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APRESENTACAO

A obra intitulada “Prospeccao de moléculas bioativas em animais e plantas: uma
Vvis&o biotecnologica’ consiste em uma coletanea de artigos cientificos apresentados em
9 capitulos, com enfoque em biotecnologia. Na mesma, foram expostos conhecimentos
sobre bioquimica, microbiologia e bioinformatica, com estudos em diferentes espécies,
abrangendo a biodiversidade brasileira.

Na biotecnologia, os campos de estudos sao muito amplos e englobam pesquisas
complexas envolvendo microrganismos, plantas e animais. Desta forma, a obra
apresenta pesquisas sobre moléculas bioativas derivadas de aracnideos, insetos,
répteis, anfibios e plantas. Essas moléculas bioativas apresentam uma gama de
atividades biologicas, e algumas dessas, com potencial antimicrobiano, inibidores de
peptidases, entre outras, foram apresentadas no decorrer da obra.

Ademais, moléculas protéicas bioativas provenientes de fontes naturais, podem
ter sua sequencias primarias caracterizadas e modificada por meio da bioinformatica
(metodologia de desenho racional), que busca melhorar seu potencial terapéutico in
vitro partindo de estudos in silico.

As informacbes geradas nesta obra sdao de extrema relevéncia em nivel
académico, pois mostra pesquisas basicas avancando para pesquisas aplicadas, o
que proporciona o enriqguecimento da comunidade cientifica e formacéao profissional
de alunos de graduacéo e pds graduacgao.

Regina Meneses Gongalves
Breno Emanuel Farias Frihling
Ludovico Migliolo
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CAPITULO 7

ESTUDO DA NEUTRALIZACAO DOS
COMPONENTES DO VENENO DA SERPENTE

Ellynes Amancio Correia Nunes
Universidade Federal da Paraiba, Departamento
de Biologia Molecular Joao Pessoa, Paraiba

Renner de Souza Leite

Universidade Federal de Campina Grande,
Unidade Académica de Saude do Centro de
Educacéo e Saude Cuité, Paraiba

Alisson Emannuel Franco Alves
Universidade Federal da Paraiba, Departamento
de Biologia Molecular Jodo Pessoa, Paraiba

Ludovico Migliolo
Universidade Catélica Dom Bosco
Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Karla Patricia de Oliveira Luna
Universidade Estadual da Paraiba,

Departamento de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude Campina Grande, Paraiba

RESUMO: Ofidismo €é um problema de
saude publica negligenciada mundialmente,
que vitima aproximadamente 2,5 milhdes de
pessoas por ano, envolvendo 125 mil mortes.
O género Bothrops é responsavel por 87% dos
envenenamentos registrados no Brasil. Sendo
a espécie endémica do Nordeste brasileiro a
Bothrops erythromelas, responsavel pelo maior
numero de acidentes registrados na Paraiba.
O veneno botrépico induz hemorragias,
coagulopatia, edema, necrosepodendo levar
a morte e/ou incapacidade permanente. Uma
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Bothrops erythromelas

vez que pouco se sabe a respeito de isotipos
e especificidade de anticorpos produzidos
por pacientes envenenados por serpentes
da espécie B. erythromelas, objetivou-se
avaliar o veneno desta serpente, frente ao
reconhecimento entre moléculas e anticorpos
presentes no soro de individuos envenenados,
e frente aos soros comerciais Dbrasileiros.
As proteinas foram separadas em gel de
12,5%, para avaliacdo da

neutralizagcdo do veneno em vitimas tratadas

poliacrilamida

com soro antiofidico, posteriormente utilizou-
se 0 método de Western blotting para observar
se haveria reatividade cruzada entre venenos
de diferentes géneros, e por fim, se analisou
a neutralizacdo in vitro do veneno frente ao
soro antiofidico comercial brasileiro género
especifico. Observou-se que bandas de 29 a 31
KDa néao sdo bem neutralizadas mesmo apos
a soroterapia em pacientes envenenados por
B. erythromelas. Nao ocorreu reagdo cruzada
entre o0 veneno da referida serpente e o veneno
de espécies pertencentes aos géneros Crotalus
e Philodryas. Ademais, o soro comercial ndo foi
capaz de neutralizar algumas bandas presentes
no veneno, entre elas as de 29 a 31 KDa, como
foi confirmado no ensaio de neutralizagdo in
vitro.
PALAVRAS-CHAVE:
Ofidismo; Soro comercial.

Envenenamento;
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ABSTRACT: Snakebites is a neglected public health problem worldwide, it victims
approximately 2.5 millions of people by yearwhich gives 125 thousands death. Bothrops
genus is responsible for 87% of the envenoming in Brazil. The endemic specie in the
Northeast Brazil is the Bothrops erythromelas. Thevenom induces local hemorrhage,
coagulopathy, edema,necrosis and can lead to permanent disability or death. There
are limited studies about isotypes and specificity of antibodies produced by envenomed
patients by B. erythromelas. The aim of this study is to evaluate this snake venom
against the recognition between molecules and antibodies presents in the serum
of envenomed individuals by other snake genus compared to Brazilian commercial
serum. The proteins were separated in polyacrylamide gel for rating the neutralization
of the venom in treated patients with the antivenom serum. Following was used the
WesternBlotting method to observe if there was cross reactivity between venoms of
different genus. Lastly, the ‘in vitro” neutralization of the venom against the Brazilian
commercial serum was analyzed. It has been observed that the fragments of 29 and
31 KDa are not well neutralized even after the treatment in patients envenomed by
B. erythromelas. There was no cross-reaction between the venom of this snake and
the venom of species belonging to the genus Crotalus and Philodryas. In addition, the
commercial serum was not able to neutralize some of the fragments present in the
venom, among them those fragments of 29 and 31 KDa, as confirmed at the in vitro
neutralization test.

KEYWORDS: Envenom; Snakebites; Commercial Serum.

11 INTRODUGCAO

Acidentes com serpentes sdo um problema de saude publica negligenciado que
vitimam cerca de 2.500.000 pessoas com 125 mil mortes anualmente, de acordo com
dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (ALBUQUERQUE, 2013). No Brasil
ocorrem aproximadamente 26.112 casos notificados por ano com uma letalidade de
cerca de 6,95% (BRASIL, 2017).

Os venenos ofidicos contém uma grande variedade de componente, cujo papel
preliminar é agir para imobilizar a presa. Cerca de 90% do peso seco das peconhas
das serpentes sdo compostas por proteinas, principalmente as enzimaticas (serino
proteinases, metaloproteases, L-aminoacido oxidase, fosfolipases) e proteinas sem
atividade enzimatica (desintegrinas, lectinas de tipo C, peptideos natriuréticos). A
parte nao proteica compreende anions e cations inorganicos, lipideos, carboidratos,
pequenos peptideos e aminoacidos (CARDOSO, 2003; JENNINGS et al, 2005;
GUTIERREZ, 2009a).

O género Bothrops e Bothriopsis s&o responsaveis por 87% dos envenenamentos
notificados no Brasil (BRASIL, 2016). No dominio caatinga, a espécie endémica &
Bothrops erythromelas (AMARAL, 1923), conhecida localmente como jararaca-
da-seca, jararaca malha de cascavel ou jararaca vermelha. Seu veneno apresenta
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acao proteolitica, caracterizando o envenenamento pela presenca de bolhas,
edema e necrose, que provavelmente decorre da agcao de enzimas como proteases,
hialuronidases e fosfolipases, da liberacdo de mediadores da resposta inflamatoria;
acao coagulante, ativando isoladamente ou simultaneamente o fator X e a protrombina,
podendo agir como a trombina, convertendo o fibrinogénio em fibrina. Este tipo de
acao causa disturbios na coagulacdo sanguinea, uma vez que ao atingir a cascata de
coagulacao de forma direta, promove a destrui¢cdo do fibrinogénio e da fibrina, podendo,
por conseguinte, causar incoagulabilidade sanguinea; e acdo hemorragica, que séo
decorrentes da acdo das hemorraginas provocando lesbes na membrana basal dos
capilares, associadas a trombocitopenia e alteragbes da coagulacdo (GUTIERREZ,
2009).

O tratamento indicado pelo Ministério da Saude para envenenamentos com
serpentes € a utilizacdo de soros antiofidicos, que no Brasil sdo produzidos pelo
Centro de Pesquisa e Producéo de Imunobioldgicos (CPPI), Instituto Butantan — 1B
(SP), Instituto Vital Brasil — IVB (RJ) e Fundacao Ezequiel Dias — FUNED (MG), por
meio da imuniza¢ao de equinos, onde o soro antibotrdpico, € produzido com venenos
provenientes de cinco espécies do género Bothrops mais prevalentes no Brasil: B.
jararaca—50%, B. alternatus, B. moojeni, B. jararacussu e B. mattogrossensis — 12,5%
cada, e séao distribuidos pelo Ministério da Saude, por meio da Fundacao Nacional de
Saude (FUNASA), (BRASIL, 2010).

Poucos estudos imunoldgicos sdo realizados com humanos, sobretudo, no que
diz respeito a resposta imune humoral de pacientes envenenados por serpentes. Esse
dado é preocupante porque a resposta imune humoral é a primeira frente de defesa
do organismo, importante para delinear a evolugdo da doenca (LICHTMANN; PILLAI,
2008). Para a serpente B. erythromelas (Figura 1), aimporténcia de se realizar estudos
imunoldgicos referente a espécie, se da porque a mesma € endémica da regido
Nordeste do Brasil (ROMANO-HOGE, 1990; GUTIERREZ, 2009), e é responsavel
pelo maior numero de atendimentos na Paraiba (SINAN, 2012), porém, seu veneno
nao consta no pool de venenos utilizados na formulagcdo do antiveneno comercial no
Brasil.
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Figura 1. Bothrops erythromelas (Jararaca da seca)

Fonte: Répteis da caatinga

Diante disto, objetivou-se avaliar a neutralizacdo do veneno da serpente B.
erythromelas, diante do reconhecimento entre anticorpos presentes no soro de
individuos envenenados por outros géneros de serpente, e frente aos soros comerciais
brasileiros.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Pacientes

Fizeram parte da pesquisa pacientes de ambos os sexos e diferentes idades,
envenenados por serpentes dos géneros Crotalus, Philodryas e Bothrops e atendidos
no Centro de Assisténcia Toxicol6gica do Hospitalde Trauma de Campina Grande, no
ano de 2012.

Os individuos foram entrevistados e, em seguida, foram submetidos aos
exames clinico-laboratoriais, além da coleta de informagcdes a partir das fichas de
atendimento. Os critérios de incluséo na selecéo dos pacientes contemplaram aqueles
gue receberam tratamento soroterapico e sinais/sintomas clinicos mais frequentes de
envenenamento, como o edema local e altera¢cdées no tempo de coagulagcéo sanguinea
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do paciente.

Foram coletados um total de 30 mililitros (mL) de sangue de cinco (n= 5)
pacientes que foram submetidos a pesquisa. Esta coleta foi feita em trés intervalos
de tempo: 0 horas antes da soroterapia, 12 horas apOs a soroterapia e 24 horas
apoOs a soroterapia, para cada coleta foi obtido 10 mL de sangue por paciente. Os
pacientes que fizeram parte da pesquisa foram catalogados como Individuos: A, B, C,
D e E. Onde o individuo A, foi vitima de um acidente causado pela serpente Bothrops
erythromelas; os individuos B e D, foram vitimas de acidentes causados por serpentes
do género Crotalus; e os individuos C e E, foram vitimas de acidentes causados por
serpentes do género Philodryas.

2.2 Consideracées Eticas

Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Estadual da Paraiba (CEP-UEPB), protocolo nimero 0007.0.133.000-12
de acordo com a Resolucdo n° 196 do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisas
realizadas com seres humanos.

2.3 Obtencao do Veneno

Ovenenodaserpente B. erythromelasfoi obtido por meio da ordenha de espécimes
em cativeiro. Os espécimes foram provenientes do Zooldgico Museu Vivo Répteis da
Caatinga, localizado no municipio de Puxinand, Paraiba. Foram selecionados apenas
animais adultos. O veneno, apos liofilizagao, foi mantido a temperatura de -20°C até o
momento de sua utilizagéo.

2.4 Perfil Eletroforético de Proteinas do Veneno de B. erythromelas Diante do

Soro de Individuos Envenenados

Géis de poliacrilamida 12,5% em presenca de SDS (Dodecil sulfato de sodio)
foram feitos e acoplados a um sistema de eletroforese da Hoeffer. Ao sistema foi
adicionado Solu¢ao Tampéo (TRIS 0,125 M; GLICINA 0,95 M; SDS 5g). As amostras
correram a 60 mA e 90 V por cerca de 1 a 2 horas. Os géis de empilhamento (stacking
gel) e de separacéao (running gel) foram preparados a uma concentragao de acrilamida
de 4,5% (p:v) e 10% (p:v), respectivamente.  Aos géis foram aplicados padrédo de
peso molecular (PM) (Sigma-Aldrich) com um espectro de 8 a 220 KDa); venenos
de serpentes da espécie B. erythromelas, com soro de individuos previamente
envenenados pela mesma serpente. Todas as amostras foram eluidas em tampao da
amostra de Laemmli (1970) (Tris-HCI 1M pH 6,8; SDS 10%; B-mercaptoetanol 14,7
M; Glicerina; Azul de Bromofenol), e incubadas por 5 min em banho-maria antes de
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sua aplicacdo no gel. Posteriormente foi feita a coloracdo dos géis com o corante
Coomassie brilliant blue R-250; Metanol; Acido Acético; H,0), durante 30 minutos,
seguido do tratamento com descorante (metanol 30%, acido acético 10% e H,0 60%)
com intervalos de 10 min.

2.5 Avaliacao do Cruzamento Entre Soro de Individuos Envenenados Por
Serpentes dos Géneros Crotalus e Philodryas Com Veneno da Serpente B.

erythromelas Por Meio de Western Blotting

Para arealizag&o da técnica de Western blotting (Towbin et. al., 1979) énecessario
gue as proteinas sejam anteriormente separadas pelo processo de Eletroforese em gel.
Uma vez separadas as proteinas sao transferidas para uma membrana absorvente,
onde serao analisadas (KURIEN; SCOLFIELD, 2006).

Ap0s o processo de eletroforese, onde se utilizou um padréo de massa molecular
(Sigma-Color Burst; com espectro entre 8 a 220KDa); os géis foram submetidos a
um processo de transferéncia das bandas de proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (Whatman). Ao sistema foi adicionado 3 papéis de filtro umedecidos com
Tampéo Anodo | (Tris Base 36,3 g; Metanol; H,O), seguido de mais trés papéis de filtro
umedecidos com Tamp&o Anodo Il (Tris 3g; Metanol; H,0), posteriormente foi colocada
a membrana de nitrocelulose, seguida do Gel, e posteriormente se umidificou mais
seis papéis de filtro com Tampao Catodo (Tris 3 g; Acido caproico 5,2 g; Metanol; H,O)
acrescentando-se ao sistema que foi submetido a transferéncia por cerca de uma hora
no bloqueador em sistema Semi Dry (Semi-DryBlotting Systems, C.B.S. Scientific,
modelo EBU-4000) com a voltagem de 45 V e amperagem maxima em 300 mA.

Apo6s atransferéncia a membranade nitrocelulose (NTC), foi corada com o corante
Ponceau a 0,2% e 1% de TCA por 5 min. Em seguida procederam-se incubacgdes de
blogueio com leite desnatado (Molico) 5% e lavagem em PBS com pH entre 7.2 e 7.4.
Apos a ultima lavagem com PBS-Tween 20 0,05%, procedeu-se incubacao da folha
de NTC com os primeiros anticorpos (soro dos pacientes envenenados por Crotalus e
Philodryas), overnight, sob refrigeracao.

No dia seguinte, lavagens com PBS-Tween20 0,05% foram realizadas e o
segundo anticorpo (IgM-conjugada a peroxidase), foi adicionado a membrana de NTC,
sendo a mesma incubada por duas horas a temperatura ambiente. A revelagcéo da
membrana foi realizada com 4-Cloronaftol (Sigma-Aldrich), feito na hora, e a reacéo
parada com agua destilada.

Os imunocomplexos formados (componentes antigénicos do veneno mais
anticorpos presentes no soro do paciente) foram detectados através de uma sonda
enzimatica. No presente trabalho, a sonda enzimatica utilizada foi a anti-lgM humana
(Sigma-Aldrich) conjugada a peroxidase (Sigma-Aldrich).
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2.6 Ensaios de Neutralizacao do Veneno da Serpente B. erythromelas Diante dos

Antivenenos Comerciais

Para se analisar a neutralizacdo do veneno da serpente Bothrops erythromelas
frente aos antivenenos comerciais utilizou-se a metodologia descrita por Gené et al.
(1989).

Foramincubadas dosesfixas de veneno de serpente comdiferentes concentracoes
de antivenenos comercias em banho-maria por 30 min a uma temperatura de 37°C.

Incubou-se 5uL (microlitros) do veneno da serpente com 10; 50; 100 e 200 uL,
respectivamente do soro antibotropico comercial. Foi adicionado aos pools tampéao de
amostra q.s.p. 1X (loading buffer- 2X).

Depois de incubadas a 37°C, as amostras foram aplicadas ao gel de poliacrilamida
12,5%, onde foram submetidas ao processo de eletroforese.

No processo de SDS-PAGE foram utilizados trés padrbes de peso molecular, a
saber, PM (Sigma-Color Burst) com espectro entre 8 a 220 KDa.

Posteriormente este gel foi corado com o corante Coomassie Berillanti Blue por 30
minutos a temperatura ambiente, seguido de tratamento com o descorante (metanol
30%, acido acético 10% e H,0 60%) com intervalos de 10 min.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Perfil Eletroforético de Proteinas do Veneno de B. erythromelas Diante do

Soro de Individuos Envenenados

Ao se realizar a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS observou-se
bandas proteicas que reafirmaram o que foi observado nos experimentos realizados
por Luna et al. (2010), com os quais observou-se um padrao de bandas com peso
molecular entre 29 e 31 KDa que nao sofrem neutralizacdo mesmo apés o tratamento
soroterapico dos pacientes envenenados.

No gel 1 (Figura 2) é possivel verificar a interacdo entre o veneno da serpente
B. erythromelas e o soro de individuos envenenados pela mesma serpente. Como
pode-se observar nas Colunas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 mostram a formagé&o de um complexo
imune que sugere uma grande interacdo entre o veneno da serpente e os anticorpos
presentes nos soros dos pacientes, o que pode ser visualizado pela forte coloracao
da formac&o no inicio do gel. E importante observar, também, que algumas bandas
presentes no gel como a banda de cerca de 29 KDa n&o é neutralizada mesmo ap6s
a soroterapia dos pacientes envenenados. E importante verificar que nos pocos 3,
4 e 5 foi utilizado o pool de soro acrescido de veneno da espécie B. erythromelas,
este pool refere-se a primeira coleta que caracteriza o tempo zero do tratamento,
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sendo respectivamente, leve, moderado e grave. Os pocos seguintes, a saber, 6, 7
e 8 receberam pools de terceira coleta, o que indica o tempo de 24 horas apds o
tratamento, este também foi acrescido com o veneno da serpente e assim como 0s
pocos anteriores constituem envenenamentos do tipo, leve, moderado e grave, nesta
ordem. No gel 2, foi utilizada a mesma sequéncia do gel 1. Pode-se visualizar que nao
ha formacé&o de imunocomplexos como foi observado no primeiro gel.

A formacéo de complexo imune observada no primeiro gel, esta relacionada a
presenca do veneno no sistema, uma vez que os anticorpos do soro dos pacientes
reagiram e interagiram com as proteinas do veneno. E 0 mesmo ndo se observa no
segundo gel, onde nao houve a adi¢cao do veneno da B. erythromelas.

As bandas que se encontram destacadas no esquema (Figura 2), a saber,
aproximadamente 29 e 31 KDa, bem como a de cerca de 100 KDa, podem constituir
um grupo de proteinas que ndo sdo neutralizadas pelo tratamento soroterapico,
corroborando com os resultados de Luna et. al (2010), uma vez que o veneno da espécie
causadora do envenenamento ndo esta contido no pool de venenos selecionados para
a producao do soro antibotropico poliespecifico, produzido no Brasil.

Jorge et al. (2014), observaram que serpentes da espécie B. erythromelas
possuiam variagcbes na composicdo quimica do seu veneno de acordo com a sua
localizacdo geografica. O que sugere que dentro da mesma espécie podem ocorrer
tipos de envenenamentos diferentes, quanto a sua gravidade, mostrando que o0 soro
poliespecifico ndo configura a melhor opg¢ao no tratamento para reverter o quadro de
envenenamento de vitimas de acidentes ofidicos, mas que um soro produzido em nivel
de espécie seria mais eficiente na neutralizacdo de todos os componentes do veneno.

Figura 2: A- Coluna 1,2 e 3 coletas | de soro de pacientes em zero hora (antes do tratamento
soroterapico) + veneno, Colunas 4,5 e 6: coletas lll de soro de pacientes (24 horas apods
tratamento soroterapico) + veneno. B- Coluna 1,2 e 3 coletas | de soro de pacientes em zero
hora (antes do tratamento soroterapico), Colunas linhas 4,5 e 6: coletas Ill de soro de pacientes
(24 horas ap0s tratamento soroterapico) sem veneno.

3.2 Avaliacao do Cruzamento Entre Soro de Individuos Envenenados Por
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Serpentes dos géneros Crotalus e Philodryas com veneno da serpente B.

erythromelas por meio de Western blotting

Os resultados indicam que os antigenos do veneno da serpente B. erythromelas
n&o apresentaram reacdo cruzada com o soro de individuos envenenados por outros
géneros de serpente (Figura 3), uma vez que nao se observou bandas presentes na
membrana de nitrocelulose, principalmente na nossa banda de interesse, localizada
na regido de 29-31 KDa, como destacado na Figura 3. Este resultado é promissor,
uma vez que o marcador que estudamos, banda de 29-31 KDa, pode vir a ser um
diferenciador importante para o diagnostico de envenenamento pela serpente B.
erythromelas no Nordeste.

A necessidade de se observar a ocorréncia de uma reag¢ao cruzada entre os
venenos de Bothrops erythromelas e Phillodryas. sp. da-se devido as semelhancas
dos quadros fisiopatolégicos, entre estes envenenamentos (FAN; CARDOSO 1995,
FRANCA; MALAQUE 2003). De acordo com estudos realizados por Tanjoni et al. (2003)
onde foi utilizando o anticorpo monoclonal anti-jararagina que reconhece um epitopo
presente na regidao Cterminal do dominio desintegrina-like, uma metaloproteinase
do veneno de Bothrops jararaca, demonstraram pela técnica de Dot Blot que estes
anticorpos reagiramcom os venenos de P. olfersiie P. patagoniensis, sugerindo que as
metaloproteinases destes venenos apresentam epitopos comuns aos de B. jararaca.
Corroborando tais achados, Rocha et al. (2006) demonstraram que o soro antibotrdpico
comercial apresentou reatividade cruzada com o veneno das serpentes P. olfersii e
P. patagoniensis sendo capaz de neutralizar a acdo hemorragica, e eficientemente
a atividade téxica destes venenos (P. olfersii e P. patagoniensis), com eficiéncias
similares aos obtidos com o veneno de B. jararaca.

No que concerne aos venenos das serpentes pertencentes aos géneros Crotalus
e Bothrops, possuem bioquimica diferenciada. De acordo com Breithaupt (1976)
os principais componentes do veneno crotalico séo: fosfolipases A,, Crotapotina,
Crotoxina, Crotamina e Girotoxina. O veneno botrépico por sua vez possui em sua
composicao quimica, Botropsina | e Il, Trombocitina, Jararacina, metaloproteinases,
Jararacafribase, e outras enzimas pro-coagulantes. (HOMSI-BRANDEBURGO et al.,
1988). Contudo Spencer (1998) indica que umas das principais fracdes da peconha
da serpente Bothropsjararacussu, a Bothropstoxin-1 € uma fosfolipase A, Assim, as
fosfolipases sé@o constituintes tanto do veneno botropico como do crotalico. Dai se da a
necessidade de se observar uma possivel reagao cruzada entre estas duas peconhas.
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Figura 3: Resultado do Western Blo realizado com (1) Padrdo de Massa molecular (Sigma-
ColorBurst) com espectro de 6.5 a 200 KDa. (2): veneno da serpente B. erythromelas; (3): soro
de individuo envenenado por C. durissus; (4): soro de individuo envenenado por Philodryas
sp.; (5) soro de individuo envenenado por C. durissus; (6) soro de individuo envenenado por
Philodryas sp.

3.3 Ensaios de Neutralizacao do Veneno Da Serpente B. Erythromelas Diante

dos Antivenenos Comerciais

A Figura 4 mostra o perfil de neutralizac&o apresentado quando 5yL de veneno &
incubado com 10, 50, 100 e 200 pL de soro antiveneno comercial.

Como é possivel observar, na coluna 4, a concentracdo de SAB (10 yL) néo
foi suficiente para neutralizar o veneno, uma vez que as bandas referentes aos
componentes do mesmo ainda sdo bem visiveis.Nas colunas 5 (50uL SAB), 6 (100uL
SAB), 7 (200uL SAB) é possivel observar que varias bandas do veneno aparecemnéo
neutralizadas, assim como a banda observada apenas no veneno(Coluna3), entre
elas a banda de cerca de 29 a 31KDa, como indicado pela seta.
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Figura 4: Eletroforese unidimensional destacando (1) e (2) Padrao de Massa Molecular; (3)
veneno mais Tampéao de Amostra; Coluna (4) Veneno + SAB 10 pL; (5) veneno + SAB 50 pL;
(6): veneno + SAB 100 uL; (7) veneno + SAB 200 pL.

A medida que se aumenta a concentracdo do soro, observa-se que mais bandas
vao sendo neutralizadas e que algumas, especialmente aquela localizada na regido de
31 kDa permanece inalterada.

Em estudos realizados por Boechat et al. (2001), foi observado que o soro
antibotrdpico possuia uma eficacia de apenas 58% na letalidade da acéo do veneno
da Bothrops erythromelas quando comparado ao de Bothrops jararaca, que possui
uma eficiéncia de 100%. Essa diferenca na acdo de neutralizagcdo dos venenos
botrépicos colocam em questéo a qualidade do soro comercial antibotropico fornecido
pelo Ministério da Saude, uma vez que a B. erythromelas é a principal responsavel
pelos acidentes ofidicos registrados na regiao nordeste do Brasil.

Deve-se considerar que a técnica de incubagdo do veneno com o SAB (soro
antibotrdpico) mimetiza o que ocorre no organismo vivo. Porém, também devemos
salientar queem um envenenamento nao é possivel saber a quantidade de veneno
inoculada e, certamente, o tempo decorrido entre a ligagao dos antigenos presentes no
veneno com o0s anticorpos do soro, € bem maior, ou seja, de acordo com os resultados
descritos na Figura 4, uma quantidade maior de soro pode sim ajudar na neutralizacao
de toxinas em periodo de tempo menor.

De acordo com Jorge e Ribeiro (1997), a tendéncia atual deve ser a utilizacao
de doses menores de soro, pelo menos quando se trata de envenenamentos leves
e moderados, principalmente em locais de alta prevaléncia de B. jararaca. Nossos
resultados n&o corroboram essa afirmacédo, pois o raciocinio n&o se aplica a areas
onde ocorre a espécie B. erythromelas, ja que a mesma néo esta presente no pool de
venenos que compdem o SAB. Eles afirmam ainda que em envenenamentos graves
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permanecem as recomendacdes de doses altas (12 ou mais ampolas), conforme
orientacdes oficiais (Ministério da Saude, 2003; Manual de vigilancia epidemiologica,
Séo Paulo, 2015). Esses casos, entretanto, sdo menos frequentes. Dada a diversidade
de espécies encontradas nas varias regides do pais, é importante que estudos
semelhantes sejam realizados também em outros locais, para se avaliar a eficacia
dessas doses de antiveneno em relacdo a outras espécies peconhentas.

O tempo decorrido entre 0 envenenamento e o tratamento deve ser levado em
consideragao, pois, de acordo com nossa experiéncia clinica no Estado da Paraiba,
observamos que pacientes que levam mais de 6 horas para chegar ao socorro hospitalar
e realizar o tratamento apresentam, com frequéncia, hemorragias disseminadas. Essas
hemorragias, entretanto, podem ser revertidas apés correto tratamento soroterapico
(SANO-MARTINS; SANTORO, 2004). Porém, deve-se considerar que, se a banda
mais importante encontrada neste estudo, 29 - 31 kDa, pode ser a responsavel por
causar hemorragias, estamos diante de potentes toxinas especifica desse veneno, e
gue nao sao neutralizadas com o tratamento soroterapico em uso.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Dessa forma, pode-se concluir, que ao se analisar o perfil de neutralizagao das
toxinas presentes no veneno da serpente B. erythromelas frente ao soro de individuos
envenenados antes e apds a soroterapia, observou-se queas bandas de 29 a 31 kDa
apresentaram padrao de neutralizacao diferenciado, uma vez que mesmo 24 horas
apos a submissao do paciente ao soro antibotropico, estas bandas permaneceram
nao neutralizadas.

O mesmo se observou quando se analisou o perfil de neutralizacdo do veneno
da serpente B. erythromelas, frente ao soro antibotrdépico comercial, mesmo sendo
submetido a diferentes concentracées de soro antibotrépico. As mesmas proteinas
encontradas nas bandas de 29 a 31 kDa permaneceram inalteradas, ou seja, nao
houve neutralizacéao.

Esta implicac&o indica que o soro antibotropico género especifico produzido no
Brasil ndo age com total eficiéncia no processo de reverter completamente os danos
causados pela agao do veneno da Bothrops erythromelas.

Além disso, identificamos outras bandas proteicas com aproximadamente 24, 36
e 55 kDa no veneno da serpente B. erythromelas, representando toxinas que nao foram
neutralizadas pelo soro antiveneno comercial, 0 que aumenta em muito a preocupacéo
de que mais de uma classe de toxinas possa estar agravando os envenenamentos
deflagrados por essa espécie. Estudos de vendmica sdo necessarios para que essas
bandas sejam identificadas quanto a sua estrutura, composicdo quimica, sequéncia
de aminoacidos e atividade bioldgica.

Avaliando-se o possivel cruzamento entre o soro de pacientes envenenados por
serpentes pertencentes aos géneros Crotalus e Philodryas frente ao veneno de B.
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erythromelas, a metodologia de Western blotting mostrou que os antigenos do veneno
de B. erythromelas nao apresentaram reacao cruzada com o 0s soros dos individuos
envenenados pelas serpentes dos outros dois referidos géneros. Dado importante uma
vez que pretendemos no futuro identificar marcadores especificos do envenenamento
pela serpente B. erythromelas.

Estes resultados ajudam a direcionar novas pesquisas para o melhoramento de
futuros tratamentos através da inclusdo de soros mais especificos no tratamento de
individuos envenenados por serpentes, um problema de saude publica negligenciado.
Essa estratégia pode levar a diminuicdo da letalidade, morbidade e de danos
irreversiveis que possam ser causados pelos envenenamentos causados por esta
espécie de serpente.

REFERENCIAS

ALBUQUERQUE, P.L.M.M.; JACINTO, C.N.; JUNIOR, G.B.S.; LIMA, J.B.; VERAS, M.S.B.; DAHER,
E.F. 2013.Epidemiological profile of snakebite accidents in a metropolitan area of northeast
Brazil. Rev. Inst. Med.Trop. Sao Paulo. V.55, 295-301.

AMARAL, A. New genera and species of snakes.Proc. N. Engl. Zool. Club 8. 1923. p. 85 e 105.

BOECHAT, A.L.; PAIVA, C.S.; FRANCA, F.O.; DOS SANTOS, M. C.2001. Heparin-
antivenom association: differential neutralization effectiveness in Bothropsatroxand
Bothropserythromelas envenoming. Revista do Instituto de Medicina Tropical. V. 43, 10, 2001.

BRASIL. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de bolso, eighth ed. Ministério da Saude,
Departamento de Vigilancia Epidemiologica, Brasilia. 2010.

BRASIL. Acidente por animais peconhentos - notificacdes registradas no Sistema de Informacao
de Agravos de Notificacdes (SINAN) - SINAN NET, DATASUS (Tecnologia da Informacéo a Servigo do
SUS. Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria). 2016.

BRASIL. Acidente por animais peconhentos - notificagbes registradas no Sistema de Informacao
de Agravos de Notificagoes (SINAN) - SINAN NET, DATASUS (Tecnologia da Informagéo a Servigo do
SUS. Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia Sanitaria). 2017.

BREITHAUPT H. "Neurotoxic and myotoxic effects of Crotalu sphospholipase A and its
complex with crotapotin. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol." Vol.292 (3): 271-278.

CARDOSO JLC, WEN FH. Introducéo ao ofidismo. In: ARAUJO FAA, SANTALUCIA M.; CABRAL
R.F. editores. Animais Peconhentos no Brasil: Biologia, Clinica e Terapéutica dos acidentes.
Editora Sarvier, Sdo Paulo, 2003.

FAN, HW. & J.L. CARDOSO. Clinical toxicology of snake bites in South America, 1995. In: J.
MEIER & J. WHITE (Eds). Handbook of clinical toxicology of animal venoms and poisons. Boca
Raton, CRC Press, 667-688.

FRANCA FOS & MALAQUE CMS. Acidente Botrépico. In: CARDOSO JLC,FRANCA FOS, FAN HW,
MALAQUE CMS, HADDAD JR.2003.Animais peconhentos no Brasil: Biologia, clinica e terapéutica
dos acidentes. 1 ed. Sarvier, S&o Paulo; v.1, 468.

GENE, J.A;ROY,A.; ROJAS, G.;GUTIERREZ, J.M.; E CERDAS,L. Comparative study on coagulant,

Prospeccéao de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma viséo Biotecnolégica Capitulo 7




defibrinating, fibrinolytic, and fibrinogelytic activities of Costa Rica crotaline snake venoms and
their neutralization by a polyvalent antivenom.Toxicon, 27, 841-848.

GUTIERREZ, J.M., RUCAVADO, A. Snake venom metalloproteinases: their role in the
pathogenesis of local tissue damage. Biochimie Vol. 82. 2009. p. 841-850.

GUTIERREZ, J.M., ESCALANTE, T., RUCAVADO, A. Experimental pathophysiology of systemic,
alterations induced by Bothrops asper snake venom. Toxicon Vol. 54. 2009a. p. 976-987.

HOMSI-BRANDEBURGO M.I.; QUEIROZ L.S.; SANTO-NETO H; RODRIGUES-SIMIONI L; GIGLIO
J.R. 1988. Fractionation of Bothropsjararacussu snake venom: partial chemical characterization
and biological activity of bothropstoxin.Toxicon, Vol.26, 615-627.

JENNINGS, B.; SPEARMAN, W.; SHERPHHARD. E. 2005. A novel 25KDa protein form the
venom of Bitisarietans with similarity to C-type lectins causes fibrinogen- dependent platelet
agglutination. Toxicon,Vol. 46, 687-98.

JORGE, M. T. & RIBEIRO, L. A. 1997. Dose de soro (antiveneno) no tratamento do
envenenamento por serpentes peconhentas do género Botrhops. Rev. Ass. Med. Brasil. Vol.43,
74-76.

JORGE, R.J.B.; MONTEIRO, H.S.A.; GONCALVES-MACHADO, L.; GUARNIERI, M.C.;
XIMENES, R.M.; BORGES-NOJOSA, D.M.; LUNA, K.P.de O.; ZIGALI, R.B.; CORREA-NETTO,
C.; GUTIERREZ, J.M.; SANZ, L.; CALVETE, J.J.; PLA, D.2014. Venomics and antivenomics
of Bothropserythromelas from Five geographicpopulations within the Caatinga ecoregion
of northeastern Brazil. Rev. Journal of Proteomics XX. Published by: Elsevier B.V.93-114.
DOI: 10.1016/j.jprot.2014.11.011

KURIEN, B. T.; SCOFIELD, R. H. 2006. Western blotting. Methods. San Diego. Vol. 38, 283-293.
DOI: 10.1016/j.ymeth.2005.11.007

LAEMMLI, U.K. 1970.Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature. Vol.227, 680-685.DOI: 10.1038/227680a0

LICHTMANN, A.; PILLAI, S. 2008. Imunologia Celular e Molecular. Editora: Elsevier. Ed. 6.

LUNA, K.P.; XAVIER, E.M.; PASCOAL, V.P.M.; MARTINS-FILHO, O.A.; PEREIRA, V.R.A. 2010.
Humoral immune response of pattients bitten by the snake Bothropserythromelas.Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. Vol. 43 (6),731-732.

Ministério da Saude. 2003. Manual de diagnéstico e tratamento dos acidentes por animais
peconhentos. Brasilia: Fundagdo Nacional de Saiude (FUNASA).

Ministério da Saude.2015. Manual de Vigilancia Epidemioldgica. Sdo Paulo.

ROCHA, M.M.T.; D. PAIXAO-CAVALCANTE; D.V. TAMBOURGI & M.F.D. FURTADO.2006.
Duvernoy’s gland secretion of Philodryasolfersii and Philodryaspatagoniensis(Colubridae):
Neutralization of local and systemic effects by commercial bothropicantivenom (Bothrops
genus).Toxicon 47, 95-103.

ROMANO-HOGE, S. A. R. W. L. 1990. Principais serpentes de interesse médico.
Reconhecimento. Distribuicdo geografica no continente americano. In: SOERENSEN, B.,
Animais Peconhentos. Livraria Atheneu, Rio de Janeiro. Vol.1, 1-41.

SANO-MARTINS I.S. & SANTORO M.L. 2004. Disturbios hemostaticos em envenenamentos por
animais peconhentos do Brasil. 289-303.

Prospeccéao de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma viséo Biotecnolégica Capitulo 7




SINAN-Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo. Estatistica 2012. Ministério da Saude. http://
sinan.saude.gov.br/. (Accessed: 10.08.2015).

SPENCER PJ, AIRD SD, BONI-MITAKE M, NASCIMENTO N, ROGERO JR.1998. Asingle-step
purification of bothropstoxin-1. Braz J MedBiol Res. Vol. 31(9), 1125-1127. PMID: 9876278

TANJONI, I.; D. BUTERA; P.J. SPENCER; A.H. TAKEHARA; |. FERNANDES & A.M. MOURA-
DA-SILVA.2003. Phylogenetic conservation of a snake venom metalloproteinase epitope
recognized by monoclonal antibody that neutralizes hemorrhagic activity. Toxicon 42 (7), 809-
816. PMID: 14757213

TOWBIN H, STAEHELIN T, GORDON J.1979. Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications.Proc Natl
AcadSci U S A.Vol. 76(9), 4350-4354.

Prospeccéao de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma viséo Biotecnolégica Capitulo 7




SOBRE OS ORGANIZADORES

REGINA MENESES GONCALVES é graduada em Ciéncias Biologicas pela
Universidade Catélica Dom Bosco (2017) e mestranda em Biotecnologia pelo Programa
de Pés-Graduacao Stricto Sensu em Biotecnologia da Universidade Catblica Dom
Bosco. Atualmente, seu foco de pesquisa € avaliacdo de peptideos antimicrobianos
frente a bactérias patogénicas humanas e animais, com intuito do desenvolvimento de
novas terapias.

BRENO EMANUEL FARIAS FRIHLING - Graduado em Ciéncias Bioldgicas, Mestre
em Biotecnologia e Doutorando em Biotecnologia pela Universidade Cato6lica Dom
Bosco, tem experiéncia na area de manejo de animais de laboratério convencionais
(ratos e camundongos) e ndo-convencionais (serpentes), manejo de animais silvestres,
captura e manejo de pequenos mamiferos, educacdo ambiental e técnicas classicas
de purificacdo. Atualmente trabalha com caracterizagdo bioquimica e bioprospeccgao
de moléculas bioativas presentes nas toxinas de serpentes da regido do estado de
Mato Grosso do Sul. Além disso, participa de projetos com enfase na analise de aguas
com a identificacdo de farmacos presentes em amostras naturais, rurais e urbanas.

LUDOVICO MIGLIOLO é graduado em Ciéncias Biolégicas (Bacharelado E
Licenciatura) pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte (2005 e 2006).
Mestre em Bioquimica pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte (2008) e
Doutor em Ciéncias Genbémicas e Biotecnologia pela Universidade Catdlica de Brasilia
(2012), com periodo sanduiche em The University of Queensland (Australia). Atuou
como poés doutor bolsista PNPD CAPES na area de Biotecnologia durante 2 anos na
Universidade Catdlica de Brasilia, na bioprospeccéao e sintese de peptideos bioativos
para o desenvolvimento de novas terapias. Atualmente é professor de graduacgao e pds
graduacao além de ser pesquisador nivel 2 na area de Biotecnologia pela Universidade
Catélica Dom Bosco, Mato Grosso do Sul. Tem experiéncia na area de Bioquimica,
Biofisica e Bioinformatica com énfase em Purificacdo de Proteinas e Peptideos Naturais
e Sintéticos, Modelagem Molecular de Estruturas Proteicas e Peptideos, Estudos de
Interacéo Proteina-Proteina, Peptideo-Proteina, Peptideo-DNA, Peptideo-Membranas
Biologicas, Estudos com Dicroismo Circular e Espectrometria de Massa. Além disso,
atua na area de desenho racional de peptideos bioativos analogos de toxinas de
serpente, escorpiao, anuros, aranhas e insetos. Aplicacao destas metodologias nos
seguintes temas: defesa de plantas, peptideos antimicrobianos, imunomoduladores,
anticongelantes e analises protedmicas animais, vegetais e de microrganismos.

Prospeccéao de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma viséo Biotecnolégica Sobre os Organizadores m



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-575-4

97788572"475754





