6,5 pode ser SVMP tipo lll,
enquanto, o spot com massa molecular de aproximadamente 14 kDa e pl
aproximado de 4 a 5,5 poderia pertencer as PLA2 (FOX; SERRANO, 2005;
ZELANIS et al., 2011, 2016). Zelanis e colaboradores (2011, 2016) caracterizou
0s venenos de B. jararaca recém-nascidas e adultos, além de machos e
fémeas, e com isso, observou a variacdo entre género e idade na composi¢ao
dos venenos dessas serpentes. Foi observado que o veneno das recém-
nascidas tem a predominancia de toxinas da familia das SVMP tipo llI,
enquanto o veneno das adultas apresenta uma maior diversidade entre as
toxinas das familias das SVSP, das SVMP tipo-l, das LAAOs e das lectinas
tipo C. A mesma pluralidade ocorre em relacdo ao género, o veneno dos
machos sao caracterizados por ter uma maior intensidade de spots contendo
fator de crescimento neural em relacdo as fémeas, enquanto as fémeas
apresentam maior intensidades para spots abrangendo lectinas tipo C e SVMP.
Assim, a variagdo encontrada nos perfis dos venenos do plantel e do VBRN

refletem bem o resultado final de todas essas interacdes, uma vez que é
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composto por uma mistura complexa de venenos de diferentes idades, sexo,
regido geogréfica, que culminara na complexidade de composicao destes

venenos.

A cromatografia liquida de fase reversa, que é um método de analise tanto
qualitativo quanto quantitativo, também foi um recurso utilizado nesse trabalho
para comparar os dois venenos, de acordo com a quantidade e a massa
molecular das proteinas presentes neles. E 0 que pode ser observado nessa
analise é que, mais uma vez, os venenos do plantel e o VBRN se mostraram
muito semelhantes, salvo algumas pequenas diferencas de intensidade de
picos proteicos. As proteinas do VBRN, em sua grande maioria, apresentam
picos com a intensidade maior do que as proteinas do veneno do plantel, como
apresentado na regido em que sado encontradas PLA2s e na regido em que as
SVSP e SVMP tipo | séo geralmente encontradas, diferentemente da regido em
gue o veneno do plantel teve um pico com intensidade maior do que o VBRN,
na qual sdo encontradas SVMP do tipo Ill (CALVETE et al., 2011; NUNEZ et
al., 2009), contudo, ndo houve nenhum pico expressivo exclusivo em nenhuma
das duas corridas. Trabalhos como os dos grupos de Gay e colaboradores
(2015), Nufiez e colaboradores (2009) e o grupo de Tashima (2008)
apresentam perfis cromatograficos dos venenos de serpentes do género
Bothrops que se assemelham aos perfis encontrados nesse trabalho, em que
eles identificam alguns picos e encontram algumas das familias de proteinas
mais abundantes no veneno de Bothrops, tais como, SVMP, SVSP LAAOSs,
dentre outras. Podendo afirmar assim que, com relacdo a quantidade de
proteinas e os perfis das massas moleculares desses venenos, analisados por
dosagens de proteinas, SDS-PAGE e cromatografia liquida de fase reversa, o
veneno do plantel e o VBRN apresentam bastantes semelhancas, além disso, a
mistura dos dois venenos complementaria as poucas diferencas encontradas,

sendo assim uma vantagem unir os dois venenos.

Venenos de serpentes da familia Viperidae s&o caracterizados pela sua
alta atividade enziméatica, devido a presenca, além das proteinases, de PLA: e
de hialuronidases dentre outras enzimas, que levam a lesédo local, edema,

equimose, podendo evoluir para necrose (TU, 1977).
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Neste estudo, a atividade de PLA2 mostrou-se equivalente para a analise
do veneno para o plantel e para 0 VBRN. Valores esses que néo representam
uma diferenca significativa na analise estatistica e que sdo semelhantes aos
obtidos em estudos anteriores, como por exemplo, o de Terra e De Lema
(2006), em que a atividade PLAz também n&o demonstrou diferenca
significativa entre os venenos do pool de B. jararaca do Rio Grande do Sul e do
pool de varias regides do Brasil. E interessante notar que o teste de atividade
PLA2 corrobora ao encontrado no gel bidimensional, em que a regido de massa
molecular de aproximadamente 14 kDa e pl entre 4 e 5,5, apresenta spots
exclusivos para o veneno do plantel, que indicaria a presenca de PLA2, mas
que ndo é confirmado pelo teste de cromatografia liquida de fase reversa, em
gue o VBRN tem picos de maior intensidade na regido com predominancia de
PLA2s. Cabe ressaltar que ja foram descritas proteinas com homologia
estruturais as PLA2s sem atividade enzimética, mas potente atividade
miotdxica, como por exemplo a Bothropstoxina (HOMSI-BRANDEBURGO et
al., 1988).

Desde os anos 50, quando o isolamento de diferentes LAAOs de veneno
de serpentes de diferentes espécies foi iniciado, muitos estudos para identificar
as suas atividades e para compreender o seu modo de acdo foram realizados.
Como resultado, diferentes ensaios para a caracterizacdo dos efeitos toxicos e
farmacoldgicos destas enzimas foram padronizados para se obter uma melhor
compreensao das atividades das LAAOs (DU; CLEMETSON, 2002; 1IZIDORO
et al., 2014). No envenenamento, as LAAOs tém sido caracterizadas com
funcdes distintas como inducdo a apoptose, a citotoxicidade, a hemolise, a
agregacao plaquetaria, a inducdo de hemorragia, ao edema e as atividades
bactericidas (COOPER; PINTO, 2005; DU; CLEMETSON, 2002). Nesse
trabalho, a atividade de LAAO demonstrou maior atividade desta enzima no
veneno do plantel quando comparado ao VBRN. Desta forma, com a inclusao
do veneno do plantel ao VBRN, este dltimo, teria um aumento quanto a

presenca desta enzima.

O efeito proteolitico dos venenos de serpentes sobre substratos como a
caseina, a gelatina, dentre outros é conhecido ha muito tempo (BOLANOS,

1984). As proteinases desempenham um importante papel nas composicoes e
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atividades dos venenos de serpentes, estando relacionadas com diversos
processos fisiolégicos, cujo propdésito principal é auxiliar a digestdo das presas
(MACKESSY et al., 2003; THOMAS; POUGH, 1979).

Os venenos desse estudo foram também avaliados com relacdo a sua
acdo proteolitica sobre a caseina, observando-se uma maior atividade
proteinasica do veneno do plantel em relacdo ao VBRN. Os valores obtidos
neste estudo corroboram com outros trabalhos da atividade caseinolitica dos
venenos de Bothrops jararaca (FURTADO; COLLETTO; SILVA, 1991; TERRA;
DE LEMA, 2006). Diferentemente do que ocorre entre a atividade de PLAz para
o teste de cromatografia liquida de fase reversa, a atividade caseinolitica
corrobora com o resultado da cromatografia liquida de fase reversa, na qual a
regido caracteristica pela presenca das LAAOs e SVMP tipo lll, tem o pico de

maior intensidade para o veneno do plantel do que para o VBRN.

Os venenos foram também submetidos a zimografia, realizada com
gelatina, considerado um substrato natural presente nas presas destes animais
(colageno), e caseina um substrato para enzimas exodgenas (ANTUNES et al.,
2010). Esse teste possibilitou o conhecimento das massas moleculares das
enzimas proteoliticas através da visualizacdo de bandas que demonstram a
degradacdo dos substratos (caseina ou gelatina) pelas proteinases dos

venenos.

O padrdao geral de atividade proteinasica, tanto do veneno do plantel
quanto do VBRN, foi similar em ambos os substratos. No entanto, houve
diferenca com relacdo as regides com atividade enzimatica, enquanto o gel
com caseina apresentou predominancia de proteinases na regiao entre 20 e 50
kDa, no gel com gelatina a maior atividade ocorreu na regido de maior massa
molecular (50-150 kDa). Estas diferencas mostram que proteinases diferentes
atuam nos dois substratos, com predominancia de enzimas tipo SVSP e SVMP
tipo | atuando no substrato caseina e SVMP tipo Ill na gelatina. Estes dados
mostram a atuacao diferenciada das varias proteinases presentes nos venenos
ofidicos em diferentes substratos, como a caseina, considerada um substrato
ausente em presas desses animais, e gelatina, que simularia um substrato
presente nas presas desses animais, o colageno. As areas de lise presentes

guando a gelatina foi utilizada como substrato indicam a atividade
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colagenolitica destes venenos. Além disso, indicam que 0s venenos podem se
diferenciar em termos de subproteomas de enzimas gelatinoliticas (ANTUNES
et al.,, 2010; ZELANIS et al., 2010, 2011, 2016). Ademais, houveram algumas
bandas de alta massa molecular em ambos substratos presentes apenas no
veneno do plantel. Esses resultados corroboram os obtidos no teste de
atividade proteolitica total sobre a caseina, em que o veneno do plantel teve
uma atividade cerca de 1,6 vezes superior ao VBRN.

Os venenos de viperideos apresentam muitas proteinases que atuam tanto
na ativagdo, quanto na inativacdo da coagulacdo sanguinea, a acdo dessas
enzimas pode ser avaliada pelo teste de DMC. Assim, a DMC dos dois
venenos foi testada utilizando o fibrinogénio ou o plasma humano como
substrato. Na analise com o fibrinogénio, o veneno do plantel apresentou uma
menor DMC do que o VBRN, ou seja, h4A uma maior atividade das proteinas
trombina-simile no veneno do plantel. Desde a identificacdo da Reptilase em
1957, véarias enzimas trombina-simile foram descritas no veneno B. jararaca.
Essas proteinas pertencem principalmente a familia das SVSP (BLOMBACK;
BLOMBACK; NILSSON, 1958; MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000). Brazil
(1984) sugere a presenca de enzimas trombina-simile com massa molecular
entre 30 e 40 kDa no género Bothrops, e 0 grupo de Nishida (1994) purificou e
caracterizou a Bothrombina, uma toxina do veneno de B. jararaca, que
promove a coagulacdo do fibrinogénio, apresentando massa molecular de
35kDa.

Por outro lado, com relacdo a DMC sobre o plasma, o VBRN apresentou
valor inferior ao plantel. Antunes e colaboradores (2010) demonstraram que o
veneno de B. jararaca de individuos adultos apresentam uma atividade
trombina-simile maior do que o veneno dos jovens, enquanto a atividade sobre
o plasma foi superior em individuos jovens, atribuindo a atividade mais intensa
nestes individuos pela presenca de SVMP que ativam protrombina e fator X.
Esses resultados evidenciam que a idade dos animais que compdem o pool de

venenos é importante fator na atividade coagulante destes.

As SVMP com atividade hemorragica (hemorraginas) tém a capacidade de
alterar a permeabilidade dos vasos sanguineos, causando assim a degradacao

das células do vaso endotelial e extravasamento de sangue, além de
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interferirem na agregacdo plaguetaria. No envenenamento botropico a
hemorragia € potencializada pela incoagubilidade sanguinea e pela formacao
de edema, causado pelo extravasamento de liquidos (KAMIGUTI et al., 1994).

As SVMP tipo Il sdo as principais responsaveis pela hemorragia causada
pelo veneno da B. jararaca. Existem algumas hemorraginas isoladas desta
familia, tais como: Jararagina, Botropasina e a HF-3 (FOX; SERRANO, 2005;
MANDELBAUM; REICHL; ASSAKURA, 1988; PAINE et al., 1992).

O VBRN apresentou menor DMH, ou seja, maior atividade hemorragica do
gue o veneno do plantel. A variacdo observada na atividade hemorragica dos
venenos pode estar relacionada com as bandas proteicas na regido da faixa de
massa molecular entre 50 e 37 kDa observada no gel bidimensional (spot 6),
uma vez que as SVMP estdo frequentemente relacionadas a processos
hemorragicos (FOX; SERRANO, 2005; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000a).

Sabe-se que h& uma variacdo na concentracdo de proteinas entre o
veneno de serpentes B. jararaca recém-chegadas da natureza e as que estédo
mais que 3 anos em cativeiro. Diferencas como alta atividade hemorragica para
0s venenos das serpentes machos, adultos e recém-chegadas da natureza foi

encontrada para serpentes, Bothrops jararaca (SAAD et al., 2012).

O soro antibotrépico produzido pelo Instituto Butantan, utilizado no
tratamento para os acidentes causados por B. jararaca, € produzido pela
imunizacdo em cavalos com um pool dos seguintes venenos: 50% B. jararaca,
12,5% Bothrops alternatus, 12,5% Bothrops jararacussu, 12,5% Bothrops
moojeni e 12,5% Bothrops neuwiedi (CARDOSO; YAMAGUCHI; MOURA-DA-
SILVA, 2003).

Assim, como 0 envenenamento por picada de serpente pode ter
consequéncias graves, e 0 Unico tratamento eficaz atual é a soroterapia
(MCCLEARY et al.,, 2016), ou seja, a capacidade dos anticorpos do soro
antibotropico comercial (Instituto Butantan) de reconhecer as proteinas dos
venenos ofidicos. Assim, esta capacidade foi avaliada utilizando duas
metodologias, o ELISA e o Western blotting. Para o teste de ELISA, o soro
comercial apresentou a capacidade de imunorreconhecer ambos 0s veneos na

mesma magnitude. Tal fato sugere que ambos possuem capacidade
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semelhantes de serem reconhecidos pelo soro antibotrépico. Para investigar a
participacdo das diferentes proteinas dos venenos no imunorreconhecimento
pelos anticorpos dos soros antibotropicos, realizou-se o teste de Western
blotting do veneno do plantel, do VBRN e do pool dos dois venenos brutos. E
interessante notar que o padrédo de reconhecimento das bandas foi semelhante
nos trés venenos, que reforca a similaridade dos dois venenos de serem
reconhecidos pelo soro antibotrépico comercial, além de demonstrar que a
mistura desses dois venenos ndo altera os seus padrbes de reconhecimento,
tanto quanto ao conjunto de proteinas que foram reconhecidas pelos anticorpos
do soro antibotrépico (ELISA), como para 0s grupos de proteinas que se
ligaram aos anticorpos (Western blotting). Vale ressaltar que o padrdo do
Western blotting encontrado nesse trabalho foi semelhante ao encontrado no
trabalho de Junior (2008).

Gutiérrez e Lomonte (1989) relataram que o soro comercial era capaz de
neutralizar os efeitos sistémicos dos venenos, contudo os efeitos locais nao
seriam capazes de serem neutralizados por esse soro, sendo atribuidos a acéo

das PLA:2s e seus produtos de catalise.

Tanaka e colaboradores (2016) demonstraram que, embora alguns soros
antiofidicos possam apresentar altos titulos e capacidade de
imunorreconhecimento, estes resultados podem n&o estar diretamente
correlacionados com o potencial neutralizante dos antivenenos. Isto pode ser
ocasionado pela presenca de componentes altamente imunogénicos e

biologicamente ndo relevantes aos efeitos toxicos dos venenos.

Portanto, o teste de letalidade dos venenos seria o teste indicado para
analisar o efeito toxico simultdneo de todos os componentes dos venenos,
como preconizado pela WHO (WHO, 1955).

Assim, um importante parametro para mensurar a variaGdo na composi¢ao
dos venenos de serpentes recém-chegadas da natureza com a do plantel, é a
DLso. O VBRN mostrou-se cerca de 23% mais letal que o veneno do plantel.
Cabe ressaltar que, para a espécie Crotalus durissus terrificus, foi observada
semelhante variagdo, em que o0s venenos das serpentes do plantel

apresentaram uma menor eficiéncia quanto a letalidade quando comparado
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aos venenos das serpentes recém-chegadas da natureza (LOURENCO et al.,
2013; SAAD et al., 2012). Adicionalmente, foi feito um teste complementar, ou
seja, determinou-se a DLso utilizando a mistura dos dois venenos. E
interessante notar que a mistura foi capaz de restaurar a letalidade do veneno
do plantel, indicando o sinergismo dos componentes dos venenos no objetivo
principal do veneno para as serpentes, sucumbir a presa. Contudo, como trata-
se de experimento in vivo € esperado encontrar uma certa variagcao. Os valores
obtidos neste trabalho sdo corroborados por diversos autores (ANTUNES et al.,
2010; ARAUJO, 2008; JUNIOR, 2008; LUCAS, 2009; SAAD et al., 2012). Pode-
se concluir com esse resultado que a mistura do veneno do plantel com o

VBRN potencializou a agao dos venenos.

A capacidade de soroneutralizacdo dos soros antiofidicos é importante
para verificar a poténcia destes produtos, que é mensurada pela determinacéo
da DEso (GUTIERREZ et al., 1990). Este teste tem sido preconizado pela
(WHO, 1981) e mensura a capacidade de neutralizacdo da letalidade destes
venenos. No Brasil, 0 VBRN é o veneno utilizado por todos os produtores de
soros ofidicos, tanto para o teste de letalidade quanto para o teste de

soroneutralizagao.

Assim, além de testar a DLso, a DEso também foi determinada para
comparar a poténcia do soro antibotropico produzido pelo Instituto Butantan na
neutralizacédo da letalidade causada pelo veneno do plantel e do VBRN.

O soro antibotrépico apresentou o dobro da poténcia na neutralizacdo da
letalidade do VBRN sobre os camundongos quando comparado ao veneno do
plantel. E interessante notar que, quando a mistura dos dois venenos foi
utilizada, o soro antibotrépico apresentou poténcia equivalente a apresentada
no VBRN. Este resultado também pode ser explicado pelo sinergismo entre as
proteinas dos venenos, favorecendo assim a soroneutralizacdo deles. Cabe
ressaltar que o soro antibotropico produzido no Instituto Butantan é produzido
pela mistura de venenos de B. jararaca do plantel e das oriundas da natureza.
Isto pode justificar os resultados obtidos nos testes de DLso e DEso, além de
sugerir a possibilidade da adicdo do veneno do plantel ao VBRN. Outro fator a
ser considerado € a variacdo que normalmente ocorre em teste in vivo. Por

exemplo, Lucas (2009), em trabalho para a definicho de um soro botropico
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referéncia nacional, testou a poténcia de um pool dos soros produzidos pelos
quatro produtores de soro antibotropico (1B, IVB, FUNED e CPPI) sobre o
VBRN, realizando 8 ensaios. Os valores obtidos de DEso variaram de 24,94 a
33,48 uylL/animal.

Concluindo, dentre os testes realizados neste estudo, a maioria deles
apresentou padrdes de comportamento bioquimico e de atividades biolégicas
semelhantes entre os venenos analisados. Inclusive, 0s ensaios nos quais o
VBRN apresentou maior atividade, a mistura foi capaz de minimizar esta
diferenca. Assim, esses resultados sugerem a possibilidade da inclusao do
veneno botrépico do plantel a composicdo do VBRN, sem que haja uma perda
de qualidade deste veneno referéncia. Cabe ressaltar que esta mudanca no
preparo do VBRN minimizaria a dependéncia do recebimento de animais
oriundos da natureza, favorecendo também a manutencao destes animais em

seu ambiente natural.
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6. CONCLUSOES

Os resultados indicam que o veneno dos animais do plantel € equivalente,
tanto em testes in vitro, quanto em testes in vivo, ao veneno das serpentes

recém-chegadas da natureza.

O pool dos dois venenos estudados em testes in vivo € mais eficiente do

gue quando os dois venenos atuam isoladamente.

De acordo com os dados obtidos neste trabalho pode-se propor a incluséo

do veneno do plantel no processo de producdo do VBRN.
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