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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 6
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Laboratério S-Inova Biotec

Breno Emanuel Farias Frihling
Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB)
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RESUMO: As infec¢des bacterianas sdao um
problema em escala global, causando grande
alarde. Devido a diversos fatores como o
uso indiscriminado de antibiéticosbactérias
cada vez mais se tornam resistentes. Gracas
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Bothrops jararacussu

ao avanco tecnocientifico, hoje por meio da
bioinformatica estrutural & possivel estudar os
peptideos antibacterianos (PAM) que podem
ser a chave para combater microrganismos.
Desenho racional vem para melhorar o potencial
antibacterianodemoléculasdiminuindoosefeitos
adversos. Visando a resolucéo da problematica
o trabalho tem como objetivo principal desenhar
racionalmente novos peptideos analogos a
L-aminooxidase (LAQO) da serpente Brothorps
jararacussu, ligando atributos fisico-quimicos
a atividade antimicrobiana. Com base nos
peptideos antimicrobianos depositados no
Protein Data Bank, um padrao fisico-quimico
foi identificado pelo programa Antimicrobial
Pattern Prediction desenvolvido pelos autores.
As sequéncias primarias analisadas levando
em consideracdo as caracteristicas de
hidrofobicidade e hidrofilicidade. A sequéncia
primaria foi avaliada pelo programa CAMPr3
para predicdo da atividade antibacteriana, o
padrdo encontrado teve sua conformagdo em
hélice preditas pelo Helical Wheels Projections.
A LAO escolhida possui cddigo 4E0V (PDB). O
padréo encontrado foi “HHHKHHK” sendo “H”
hidrofébico e “K” hidrofilico. Esse se repetiu
nove vezes na molécula alvo de estudo e todas
foram analisadas de acordo com a carga e
hidrofobicidade onde somente duas sequéncias
foram identificadas e nomeadas 4EQV_E e
4EQ0V_G. Portanto as sequéncias encontradas
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no estudo in silico podem ser candidatos antimicrobianos alternativos, entretando é
preciso a realizagado de mais experimentos in vitro para a confirmagao dos resultados.
PALAVRAS-CHAVE: Desenho racional, antibacteriano, Bothrops

ABSTRACT: Bacterial infections are a problem on a global scale, causing great fanfare.
Due to various factors like the indiscriminate use of antibiotics bacteria increasingly
become resistant. Thanks to the techno-scientific advance, today through structural
bioinformatics it is possible to study the antibacterial peptides (PAM) that can be
the key to fight microorganisms. Rational design comes to improve the antibacterial
potential of molecules by decreasing adverse effects. Aiming at solving the problem,
the main objective of this work is the rational design of new peptides analogous to the
L-aminooxidase (LAO) of the snake Brothorps jararacussu, linking physicochemical
attributes to antimicrobial activity. Based on the antimicrobial peptides deposited in
the Protein Data Bank, a physicochemical pattern was identified by the Antimicrobial
Pattern Prediction program developed by the authors. The primary sequences analyzed
taking into account the characteristics of hydrophobicity and hydrophilicity. The primary
sequence was evaluated by the CAMPr3 program for prediction of antibacterial activity,
the pattern found had its helix conformation predicted by Helical Wheels Projections.
The chosen LAO has code 4E0V (PDB). The standard found was “HHHKHHK” with
hydrophobic “H” and hydrophilic “K”. This was repeated nine times in the target molecule
of study and all were analyzed according to the charge and hydrophobicity where
only two sequences were identified and named 4EQV_E and 4EQV_G. Therefore the
sequences found in the in silico study may be alternative antimicrobial candidates, but
more in vitro experiments are necessary to confirm the results.

KEYWORDS: Rational design, antibacterial, Bothrops

11 INTRODUCAO

O desenvolvimento de geracdes de microrganismos resistentes aos antibioticos
e sua distribuicdo em populagdes microbianas em toda a biosfera séo os resultados de
muitos anos de selecao ininterrupta presséao das aplicacées humanas de antibiéticos,
via subutilizacdo, uso excessivo e uso indevido. Este ndo € um processo natural, mas
uma situacao sobreposta a natureza (Davies; Davies, 2010).

A capacidade dos microrganismos a se adaptar e a resisténcia aos antibioticos
torna cada vez mais dificil o tratamento por infec¢cdes bacterianas (Vianna 2016). A
propria manipulacédo de amostras no laboratério clinico e a rotina laboratorial pode
favorecer aos mecanismos de resisténcia bacteriana (Vasquez-Giraldo; Libreros-
Zuniga; Crespo- Ortiz, 2017).

A maioria das agéncias internacionais, nacionais e locais reconhece a gravidade
do problema. Muitas resolugbes e recomendagdes foram propostos, e humerosos
relatérios foram escritos, mas sem sucesso: o desenvolvimento de resisténcia a
antibiéticos é implacavel (Davies; Davies, 2010). O aumento das taxas de resisténcia
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significa que, perante uma infecdo provocada por um determinado microrganismo,
€ maior a probabilidade desse microrganismo ser resistente aos antibibticos
habitualmente utilizados, sendo a infecdo apenas tratavel por farmacos de mais largo
espetro, por sua vez com maior potencial gerador de resisténcias (Direcao Geral da
Saude, 2017).

Tratando-se de um processo de ocorréncia expectavel e natural, a selecdo de
cepas resistentes tem sido potenciada pela utilizacdo frequentemente inapropriada
dos antimicrobianos (Direcdo Geral da Saude, 2017). O problema das resisténcias
aos antibiéticos ndo € sequer exclusivo da saude humana, estendendo-se a todas
as areas onde se utilizam antibiéticos, como a pecuaria e a saude animal. Esse fator
levou a OMS a definir o conceito de one health (Direcao Geral da Saude, 2017). Sem
antibioticos eficazes, diversos campos da medicina serdo severamente prejudicados,
incluindo a cirurgia, o cuidado de bebés prematuros, a quimioterapia para o cancer, o
cuidado do paciente critico e a medicina do transplante (Robert, J Guidos, 2011).

Nos ultimos anos, o surgimento de patdgenos resistentes a medicamentos tem
provocado a necessidade de desenvolver novos antibiéticos (Aoki; Ueda, 2013).
A perda de antibidticos eficazes resultara em um grande aumento na morbidade e
mortalidade por infec¢des. A resisténcia antimicrobiana é uma tremenda preocupacéo
Organizacao Mundial de Saude. (Robert; J Guidos, 2011).

Segundo previsao internacional no que se refere a mortes atribuiveis as RAM
quando comparadas com outras causas de morte, estima-se que se estas nao forem
controladas até 2050, mais 10 milhGes de pessoas poderdo morrer todos 0s anos
(Direcdo Geral da Saude, 2017). E necessario fazer um uso racional antibioticos,
reduzir a prevaléncia de infec¢cbes bacterianas (Direcao Geral da Saude, 2017).

O mecanismo de resisténcia bacteriana levou a uma grande emergéncia médica
fazendo com que as ciéncias da saude explorassem meios alternativos para combater
esses patogenos (Mookherjee; Hancock., 2007). O desenvolvimento de novas
ferramentas bioativas como drogas peptidicas podem ser a chave para retardar a
tendéncia a resisténcia antimicrobiana (Migliolo et al., 2016). Essas drogas peptidicas
podem possuem propriedades farmacocinéticas ideais (Aoki; Ueda, 2010).

Para o uso dessas drogas é preciso aprofundar o conhecimento na estrutura-
funcé@o e a interacdo peptideo-alvo levando a construgdo de drogas peptidicas que
sejam mais eficazes e seguras e que possam atuar com maior afinidade contra suas
células- alvo (Migliolo., 2016). Observando também os parametros fisicos quimicos
gue parecem ser a chave para deixa-los mais eficazes (Ferreita et al,. 2017).

2| JUSTIFICATIVA

Devido a inumeros fatores a resisténcia microbiana esta alcangando niveis
inimaginaveis levando a uma grande emergéncia meédica. Muito é discutido e

Prospeccéao de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma viséo Biotecnolégica Capitulo 6




abordado tentando melhorar o panorama, mas a situacao € delicada, por exemplo
os farmacos presentes no mercado nao sado capazes de resolver esse problema.
Além disso, o processo para lancar um novo farmaco € demorado e extremamente
caro, o planejamento racional de farmacos levando em conta a sua estrutura e o seu
mecanismo de ac¢ao € uma estratégia promissora e com um custo menor que pode ser
uma maneira de ajudar a resolver o problema da resisténcia antimicrobiana.

31 OBJETIVO

3.1 Geral

O trabalho em questao tem como objetivo principal desenhar racionalmente novos
peptideos analogos bioinspirados na enzima L-amino&cido oxidase de uma serpente
pertencente ao género Brothorps, corelacionando os atributos fisico-quimicos com
padrdes de repeticdo antimicrobiana.

3.2 Especifico

Realizar a modelagem computacional de peptideos derivados de uma
L-aminoacido oxidase de serpente pertencente ao género Bothrops;

Compreender caracteristicas fisico-quimicas conformacionais dos peptideos
desenhados racionalmente;

Predizer a conformag&o molecular por meio de programas computacionais;

4| METODOLOGIA

4.1 Triagem de Sequéncia Modelo

Foi realizada uma pesquisa de sequencias primarias de peptideos naturais e
sintéticos derivados de serpentes utilizando as palavras chaves L-amino acidoxidase
(LAO), Bothrops, protein no banco de dados Protein Database (PDB, https://www.rcsb.
org/). Apds o processo foi procurado na sequéncia alvo de estudo um padrao predito
pelo software hydrophobia prediction(APP).

4.2 Avaliacao In Silico das Atividades Antimicrobianas

Uma vez encontradas as sequéncias alvo do estudo foram analisadas as
suas propriedades fisico-quimicas tais como hidrofobicidade, carga liquida, média
de hidrofobicidade (GRAVY) determinadas por meio da predicdo do Antimicrobial
Peptide Database (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Para prever a atividade
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antimicrobiana, foi utilizado o servidor CAMPR3 (Waghu et al., 2016) o qual utiliza
banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI), UniProtKB e
PDB. Para a predicéo da conformacéao em a-hélice foi usado o servidor online Helical
wheels projections (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi).

4.3 Modelagem Molecular

Os modelos tridimensionais tedricos foram construidos por meio do software
I-tasser e visualizados por meio da ferramenta pymol.

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem de Sequéncia Modelo

Apbs a pesquisa de sequéncias no Protein Database (PDB) com as palavras
chaves “LAO e Bothrops” foi encontrada uma sequéncia que possui 497 residuos
aminoacidos pdb: (4E0V), essa molécula foi purificada e caracteriza estruturalmente
com intuito de correlacionar sua estrutura com suas propriedades toxicoldgicas, a
molécula apresentou atividade catalitica para aminoacidos alifaticos com cadeia lateral
grande como L-Metionina, L-Leucina.

Apés a caracterizagdo de hidrofobicidade e hidrofilicidade foi encontrado o
padrao (HHHKHHK) pelo Antimicrobial Pattern Prediction em que “H” se refere a um
residuo hidrofébico e “K” se refere a um residuo hidrofilico, o padrao se repetiu nove
vezes na sequéncia escolhida (Figura 2).

5.2 Desenho Racional

O padréo escolhido repetiu-se nove vezes na sequéncia escolhida, cada um
desses sete peptideos possuia sete residuos de aminoacido. Para criacdo de um
AMP é importante determinar as suas caracteristicas como carga e hidrofobicidade
(Migliolo et al, 2016) (tabela 1), esses parametros sdo importantes para predizer
aspectos relacionados a performance dos peptideos.
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>4E0V_D  >4EOV_E  >4EOV_F >4EOV.G  >4EOV_H  >4EOV_|

hslise >4EOV_A >4E0V_B >4EOV_C
computacmnal i i i
Seguéncia MEFSKPGK TVLEASE GQVKTYR GPMRLPE YFIKNIR SLOKAVE  LNARVIK TTSRAAR SGPEGLD
Residuos 7 7 7 e 7 7 7 7 7
Carga +2 -2 +2 0 +2 0 +2 +2 -2
Hidrofobicidade 28% 42% 14% 28% 42% 42% 57% 28% 14%
Gravy -0.842 0.185 -1.442 -0.842 -0.2 -0.271 0.342 -1.085 -0.914
SVM 0.985 0.263 0.483 0.174 0.551 0.000 0.128 0.000 0.040
RF 0.4155 0.513 0.4385 0.543 0.385 0.355 0.453 0.413 0.46
AD 0.687 0.000 0.010 0.001 0.429 0.000 0.276 0.011 0.000
AMN AMP NAMP AMP NAMP AMP NAMP AMP NAMP NAMP
Massa Tedrica 793.978 747.802 850.97 798.964 953.15 773.882 813.009 761.837 673.679

Tabela 1 - Comparacao entre as sequéncias dos peptideos estudados. Peptideo 4EOV_A,
4EQV_B, 4EOV_C, 4EOV_D, 4EOV_E, 4EQOV_F, 4EOV_G, 4EOV_H e 4EQV_I destacando
propriedades fisico-quimicas e predi¢céo das probabilidades para antimicrobianos por meio de

andlises: Maquina de vetores de suporte (SVM), Random Forest (RF), analise discriminante

(DA) e rede neural artificial (ANN).

Estudos demonstram que peptideos para se apresentarem de maneira estaveis
devem apresentar carga entre +2 a +5 e um grau de hidrofobicidade por volta de 40%
a alta hidrofobicidade faz com que os peptideos possam perder sua conformacgéo
helicoidal uma vez que residuos hidrofébicos tendem a se proteger a agua (Bersch-

Ferreira et al, 2017).

Analise computacional >4EQV_E >4E0V_G
Seguéncia YFIKNIR LNARVIK
Residuos 7 7
Carga +2 +2
Hidrofobicidade 42% 57%
Gravy -0.2 0.342
SVM 0.551 0.128
RF 0.385 0.453
AD 0.429 0.276
AMN AMP AMP
953.15 813.009

Massa Tedrica

Tabela 2 - Comparacao entre as sequéncias dos peptideos estudados. Peptideo 4EOV_E,
4EOV_G destacando propriedades fisico-quimicas e predicao das probabilidades para
antimicrobianos por meio de analises: Maquina de vetores de suporte (SVM), Random Forest
(RF), analise discriminante (DA) e rede neural artificial (ANN).

Observando a carga, hidrofobicidade, Gravy (grau de apatia) e massa molecular
elegeu-se dois peptideos que possam vir a ter potencial antimicrobianos sdo eles o
4E0V_E e 0 4E0V_G (Tabela 2). Uma vez escolhidas as sequéncias alvo do estudo
€ preciso visualiza-las no modelo tridimensional da proteina (Figura 1) para predizer

qual sera a conformacao das sequencias escolhidas.
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Figura 1. Estrutura tridimensional da enzima LAO(4E0V) em destaques amarelo regides
detectadas pelo programa APP de acordo com os padrdes visualizados para antimicrobianos.

Um dado de demasiada importancia para o processo € a visualizagéo do diagrama
em hélice que fornece como seria a estrutura em hélice da molécula, devido a esse
motivo os peptideos que foram elegidos tiveram sua estrutura em hélice predita (figura
2).

Y1 L

K4 R4
25@94.5 o
- 1.48@66.5
R7 K7
l|3
>4EOV _E >4E0V G
YFIKNIR LNARVIK

Figura 2. Diagrama em hélice dos peptideos candidatos selecionados, em verde aminoéacidos
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aroméaticos, em vermelho polares ndo carregados, em laranja apolares os amino4cidos e em
azul os aminoécidos hidrofilicos.

5.3 Modelagem Molecular

A visualizagcdo dos modelos tridimensionais foi realizada pelo programa Pymol.
Primeiramente foi selecionada a regido da proteina em que se tinha a sequéncia
escolhida e marcada pela coloragdo amarela, ap0s isso essa sequéncia de residuos
de aminoacidos foi isolada da proteina (figuras 3).

Em um primeiro momento o peptideo estudado apresenta uma estrutura estendida,
quando o peptideo estiver interagindo com a bicamada fosfolipidica de microrganismos
esse pode ter sua conformacao alterada(Yan et al,. 2017). As sequéncias escolhidas
para o projeto possuem dois aminoacidos hidrofilicos em sua composicéao, que podem
ser capazes de alterar a conformacédo do peptideo pois irdo interagir com a parte
interna da membrana fosfolipidica. Ademais, as distribuicbes desses aminoacidos
influenciam diretamente na citotoxicidade das sequéncias, peptideos que possuem
alta hidrofobicidade tendem a ser mais citotoxico (Kumagai et al, 2019).

O mecanismo de agao dos peptideos funciona dividido em trés passos, o primeiro
€ o0 de aproximacédo com a membrana devido a suas caracteristicas eletroestaticas a
molécula se sente atraida pela polaridade da membrana, o segundo é a passagem do
peptideo pelos polissacarideos e 0 acesso a membrana citoplasmatica , o terceiro e
ultimo é de insercéo e permeabilizagcdo em que de fato € possivel visualizar o mecanismo
de acéo do peptideo alvo do estudo (Irazazabal; Franco; Ladram, 2016) um peptideo
que possui a estrutura tridimensional apresentada pode alterar sua conformagao ao
interagir com a membrana citoplasmatica do microrganismo podendo provocar sua
lise, pode também interagir com proteinas transmembranas e poros da membrana.

LNARVIK

>4EOV_E
YFIKNIR

Figura 3. Em verde estrutura tridimensional da enzima LAO (4E0V) com enfase nas regides
em folha-f (amarelo) as quais foram usadas para o0 desenho racional dos peptideos 4EOV_E e
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4E0V_G construida pela ferramenta |-Tasser e visualizados pelo programa Pymol.

Um aspecto que é de demasiada importancia na sequencia peptidica é a analise
isolada dos aminoéacidos, aminoacidos polares ndo carregados como asparagina
podem alterar a entalpia da membrana fosfolipidica, mais especificamente dos lipidios
do grupo inicial o que leva a uma desestabilizacao da membrana. A interacdo de
aminoacidos carregados positivamente e lipideos carregados negativamente pode
favorecer a formacao de dominios lipidicos e poros na membrana, dessa maneira a
estrutura pode se desestabilizar levando ao seu colapso (Olivia et al, 2019).

6 | CONCLUSAO

Os padrbes encontrados in silico demonstraram que os peptideos desenhados
racionalmente apresentaram as caracteristicas fisico-quimicas necessarias sugerindo
potenciais candidatos antibacterianos. Entretanto € necessario a realizacdo de
experimentos in vitro para comprovar o melhoramento das moléculas desenvolvidas.
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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.
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