S"}A RITA DE CASSIA DE OLIVEIRA COLLACO
{

UNICAMP

“ESTUDO DOS EFEITOS BIOLOGICOS INDUZIDOS PELA
PECONHA DE Bothrops fonsecai E O USO DO
ANTIVENENO COMERCIAL COMO FERRAMENTA
FARMACOLOGICA”

CAMPINAS
2014






\"} UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
VA,

'(.}' FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

RITA DE CASSIA DE OLIVEIRA COLLACO

“ESTUDO DOS EFEITOS BIOLOGICOS INDUZIDOS PELA
PECONHA DE Bothrops fonsecai E O USO DO
ANTIVENENO COMERCIAL COMO FERRAMENTA
FARMACOLOGICA”

Orientadora: Profa. Dra. L.éa Rodrigues Simioni

Dissertacio de Mestrado apresentada ao Programa de Pé6s-Graduagdo em
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
para obtencdo de titulo de Mestra em Farmacologia.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTAGCAO DEFENDIDA PELA ALUNA RITA DE CASSIA DE
OLIVEIRA COLLACO E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. LEA
RODRIGUES SIMIONI.

Assinatura do Orientador

CAMPINAS
2014



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Collago, Rita de Cassia de Oliveira, 1989-

CB83e Estudo dos efeitos biolégicos induzidos pela peconha de Bothrops fonsecai e o
uso do antiveneno comercial como ferramenta farmacoldgica / Rita de Cassia de
Oliveira Collago. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador; Léa Rodrigues Simioni.
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Bothrops. 2. Antivenenos. 3. Atividade bioldgica. |. Simioni, Léa
Rodrigues,1942-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Médicas. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Bothrops fonsecai snake venom biological effects and the use of
commercial bothropic antivenom as pharmacological tool
Palavras-chave em inglés:

Bothrops

Antivenins

Biological activity

Area de concentragao: Farmacologia

Titulagao: Mestra em Farmacologia

Banca examinadora:

Léa Rodrigues Simioni [Crientador]

Elen Cristina Teizem Landucci

Stella Regina Zamuner

Data de defesa: 29-07-2014

Programa de Pos-Graduagao: Farmacologia



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO
RITA DE CASSIA DE OLIVEIRA COLLACO

Orientador (a) PROF(A). DR(A). LEA RODRIGUES SIMIONI

MEMBROS:

/

1. PROF(A). DR(A). LEA RODRIGUES SIMIONI M ey a

g

=

2. PROF(A). DR(A). ELEN CRISTINA TEIZEM LANDUCCI

PB e
3. PROF(A). DR(A). STELLA REGINA ZAMUNER A “A

~
N

Programa de Pds-Graduagdao em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas

Data: 29 de julho de 2014




vi



DEDICATORIA

Vi



viii



Dedico esse trabalho aqueles que dedicaram
suas vidas a minha.

Meus primeiros professores e eternos mestres,
minhas duas metades, minha fortaleza, meus

pais:

Julio e Rosalina.







AGRADECIMENTOS

Xi



Xii



Aos pais

Aqueles que acompanharam meu primeiro choro, meu primeiro sorriso, meus

primeiros passos, minhas primeiras palavras, meus primeiros erros.

Aqueles que compartilharam de todos os meus momentos, minhas expectativas,

minhas vitorias, minhas dificuldades, minhas dores.

Aqueles que me doaram noites sem dormir, ensinamentos, experiéncias, alegrias,

carinhos, sorrisos, broncas, conversas... € amor incondicional.

Aqueles que apoiaram, encorajaram, sonharam.

Se hoje isso pode ser lido, € por estimulo de vocés.

Xiii



A familia

A Elza Collaco (in memoriam), minha avo paterna, que dedicou toda sua vida ao
ensino e sempre apoiou nosso crescimento académico. Tenho certeza que estaria

orgulhosa desse momento.

Aos meus avos maternos, José (Zeldo) e Eva que sempre me recebem com Sorrisos

e abracos, palavras de carinho e estimulo, e aqueles deliciosos bolinhos de chuva.

Ao meu irméao Tiago que, independente dos “tapas e beijos”, sempre me arrancou
sorrisos e sempre esteve “la” por mim. Obrigada pelas tantas vezes que me guiou e

me levou onde eu precisava ir (literalmente ou ngo).

Ao meu sobrinho Vitor (Pulga) que, ao me ver, corre de bragos abertos e me recebe
com os abragos mais sincero e beijos mais gostosos do mundo. Vocé deixou meus

dois ultimos anos mais coloridos.

Aos meus tios e primos (que sdo tantos), minha cunhada Luciana, a minha “irm&”
Adriana e meu “sobrinho” Kaique, pelo interesse que sempre demonstraram em meu
trabalho, pelo apoio, pelos intensos momentos de descontracdo e por sempre

impulsionarem meus passos.

Vocés fizeram parte dessa historia.

Xiv



Aos mestres

A Profa. Dra. Léa Rodrigues Simioni que com carinho aceitou a tarefa de me orientar.
Serei eternamente grata pela oportunidade, confianca e liberdade para realizar esse
trabalho, pelas palavras de carinho, pelas frases encorajadoras e pelos conselhos
em diversos momentos. Obrigada por apoiar-me incondicionalmente em todos o0s

passos que me levaram a esse momento.

A Profa. Dra. Priscila Randazzo de Moura, minha primeira orientadora, minha “mée
cientifica”, que esteve ao meu lado durante todo meu processo de amadurecimento
cientifico. Obrigada por ndo medir esfor¢cos para me acompanhar, obrigada pela
indiscutivel amizade, pelos ensinamentos em todos os sentidos, pelos momentos de
descontracdo, pela preocupacdo com minha vida académica e pessoal e pelo tempo

que se dedicou a esse trabalho.

Ao Prof. Dr. Charles Gordon Sanny por abrir as portas do seu laboratério, por sempre
tentar me deixar o mais confortavel e “em casa” possivel, pela troca de vivéncia,
pelas palavras sempre ternas e doces, por transmitir tamanho conhecimento que em
muito auxiliou para minha construgdo como cientista e pela confiangca que em mim

depositara durante meu estagio de pesquisa no exterior.

Aos membros que compuseram a banca de qualificagcdo (Prof. Dr. Gabriel Forato
Anhé, Profa. Dra. Fabiola T. M. Iglesias e Profa. Elen C. T. Landucci) e de defesa
pelas criticas e comentarios construtivos pertinentes para a finalizacdo desse
trabalho.

XV



A todos os professores (em especial a Profa. Sisi, Prof. Edson, Prof. Stephen, Prof.
Gabriel e Prof. André) e funcionarios (especialmente ao Gildo, Zé llton e Seu Miguel)
do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas pelo apoio técnico, tedrico e pratico que
possibilitaram minha evolugcdo académica e cientifica, a construcdo de conhecimento

e a realizacdo dessa pesquisa.

Agradeco a Profa. Kristiani Borscsik pela paciéncia e ensinamentos durante meu
ensino fundamental e médio, assim como interesse durante toda minha graduacéao e

mestrado. Obrigada por gentilmente realizar a revisdo deste trabalho.

A todos os professores e demais funcionarios de todas as instituicbes que um dia me
abrigaram, sejam eles professores de Educacao Infantil, Ensino Fundamental,
Ensino Médio ou Graduacéo, ou ainda aqueles que simplesmente me transmitiram

conhecimentos de cunho cientifico, académico ou cotidiano.

Cada um de vocés teve um papel fundamental para minha formac&o.

XVi



Aos amigos

Aos “brodis” Raphael Schezaro e Mariana Tamascia por me abragarem quando eu
precisei chorar, por me ouvirem quando precisei gritar, por me erguerem quando
precisei levantar, por me seguirem quando precisei continuar, por ajudarem a me

manter em pé. Obrigada pelo crescimento que me proporcionaram em diversos

sentidos.

Ao Igor Rapp, Raquel Lorenzetti e Fabiana Fonseca por terem compartilhado comigo
as angustias e tensées, as descobertas e surpresas, 0s pensamentos, as historias,

0S riS0oS.

Aqueles que permanecem ou passaram pelo laboratério, em especial a Maria

Herrera, Delkia Moraes e Rafael Stuani pela companhia durante todo esse trabalho.

Aos demais amigos do departamento, em especial Ana Carolina Naime e Gisele
Goulart, por auxiliarem direta e indiretamente na realizacao desse trabalho, desde
em um momento descontraido na “copinha” até o auxilio em um procedimento ou

técnica.

A Juliana “Chuchuliana” Asbahr pelas horas de Skype, pelas confidéncias, pelos

abracos de urso, pelas risadas, pelos conselhos, pelo ombro sempre pronto.

As meninas da Republica Chavascasa (Ivett, Paula, Naty, Julia, Marcela, Jéssica,
Jade, Tami, Débora, e outras) que estiveram comigo nas alegrias e tristezas, na

XVii



saude e na doenca, nas festas e estudos, a pelo menos dois anos. Levarei vocés

sempre nas lembrancgas, nas fotos, nas historias.

Aos amigos que fiz durante o periodo que estive em Tulsa (OK/EUA), em especial a
Shae Claypool, Brett Williams, Rendi Burns, Isabel Rinaldis, Lucia Rouch, Al Rouch,
Lee Stidham e Betty Westerfield que me acolheram, me deram suporte em todos os
sentidos, me divertiram, me ensinaram, me mostraram, me distrairam, me ajudaram,
me emocionaram, cantaram, dangaram, viajaram, entreteram e me levaram para ver
um dos mais belos pér-do-sol, o mais estrelado céu de inverno e a neve. NGdo me
senti sozinha, vocés estavam comigo. Serei eterna e imensamente grata. | love you

all!

Aos amigos da graduacédo que fizeram parte dos meus dias durante esse trabalho,
em especial a Kyl Assaf pelas sessbes de terapia do desestresse, pelas aventuras,

pelas viagens e pelas crises de riso.

A todos os demais amigos que direta e indiretamente colaboraram seja com um

abrago, uma conversa, um sorriso, um momento. Obrigada aqueles que se
interessaram e me apoiaram durante parte de todo o processo de elaboragéo e
realizacdo desse trabalho. Perdoem-me néo lista-los mas cada um sabe o quéao

importante é para mim.

XViii



Agradeco também ao CNPq pelo suporte inicial e a FAPESP pelo suporte financeiro
que permitiu a continuidade e finalizagdo desse trabalho, incluindo o periodo
sanduiche. A Universidade Estadual de Campinas e a Oklahoma State University

pelo suporte técnico/estrutural/académico.

E por fim, mas ndo menos importante, agradeco a todos os animais que
possibilitaram a realizacdo desse estudo. Tenho em mente a importancia de cada
vida que esteve em minhas maos, o que me levou a agir com intenso respeito,

planejamento e responsabilidade.

XiX



XX



EPIGRAFE

XXi



XXii



“Tenho a impressédo de ter sido uma crianga
brincando a beira-mar, divertindo-me em
descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma
concha mais bonita que as outras, enquanto
0 Iimenso oceano da verdade continua
misterioso diante de meus olhos”.

(Isaac Newton)

XXii



XXiV



SUMARIO

XXV



XXVi



RESUMO .. e e e XXXi

ABSTRACT et XXXV
LISTA DE ABREVIATURAS ... XXXiX
LISTA DE FIGURAS E TABELAS ... xlv
LI (N 210 ] 01070 LR 53
1.1 Venenos Ofidicos: Caracterizag@o Geral .........coeeeeiiiiiiieieenneeeennne 55
1,11 ProteaSES e 57
1.1.2 FOSfOlPASES A2 ... 58
1.2 Familia Viperidae € BOtRArops SP. ..cc.cceeiueeueieeeeieeeeeeeiiiieeeee e 58
1.3 B. fonsecal, B. alternatus e B. cotiara ............ccccceeeeeieiisccciinneennae. 60
1.4 BOTAIOPS TONSECAI ... 63
1.5 Interag@o antigeno:antiCorPOS......cuuuiii i 64
1.6 Antivenenos e acidentes ofidiCOS.........oooiiuiiiiiiiiiiiiiieeee e 65
1.6.1 Analise das ligacbes veneno:antiveneno........cccccceeeeeeeeeeeenn.. 66
2. OBUETIVOS ...t 69
2.1 ODbJetiVOS QEIAIS ...eeeiieiiiiiiiiiiiee e 71
2.2 Objetivos €SPECIfICOS ...coiiiiiiiiiieiee e 71
3. MATERIAL E METODOS ......coviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e s, 73
3.1 ReAgENIES ... e 75
3.2 ANIMAIS it e e e e e e e 75
3.3 Veneno bruto de B. fONSECAI............coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 76
3.4 Antiveneno COMErCIAl ..........uuuuuuuuuieiiiiiiiiieiiiiieeeieeeeneeeeeeeneeennennnnnnnnnes 76

XXVii



3.5 Antiveneno ESPecCifiCO......cooiuuiiiiiiiiieeeeeee e 77

3.5.1 Imunodifusdo dupla de Ouchterlony ..........ccccceiiiiiiiiiiiieennn.n. 78
3.5.2 Purificagdo do ANtIVENENO ........euveviviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeiieiaeaeeaes 78
R T I =Y g ES7= 110 L0 =10 (0T [ oo 1< 79
3.6.1 TESIES “@X VIVO ....eeeiiiiiiiiiteeitietettit e 79

................................................................................................ 79
Determinacéo e neutralizagdo da atividade coagulante ................ 80

3.6.2 TESIES “IN VIVO ...ttt 80
Determinacao e Neutralizacdo da Atividade Hemorragica ............ 80
Determinacéo e Neutralizacdo da Atividade Edematogénica........ 82
Determinacéao e Neutralizacao da Atividade miotoxica.................. 82

3.6.3 TESIES “IN VILIO” ...eeeeeeannsnnnne 83
Quantificagdo da atividade da creatinoquinase (CK)..................... 83
Determinacéo e Neutralizagdo da atividade fosfolipasica ............. 83
Determinacéo e neutralizagdo da atividade proteolitica ................ 84
Determinacao e neutralizacdo da atividade esterasica ................. 84
Dosagem proteica por Bradford............ccoeeeeiiiiiiiiiicieeeeeeen 85
Eletroforese Bidimensional (2D) em gel de poliacrilamida ............ 85

3.7 Analise Histopatoldgica Qualitativa................eeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiniiiiennes 86
3.8 Avaliacao das ligagdes veneno:antiveneno.............eeeveeeeeerunennennnnnnns 87
3.8.1 Analise por SE-HPLC ... 87
Perfil “NUIO”.......coeeeee e 88
CAICUIO dA AATEA ... e 89
Analise utilizando as fungdes dose-resposta.........cccceeveeeeiiiiiinnen. 89
SeleGa0 das treS reQIiOES .....ccuvveeeeeeieeee e e e e e e 90

Analise da capacidade relativa de ligacao (Maxw), EC50 e a estequiometria
relativa das lIaCOES .....uuuu i 91

XXViii



3.8.2 Analise por Immunoblotting ..........coooiiiiiiiiiii e 91

3.9 Analise EstatistiCa.........uuuueeuuiueiiiiiiiiiiiiiiiii s 92
4. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e eneeeeas 93
4.1 COMPOSIGAO O VENENO.......uuiiiiiiiieeeeeeeeiiite e e e e e 95
Vi 32 ANT\ViTo F=To (TSR =T 0 A0 = L (o= 1S 96
4.2.1 Atividade fOSfOlIPASICA ......cuveeeeieeeeee e 96
4.2.2 Atividade proteolitiCa.........ccuueiiiiiiieiieee e 97
4.2.3 Atividade eStErasiCa.........uuuuuuuuuuuuuieiiiiiiiiiiiiiiiineeenaennnennneannannens 98
4.3 Atividades DIiolOgICas.......cooiuiiiiiieieee e 99
4.3.1 Atividade NeUroMUSCUIAY ...........uuuuummmiiiiiiiiiiiiieieeneeeeeneeeeees 99
4.3.2 Atividade MIiOtOXICA .......uuuuuueeenernenninnininieinnnnnnnannnnnnnnnnnnnnennnnnnne 102
MiotoxiCidade “iN VItro” ...........euuuuueuueuemiieeiiieiiieiiiieieniiinnnennenennes 102
Miotoxicidade “in VIVO”........ccccueeeeeeeeiiee e e 106
4.3.3 Atividade hemorrdgiCa .......cc.uueeeeeieeiiiiiiieeeee e 109
4.3.4 Atividade edematogeniCa.........ceeeieeeeiiiiiiiiiiieeee e 110
4.3.5 Atividade coagulante............uuuuuuuiimiiiiiiiis 111
4.4 Anadlise das ligagdes veneno:antiveneno .........ccccooviiieiieeeeneeeeennne 112
4.41 Avaliagdo por SE-HPLC........oooiiiiiiiieeeee e 112
4.4.2 Avaliagdo por immunobIlotting .............eeeeeeieiiiiiiiiiiiiiis 116
4.5 Comparacgéao das atividades de Bothrops jararaca e Bothrops fonsecai
..................................................................................................................... 118
5. DISCUSSAD ...ouiiiiiiieieirie ettt ns e 119
B. CONCLUSAO. ..ottt ettt 127
REFERENCIAS ..ottt 131
ANEXOS ...ttt e e e e e e e e e e nnaaeeas 147

XXiX



XXX



RESUMO

XXXi



XXXil



Venenos de serpentes botrdpicas sdo caracterizados pela inducao de extenso
dano local associado a feitos sistémicos. Bothrops fonsecai é uma serpente de
distribuicdo geografica restrita das regides montanhosas de Mata Atlantica cujo
veneno € pobremente estudado. Recente estudo proteémico identificou que esse
veneno possui principalmente metaloproteases, fosfolipases A2, Lectinas tipo C e
serinoproteases. Ensaios experimentais utilizando antiveneno botrépico comercial
para neutralizar as atividades biolégicas de venenos botrdpicos possibilitam nao
somente respostas de cunho clinico (tratamento de acidentes), mas também se
constitui em uma valiosa ferramenta farmacol6gica para avaliar a existéncia de
diferencas na composicao dos diversos venenos através da reatividade cruzada
entre veneno e antiveneno. Levando em consideracao esses fatos, este trabalho teve
como objetivo estudar a toxicidade do veneno de B. fonsecai através da atividade
bloqueadora sobre a juncdo neuromuscular, atividade miotéxica, hemorragica,
edematogénica e coagulante assim como a sua caracterizagdo bioquimica. A
neutralizacdo dessas atividades por antiveneno botrdpico comercial e a comparagao
das ligagbes antigeno:anticorpo (veneno:antiveneno) entre B. fonsecai e o0s
antivenenos botrépico comercial e especifico usando SE-HPLC e immunoblotting
também foram avaliadas.

O veneno de B. fonsecai apresentou atividade fosfolipdsica, sendo essa
provavelmente a maior responsavel pelo bloqueio neuromuscular e miotoxicidade,
aléem de ser uma das mediadoras da atividade edematogénica; a inibicdo parcial
dessa atividade pelo antiveneno comercial corrobora com a neutralizagao parcial dos
efeitos na juncdo neuromuscular e reducdo da atividade edematogénica, ja a
neutralizacao total da atividade miotéxica demonstra que as PLA2 cataliticas podem
nao ser as principais responsaveis pela miotoxicidade. Embora o veneno apresente
metaloproteinases P-1 e P-lll, a atividade proteolitica ndo demonstrou-se marcante in
vitro, diferente do ensaio de atividade hemorragica (induzida principalmente por

essas enzimas e que foi completamente inibida pelo antiveneno comercial) o que
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leva a crer que o ensaio enzimatico esteja subestimando essa atividade. O veneno
exibiu atividades esterasica e coagulante que sdo normalmente causadas por
serinoproteases e ambas foram inibidas pelo antiveneno botropico comercial, em
menor grau na proporgao 5:1 (recomendada pelo fabricante) que a obtida em 5:2.

O antiveneno botrdpico comercial apresentou reatividade-cruzada em todas as
atividades testadas, porém sua afinidade com o veneno de B. fonsecai demonstrou-
se baixa ressaltando que o veneno de B. fonsecai possui composicao diferente do
veneno das serpentes utilizadas na produgédo do antiveneno comercial, em especial

as fosfolipases cataliticas, metaloproteinases P-| e serinoproteases.

Palavras-chave: Bothrops, antivenenos, atividades bioldgicas
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Bothropic snake venoms are characterized for a marked local damage
associated to systemic effects. Bothrops fonsecai is a Brazilian pit viper of restrict
distribution (Atlantic Forest at high altitude regions) and its venom has been poorly
studied but is known it has phospholipases A2, metalloproteases (P-1 and P-IIl) and
serine proteases. Experimental assays using commercial bothropic antivenom to
neutralize the bothropic venom activities allows clinical responses (snakebites
treatment) and also is a pharmacological tool to evaluate different venoms
composition through venom:antivenom cross-reactivity. Thinking in all this, the aim of
this work were the B. fonsecai venom toxicity analysis through the in vitro
neuromuscular junction action, the myotoxic, hemorrhagic, edema-forming and
coagulant activities, as well its biochemical characterization. The neutralization of
those activities by the commercial bothropic antivenom and the comparison of
venom:antivenom bindings (Bothrops fonsecai venom : Commercial and specific
antivenoms) by SE-HPLC and immunoblotting were also evaluated.

B. fonsecai venom had a high phospholipasic activity and this probably is the
major responsible for neuromuscular blockade and miotoxicity caused by this venom.
This activity is also one of edema-forming activity mediator (with metalloproteases P-
). The partial inhibition of this activity with both proportions (5:1 and 5:2) corroborates
the partial neuromuscular blockade and edema neutralization; in contrast total the
inhibition of miotoxicity allows us to suppose that the catalytic PLA2 are not the major
responsible for the miotoxicity. The venom also showed a low metalloprotease activity
(caused principally by P-I once is more abundant on this venom) and was not
significantly inhibited by commercial bothropic antivenom at both proportions; these
enzymes (especially P-IIl) also induced hemorrhage totally inhibited by commercial
bothropic antivenom. The esterase and coagulant activities of this venom are caused
mainly by serine-proteases; the commercial antivenom neutralization was more
potent at 5:2 than 5:1 proportion.
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The commercial antivenom presented cross-reactivity in all tested activities but
its low affinity with B. fonsecai venom indicates that the venom composition is a quite
different than the composition of snake venoms used to produce the commercial
antivenom, specially catalytic phospholipases, metalloproteases P-I and serine

proteases.

Key-words: Bothrops, antivenins, biological activities
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As serpentes sao animais vertebrados, pertencentes a classe Reptilia, ordem
Squamata e subordem Ofidia. Acredita-se que estas podem ser derivadas de
lagartos subterrdneos (Franco, 2003) e embora tenham surgido no periodo
Cenozdbico (135 milhdes de anos atras) (Rage, 1994), seu maior desenvolvimento
ocorreu durante o periodo Cenozdico.

Atualmente, a subordem Ofidia inclui 3.458 espécies distribuidas em 26
familias (Reptile Database, 2014) e destas, mais de duzentas espécies sao
venenosas (Matsui, Fujimura e Titani, 2000) cujo aparato produtor de veneno €
formado por glandulas exdcrinas modificadas.

No Brasil, estao identificadas 381 espécies de serpentes (9 familias) e destas,
60 sdo peconhentas (possuem glandulas ligadas a presas especializadas) divididas
em 2 familias: Viperidae e Elapidae (Bernils e Costa, 2012).

1.1 Venenos Ofidicos: Caracterizacao Geral

Venenos ofidicos compreendem em um pool de substancias inorganicas
como: calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, sédio, fésforo e zinco, que
estdo ligadas a mecanismos cataliticos de componentes enziméticos (Bjarnason e
Fox, 1994); e organicas como: carboidratos, lipidios, aminoacidos, proteinas e
peptideos. As proteinas constituem a maior parte do veneno (90 a 95% do peso
seco) (Markland, 1998) e muitas delas possuem atividade catalitica. Em relacéo a
bioquimica, venenos ofidicos possuem 5 classes de enzimas:

- Oxidoredutases: responsaveis pelas reagdes de oxidacdo. Em venenos

ofidicos, a principal oxiredutase é a L-aminoacido-oxidase (aproximadamente
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130KDa) que converte aminoacidos livres em a-cetoacido produzindo amoénia e
peréxido de hidrogénio (MEBS, 1970), sendo esta uma das responsaveis pela
hipotens&o causada pelo veneno (através da ativagdo da guanilato-ciclase soluvel na
presenca de superdxido dismutase) (Aird, 2002). Também vem sendo associadas a
ativacao das plaquetas (Lu et al, 2005) e indugcao de apoptose (Suhr e Kim, 1996;
Torii et al, 1997; Torii et al, 2000; Ali et al, 2000; Izidoro et al, 2006).

- Hidrolases: em venenos de serpentes, as fosfatases (acida e alcalina),
fosfodiesterases e 5-nucleotidases sao largamente encontradas. As fosfatases, (peso
molecular entre 90 e 100kDa) hidrolisam os mononucleotideos 3’05’-fosfato,
enquanto as fosfodiesterases (peso molecular entre 90 e 150 kDa) atuam sobre os
acidos nucleicos removendo 5’'mononucleotideos sucessivos da cadeia de
polinucleotideos comegando pelo terminal 3’hidroxila (lwanaga e Suzuki, 1979). J4 a
5’nucleotidase, de aproximadamente 74kDa, hidrolisa o fosfato monoester que se

liga na posicédo 5’ do DNA ou RNA (lwanaga e Suzuki, 1979).

- Glicosidases: a hialuronidase por exemplo, catalisa as reacdes de hidrélise
do acido hialurénico (presente na pele, tecido conjuntivo e tenddes) na intencdo de
facilitar a difusdo das toxinas para os tecidos (Mayer, Reichel e Linker, 1960).

E, por fim, as classes com maior importancia:

- Proteases: quebram ligacdes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas.
Sao importantes em diversos processos fisioldgicos como na coagulagdo sanguinea,
morte celular e diferenciacéo de tecidos, porém esses efeitos se tornam exacerbados
no caso de acidentes ofidicos.
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- Lipases: Enzimas digestivas que catalisam a hidrélise de lipidios, atuando
sobre as ligagdes éster presentes em acilglicerdis liberando acidos graxos e glicerol
(Jaeger, Dijktra e Reetz, 1999). Em venenos ofidicos, as fosfolipases A2 (PLA2) sao
intensamente estudadas.

1.1.1 Proteases

As proteases encontradas em venenos de serpentes sdo divididas em dois
tipos principais: serino e metaloproteases.

- Serinoproteases estdo envolvidas em atividades como digestdo proteica,

regulacdo da pressdo arterial, coagulacdo sanguinea, ativacdo do sistema
imunolégico e inflamacdo, podendo ser associada a patologias graves como
trombose vascular, embolia pulmonar, infarto do miocardio e isquemia cerebral
(Russo, 2006).

- Metaloproteases sao enzimas dependentes de zinco associadas as

atividades hemorragicas, fibrinolitica e inibidora da agregagéo plaquetaria (Bjarnason
e Fox, 1994; Hite, Bjarnason e Fox, 1994; Rawlings e Barrett, 1995), além de causar
mionecrose, danos a pele, edema e outras reacdes associadas com inflamacao
(Gutiérrez et al., 1995; Rucavado et al., 1998; Rucavado et al., 2002; Clissa et al.,
2001; Costa et al., 2002; Laing et al., 2003).
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1.1.2 Fosfolipases A2

As fosfolipases A2 (PLAz2), hidrolisam os 3-sn-fosfoglicerideos na posicao 2 da
ligagdo acil-éster, liberando &cidos graxos e fosfolipideos. Estdo presentes no
pancreas de mamiferos com a funcdo digestiva (Kini, 1997) sendo essas
relacionadas a diversos processos fisioldgicos como fertilizacdo (Fry et al, 1992),
proliferacao celular (Arita et al, 1991), contracdo da musculatura lisa (Nakajima et al,
1992), hipersensibilizacdo e processos inflamatorios (Vadas et al, 1993), assim como
na manutencdo de depdsito de fosfolipideos e reparo da membrana plasmatica
(Dennis et al, 1997). Essas enzimas sdo também amplamente encontradas em
venenos de animais.

As PLA: sintetizadas nas glandulas produtoras de venenos de diferentes
espécies de serpentes possuem uma gama variada de efeitos farmacolégicos diretos
ou indiretos como: neurotoxicidade (pré e/ou pds-sinaptica), miotoxicidade
(mionecrose local e sistémica), cardiotoxicidade, efeito anticoagulante, iniciador ou
inibidor da agregacéo plaquetaria, atividade hemolitica, hemorragia local e sistémica,
atividade anti-hemorragica, atividade convulsionante, atividade hipotensiva, atividade
edematogénica, lesao de érgaos e tecidos (Kaiser et al., 1990; Kini, 1997).

1.2 Famila Viperidae e Bothrops sp.

A familia Viperidae inclui serpentes solendglifas (cujas presas retrateis sao
localizadas na regido anterior do maxilar superior) e é dividida em 4 subfamilias:
Azemiopinae, Causinae, Viperinae e Crotalinae (McDiarmid, Campbell e Touré,
1999), sendo apenas a ultima encontrada no Brasil. A subfamilia Crotalinae inclui
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serpentes do género Bothrops, Bothrocophias, Crotalus e Lachesis (Bérnils e Costa,
2012) e sao causadoras de aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos
registrados no pais.

Atualmente, no Brasil estdo descritas 27 espécies de Bothrops sp. (Bérnils e
Costa, 2012), sendo essas responsaveis por mais de 73% dos acidentes ofidicos
registrados pelo Ministério da Saude com letalidade de aproximadamente 0,6% nos
casos tratados (Zeni et al., 2007). No ano de 2011 foram registrados 30.836
acidentes ofidicos (Brasil, 2012), sendo mais de 22 mil causados por esse grupo.

Acidentes por essas serpentes induzem mais efeitos clinicos locais
(hemorragia, dor, edema, equimose, bolhas, necrose, abscesso, gengivorragia,
hematuria, hematoma e petéquias) porém em certos casos, os efeitos podem evoluir
para sistémicos (insuficiéncia renal, choque, epistaxe, septicemia, hematémese,
insuficiéncia respiratéria e hemorragia genital) (Mandelbaum, Assakura e Reichl,
1984; Hofmann e Bom, 1987; Rosenfeld, 1971; Ribeiro e Jorge, 1997). A
insuficiéncia renal e respiratéria, o choque e a septicemia embora raros, sao
apontados como as principais causas de Obitos (Amaral et al., 1986; Cardoso et al.,
2003).
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Fig. 1. Hipoteses sobre o desenvolvimento dos efeitos locais induzidos por venenos botrépicos
(Gutiérrez e Lomonte, 2003).

1.3 B. fonsecai, B. alternatus e B. cotiara

Hoge e Beluomini (1960/1962) estudaram a alopatricidade (especiagao
geografica) de trés espécies de Bothrops sp: B. fonsecai, B. alternatus e B. cotiara
(Fig. 3) e demonstraram que sédo espécies afins. A partir deste e outros estudos,
pode-se afirmar que essas espécies alimentam-se apenas de mamiferos, ocorre
dimorfismo sexual onde as fémeas sdo maiores que machos (Sazima e Manzani,
1998), sdo terrestres, possuem regido dorsal com coloracdo marrom a preta, ventre
de coloragdo predominantemente preto, circunferéncia moderada a robusta, nao
possuem cauda preénsil, possuem manchas dorsais em forma de espada e uma
mancha prostoorbital na cabeg¢a com distintivo preto (Fenwich et al., 2009).
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——Bothrops cotiara

—Bothrops fonsecai

Bothrops alternatus

Fig. 2. Arvore filogenética das espécies B. cotiara, fonsecai e alternatus. (Fenwich et al., 2009).
Note a proximidade filogenética entre as espécies.

B. cotiara e B. fonsecai possuem distribuicdo geografica semelhantes, porém
nao sao espécies simpatricas, ou seja, ndo coabitam a mesma regidao (Fig. 3). Uma
analise comparativa prote6mica demonstrou diferengas entre seus venenos, porém a
diferenca mais eminente é em relagdo as PLA2 que ndo sao expressas no veneno de
B. cotiara porém sao abundantes no veneno de B. fonsecai (~30% do total de
proteinas do veneno) (Tashima et al., 2008).
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Fig. 3. Distribuicdo geografica de B. fonsecai e B. cotiara (Tashima et al., 2008).
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1.4 Bothrops fonsecai

Incluida na lista de espécies “quase ameacadas” de extingdo, B. fonsecai &
uma serpente continental com distribuicdo geografica restrita a Mata Atlantica (entre
o nordeste de Sdo Paulo, sul do Rio de Janeiro e extremo sul de Minas Gerais) em
areas de grande altitude (1000 — 1600m) onde encontram-se predominantemente
floresta de Araucaria (Araucaria augustifolia) (Campbell e Lamar, 2004).

Sua distribuicdo geografica restrita a ambientes pouco habitados e
similaridade morfoldgica com outras espécies botrdpicas (em especial B. alternatus,
uma das maiores causadoras de acidentes ofidicos no Brasil) pode subestimar a
existéncia de casos ou explicar a auséncia de acidentes ofidicos registrados; porém
a devastacao de seu habitat leva a sugerir o aparecimento de envenenamentos
causados por essa serpente, uma vez que a maioria dos acidentes botrépicos ocorre
em d&reas anteriormente ocupadas por Mata Atlantica (Sazima,1992), reforcado
assim , a importancia de estudo prévio das atividades bioldgicas induzidas pelo
veneno e a eficicia do antiveneno comercial.

Embora descrita em 1959 (Hoge e Belluomini), poucos sdo os estudos
referidos na literatura especializada sobre o veneno de B. fonsecai e quase ausentes
aqueles que estudam suas atividades bioldégicas de modo sistematico usando-se
métodos in vivo e in vitro.

A partir dos poucos estudos publicados, sabe-se que o veneno de B. fonsecai
tem atividades hialuronidase, proteolitica, fosfolipasica (Pidde-Queiroz et al, 2008),
trombina-like ao coagular diretamente o fibrinogénio (Nahas, Kamiguti e Barros,
1979), néo interfere na via alternativa (sistema imunolégico) (Pidde-Queiroz et al.,
2010), possuem metaloproteases tipo 1 e 3 (~42%), fofolipases A2 (~30% das
proteinas do veneno), serinoproteases (~4,1%), lectina-like tipo C (~9%), além de
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desintegrinas, fatores de crescimento, CRISPs, e L-aminoacido oxidase (Tashima et
al, 2008), além de apresentar efeito bloqueador neuromuscular e miotoxico em

preparagdes neuromusculares isoladas (Collago et al, 2012; Fernandes et al., 2014).

1.5 Interacao antigeno:anticorpos

Anticorpos sado definidos como imunoglobulinas (glicoproteinas), compostos
de duas cadeias leves e duas cadeias pesadas idénticas, cada uma contendo uma
regidao variavel e uma constante ligadas por ligagdes dissulfidicas formando uma
estrutura similar a uma letra “Y”. Sao produzidos quando linfécitos-B sdo expostos a
substancias exdgenas (antigenos) e podem ser liberados na corrente sanguinea ou
permanecerem na membrana plasmatica das células. Esses anticorpos participarao
da eliminagéo do antigeno por meio da resposta imune inativa e adaptativa (Abbas e
Lichtman, 2005).

A estrutura quimica dos anticorpos permite sua ligagdo a antigenos
especificos por ligacdes reversiveis e ndo-covalentes e embora esses possuam alta
especificidade, anticorpos podem também se ligar a antigenos com estrutura similar
ao que induziram sua producdo por meio da reatividade-cruzada (Kumagai e
Tsumoto, 2001; Abbas e Lichtman, 2005).

O primeiro contato do anticorpo com o antigeno (resposta imune primaria) leva
a geracao de células de memoéria com grande especificidade que promovem
respostas mais rapidas e efetivas caso haja uma segunda exposicdo a0 mesmo
antigeno (resposta imune secundaria) tornando o organismo imune e resistente a
este (Abbas e Lichtman, 2005). Baseado na producdo de anticorpos a partir da
resposta imune primaria e aumento da imunidade a esse antigeno na resposta imune

secundaria, foram desenvolvidas vacinas, que consistem na indugdo de uma
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resposta imune primaria artificialmente pela inoculagdo/inje¢do de antigenos
atenuados ou inativados. Além das vacinas, anticorpos também podem ser utilizados
na terapéutica como, por exemplo, na soroterapia (tratamento utilizado para
acidentes ofidicos).

1.6 Antivenenos e acidentes ofidicos

Antivenenos consistem em imunoglobulinas (anticorpos), utilizados no
tratamento de acidentes ofidicos causados pelas serpentes (ou no grupo de
serpentes) cujos venenos foram utilizados durante o processo de producédo do
antiveneno. No Brasil, os antivenenos sao produzidos em cavalos por meio de
sucessivas inoculacdes de doses nao-letais de venenos afim de induzir uma resposta
imune/producgéo de anticorpos. Apos a producao de anticorpos, o plasma do animal é
coletado e os anticorpos s&o fracionados e purificados.

Os antivenenos comerciais mais comuns no Brasil sdo: i) antiveneno botropico
pentavalente produzido através da injegcdo de um pool de veneno de 5 serpentes do
género Bothrops sp. € é indicado para acidentes causadas por serpentes desse
género; ii) antiveneno crotalico, produzido através da inoculacdo do veneno de
Crotalus durissus terrificus e é indicado para acidentes causados por Crotalus sp.; iii)
antiveneno elapidico bivalente, preparado com venenos de Micrurus frontalis e M.
corallinus, indicado para acidentes causados por Micrurus sp.; iv) antiveneno
botrépico-crotalico, produzido com o pool de venenos utilizados no antiveneno
botrépico assim como veneno de Crotalus durrissus, sendo esse indicado nos casos
de acidentes por Bothrops sp. e Crotalus sp.; e v) antiveneno botrépico-laquético
produzido com o pool de venenos botrdpicos e o veneno de Lachesis muta, utilizado
no tratamento de acidentes causados por Bothrops sp. e Lachesis sp. (ANVISA,
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2010). Embora com diferentes capacidades neutralizantes, venenos de serpentes do
mesmo género que aquelas utilizadas no protocolo de imunizacdo, apresentam
reatividade cruzada com antivenenos permitindo que esses sejam amplamente

utilizados na soroterapia (De Roodt et al., 1998).

1.6.1 Analise das ligac6es veneno:antiveneno

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para o estudo das ligacoes entre
veneno:antiveneno (antigeno:anticorpo) a fim de correlacionar sua afinidade com
capacidade neutralizante, como, por exemplo, a avaliagao dessas ligacdes utilizando
cromatografia liquida de alta performance por exclusao molecular (SE-HPLC).

O estudo dessas ligacdes por SE-HPLC é feito através da analise dos perfis de
eluicdo e permite a separacdo, deteccdo e quantificacdo dos complexos
veneno:antiveneno quando comparados ao veneno e antiveneno sozinhos (Stevens,
1889; Sanny, 2002) baseando-se nas equacOes derivadas da lei da agdo das
massas (Sanny e Price, 2001).

Considerando que SE-HPLC separa as substancias por seu peso molecular, o
surgimento de picos com maior peso molecular (menor tempo de eluicdo) nas
amostras onde veneno:antiveneno foram pré-incubados, quando comparados aos
perfis de eluicdo de veneno e antiveneno sozinhos, indica a formagé&o de complexos
(Sanny, 2002). Os principais fatores a serem observados nos perfis de eluigdo séo o
tempo de eluicdo (peso molecular dos componentes) e a area sob a curva
(concentragdo dos componentes); ja as principais regides a serem analisadas sédo a
regido de alto peso molecular (onde estdo principalmente os complexos
veneno:antiveneno) e a regiao intermediaria onde veneno e antiveneno nao reagem.
Essa técnica nos provém informagbes sobre a magnitude das reagdes, afinidade e
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valéncia dos antivenenos e estabilidade, massa molecular relativa e estequiometria
dos complexos.

Ensaios experimentais com o uso de antiveneno botrépico comercial na
neutralizagao dos efeitos dos venenos botrépicos tém sido largamente utilizados uma
vez que o género Bothrops ndo € um grupo homogéneo e alguns componentes sao
amplamente distribuidos nos venenos no grupo enquanto outros sao restritos a
algumas espécies. Assim, ensaios experimentais utilizando antiveneno botrépico na
neutralizacao de atividades bioldgicas de venenos botrépicos por meio de testes in
vivo e in vitro, possibilitam ndo somente respostas de cunho clinico (tratamento de
acidentes), mas também constituem-se em uma valiosa ferramenta farmacoldgica
para avaliar a existéncia de diferengas na composi¢do dos diversos venenos através
da reatividade cruzada entre veneno e antiveneno (Pla, Gutiérrez e Calvete, 2012).

Levando em consideragdo os fatos acima citados, este trabalho avaliou a
toxicidade do veneno de B. fonsecai através da andlise dos efeitos ja observados nos
demais venenos botropicos como a atividade bloqueadora sobre a juncao
neuromuscular, atividade miotdxica, hemorragica, edematogénica e coagulante
assim como a sua caracterizacao bioquimica. A neutralizacdo dessas atividades por
antiveneno botropico comercial e a comparacao das ligagcdes antigeno:anticorpo
(veneno:antiveneno) entre B. fonsecai e os antivenenos botropico comercial e

especifico usando SE-HPLC também foram estudadas.
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ll. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

e Estudo da toxicidade do veneno de Bothrops fonsecai e sua neutralizacao por

antiveneno botrépico comercial.

e Andlise das ligagdes veneno:antiveneno (antigeno:anticorpo).

2.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo dos efeitos blogueador neuromuscular, miotéxico, hemorragico,
edematogénico e coagulante do veneno de B. fonsecai,

e Avaliacdo das atividades fosfolipasica, proteolitica e esterasica;

e Andlise da neutralizacao dessas atividades por antiveneno botrépico comercial

nas proporcoes de 5:1 (veneno:antiveneno; indicada pelo fabricante) e 5:2.

® Avaliacdo da afinidade e reatividade das ligagdes entre B. fonsecai e 0
antivenenos botropico comercial por SE-HPLC e immunoblotting.
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lll. MATERIAL E METODOS
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3.1 Reagentes

O anestésico inalatério Isoflurano e o Tiopental sédico foram adquiridos da
Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos (ltapira/SP). O adjuvante completo de
Freund foi adquirido da Difco Laboratories, (Detroit, Miami, USA) e o adjuvante
incompleto (Oleo Mineral) também foi adquirido da Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos (ltapira/SP), ambos utilizados utilizado na produg¢do do antiveneno
especifico. Os padrdes para gel-filtragdo contendo tiroglobulina (670kDs), IgG bovina
(158kDa), ovalbumina (44kDa), mioglobulina equina (17kDa) e vitamina B12 (1,4kDa)
foram adquiridas da Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). O Kit para quantificagao
da atividade da creatinoquinase (CK) foi adquirido da Bioclin (Quibasa Quimica). Os
sais de alto grau de pureza para preparo das solucdes nutritivas foram adquiridos da
J.T. Baker Chemicals, Sigma-Aldrich Corporation e Merck KGaA.

3.2 Animais

Coelhos machos da linhagem NEW ZEALAND com peso entre 3 a 3,5Kg,
adquiridos da "Granja de Coelhos Grota Azul" (Mogi Mirim, SP), ratos machos da
linhagem WISTAR pesando entre 300 a 400g e camundongos machos da linhagem
SWISS com peso entre 20 a 35g (idade de 8 semanas) obtidos do "Centro
Multidisciplinar para Investigagédo Biolégica" (CEMIB) da UNICAMP (Campinas, SP),
foram mantidos em gaiolas abastecidas com &gua clorada e racao industrial
NUVILAB ad libitum, em ambiente com temperatura constante e iluminacao

controlada (12h com luz e 12h sem luz). Todos os experimentos foram realizados de
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acordo com as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e certificado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UNICAMP) — protocolo n® 2648-1.

3.3 Veneno bruto de B. fonsecai

O lote de veneno dessecado de B. fonsecai utilizado neste trabalho foi
resultante de um pool de 5 espécimes adultas, doado pelo Prof. Dr. José Carlos
Cogo, do Serpentario do Centro de Estudos da Natureza (CEN) da Universidade do
Vale do Paraiba (UNIVAP - Sao José dos Campos,SP).

3.4 Antiveneno Comercial

O antiveneno botropico comercial foi obtido do Instituto Butantan (Sao
Paulo,SP), sendo este produzido em cavalos. A produgcédo do antiveneno é efetuada
pela imunizagao de cavalos com um pool de venenos das serpentes B. alternatus, B.
jararaca, B. neuwiedi, B. jararacussu e B. moojeni.

Os testes de neutralizagdo das atividades do veneno de Bothrops fonsecai
utilizando antiveneno botrépico comercial foram realizados utilizando a proporcao
veneno:antiveneno indicada pelo fabricante (5:1), assim como o dobro dessa
proporcdo. Antes dos ensaios, antiveneno e o veneno foram pré-incubados a 37°C
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por 30 minutos, uma vez que este trabalho teve por objetivo observar a neutralizagao
prévia das atividades e nao neutralizacao/tratamento.

3.5 Antiveneno Especifico

O antiveneno especifico, utilizado na avaliacdo da ligacdo entre veneno e
antiveneno por SE-HPLC para comparagdo com o antiveneno botropico comercial,
foi produzido em coelhos apds sucessivas inoculagées de 420 a 600ug de veneno
bruto diluido em 500puL de solugéo salina.

A primeira imunizagdao, o desafio, (420ug) incluiu o adjuvante completo de
Freund. Apds trés semanas foram realizadas as inje¢cdes subsequentes com
adjuvante incompleto, tendo intervalo de uma semana entre elas.

Imediatamente antes de cada injecdo do veneno, uma amostra de sangue foi
coletada da veia marginal da orelha e mantida a temperatura ambiente. Apds
coagulacao, o soro foi separado por centrifugacdo (500rpm por 5 min) e usado para
monitorar a formacédo de anticorpos por gel de imunodifusdo dupla (Ouchterlony,
1949). Apdés a formacdo de anticorpos, os coelhos foram anestesiados com
isoflurano e exsanguinados (via car6tida). O soro foi separado, aliquotado e
armazenado a -25°C.
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3.5.1 Imunodifusao dupla de Ouchterlony

A técnica constituiu-se em colocar o antigeno e o anticorpo em pontos
diferentes de uma camada de gel, onde um difunde-se contra o outro formando um
precipitado.

Laminas de microscopia devidamente desengorduradas foram recobertas com
uma camada de gel (3mL de agarose 1% em PBS). Foram feitos orificios com 3 mm
de diametro postos na posi¢ao horizontal (Fig. 4). No centro foi colocado o antigeno
(veneno de B. fonsecai, Tmg/mL) e ao lado foi colocado o soro do animal sem
qualquer tratamento (controle) e o obtido apds imunizacao (10uL). As laminas foram
mantidas em camara umida por 48h. A producao de anticorpos foi acompanhada até
que a linha de precipitacédo se tornou intensa.

© ®
®Oe OO®
® ©

Fig. 4. llustracao da disposicao das amostras no teste de imunodifusao dupla. V: veneno de B.
fonsecai; C: soro controle; A: antiveneno comercial; 1: soro teste coletado na ultima imunizagéo; 2:
soro teste coletado na pendltima imunizagéo.

3.5.2 Purificacao do Antiveneno

A purificacdo do antiveneno se faz necessaria para concentrar e purificar as
globulinas presentes no sangue de animais imunizados. Primeiramente, fez-se a
digestdo com pepsina (adicionando pepsina ao soro com pH ajustado em 3.25 a
20°C por 30 min.) para dividir as y-globulinas em dois fragmentos: um é estavel ao
calor e possui a atividade de anticorpo (Fab), enquanto a outra parte é termolabil e
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nao tem acdo imunolégica direta (Fc). Posteriormente, separou-se as demais
proteinas indesejadas através de sua desnaturagao por calor (aquecido a 55 °C por
10 min ou mais, e depois rapidamente arrefecido a 40°C) e centrifugagéo. Tratou-se
o sobrenadante com sulfato de aménio a 15% para precipitar as y-globulinas até que
a concentracdo desejada fosse atingida. Retirou-se todo sulfato de amoénio por
filtracao.

Os fragmentos foram entao purificados através de Cromatografia por afinidade
em um sistema de cromatografia AKTA Prime (GE Healthcare Life Sciences)
utilizando uma coluna de afinidade HiTrap de proteina G de 1mL (GE Healthcare Life

Sciences) a um fluxo constante de 1mL/min.

3.6 Ensaios Bioldgicos

3.6.1 Testes “ex vivo”

Atividade neuromuscular: Musculo extensor longo dos digitos isolado

Os animais foram eutanasiados sob anestesia com isoflurano (via inalatéria).
Para a dessecacao do musculo extensor longo dos digitos (EDL), uma ampla incisdo
foi realizada na face antero-lateral de uma das patas posteriores do animal, com a
exposicdo dos tenddes dos musculos EDL e tibial. Seccionou-se o tenddo do
musculo tibial para sua retirada, causando a exposicdo total do musculo EDL.
Amarrou-se o segmento da parte superior e a extremidade inferior (tenddes ligados
aos dedos) do mdusculo, isolando-o do animal. Durante todo o procedimento a
preparagédo foi mantida umedecida com solu¢do nutritiva de Tyrode, com seguinte
composi¢cdo, em mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaClz 1,8; MgCl2 0,49; NaH2PO4 0,42;
NaHCOs 11,9; e CsH1206 11,1, em agua miliQ.
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A extremidade inferior do musculo foi unida ao gancho fixado no fundo da
cuba e o segmento superior foi passado por entre as argolas do eletrodo e fixado em
um transdutor de forca isométrico (LOAD CELL BG-10 GM) submetido a uma tensao
de 1g/cm. A preparacao foi exposta a estimulagdo elétrica de campo (estimulador
GRASS S48), com pulsos supramaximais de 0,2ms de duracao, 0,1Hz de frequéncia
e 20V. As contracdes musculares foram registradas por fisiografo GOULD RS 3400.

A preparagao foi submetida a aeracao constante com carbogénio (mistura de
95% de O2 e 5% de CO2) e mantida a 37°C. Foram realizados testes controle
(apenas com solugao nutritiva de Tyrode) e com o veneno de B. fonsecai (3, 10, 30,
100 e 300pg/mL), além de 100ug/mL (concentragdo que causou bloqueio total) pré-
incubados (80min a 37 °C) com antiveneno botrdpico comercial. As propor¢des de
antiveneno:veneno utilizadas foram: a indicada pelo fabricante (1mL de antiveneno
para 5mg de veneno) e o seu dobro. Todos os tratamentos foram adicionados a cuba
depois um periodo de estabilizacdo de 20 min.

Apo6s 120 min de experimento, foi mensurada (em cm) a amplitude contratil a
cada 10 min, sendo calculada a porcentagem de cada ponto em relagdo ao valor
basal. Foi medido também o tempo que leva para que se atinja 50 e 90% de bloqueio
da resposta contratil.

Foram coletadas da cuba onde estavam os musculos durante os experimentos
miograficos, aliquotas de 100uL de solugcdo Tyrode cuba nos tempos 0, 15, 30, 60,
90 e 120 min com reposicao de igual volume de solugdo de Tyrode para andlise da
atividade da creatinoquinase (CK) (ver 3.6.3). Todos os musculos foram fixados em
formol 10% para posterior analise histolégica.
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Determinacao e neutralizacdo da atividade coagulante

Amostras de sangue (10 mL) de ratos Wistar, retiradas pela aorta abdominal
descendente foram adicionadas a 1mL de citrato de sédio a 3,8% e centrifugadas a
2500xg por 15 min (4°C) para obter um plasma rico em plaquetas.

Foram realizadas triplicatas dos controles positivos (20U trombina) e negativos
(solucéo salina ou antiveneno botrépico comercial sozinho) em cada animal, assim
como foi testado o veneno total de B. fonsecai (1, 3, 10, 30 e 100ug) incubados ou
ndo com antiveneno botrépico comercial nas proporgdes de 511 e 5:2
(veneno:antiveneno).

A atividade coagulante foi determinada pelo tempo de coagulacdo. Caso a
amostra nao promova coagulagéo do plasma em até 600 seg (10 min), considera-se
gue a mesma nao apresento atividade coagulante do plasma.

3.6.2 Testes “in vivo”

Determinacao e Neutralizacdo da Atividade Hemorrdgica

A atividade hemorragica foi medida segundo o método de Theakston e Reid
(1983). Ratos foram anestesiados com Tiopental sddico (via intraperitonial, 30mg/Kg)
e doses de manutencao foram administradas. Apds a tricotomia do dorso do animal,
foram injetados (via intradérmica) os tratamentos controle (NaCl 0,9% e antiveneno
sozinho) e o0 veneno de B. fonsecai (3, 10, 30 e 100 pg/sitio) incubados ou n&do com
antiveneno comercial e especifico nas proporcdes 5:1 e 5:2 (veneno:antiveneno)
diluidos em 100uL de NaCl 0,9%. Apds 24h, os animais foram sacrificados por
aprofundamento da anestesia (isoflurano, via inalatéria) e a pele dorsal foi retirada
para se medir os halos hemorragicos observados na parte interna da pele.
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Determinacao e Neutralizacdo da Atividade Edematogénica

A técnica de edema de pele foi realizada segundo Brain e Williams (1985). Os
ratos foram anestesiados com Tiopental sédico (i.p., 50 mg/Kg) e doses de
manuteng¢ao foram administradas. Apds a tricotomia do dorso do animal, albumina
marcada com 2% (2,5uCi/kg) diluida em Azul de Evans (utilizado com marcador
visual) foi injetada pela veia peniana. Apds 15 min, foram injetados no dorso do
animal (via intradérmica) os tratamentos controle (Tyrode e antiveneno comercial
sozinhos) e o veneno de B. fonsecai (1, 3, 10, 30 pg/sitio) incubados ou ndo com
antiveneno comercial e especifico nas propor¢des 5:1 e 5:2 (veneno:antiveneno)
diluidos em 100uL de NaCl2 0,9%. Ap6s 30 min da inoculagdo tratamentos, os
animais tiveram aproximadamente 3mL de sangue coletados através de puncéo
cardiaca, que foi centrifugado por 15 min a 2500 x g. Posteriormente, os animais
foram eutanasiados sob anestesia (Isoflurano, via inalatéria) e a pele dorsal foi
removida. Os sitios de injecdo dos tratamentos foram cortados com instrumento
circular cortante (15mm de didmetro) e a radioatividade presente em cada sitio, bem
como as amostras de plasma (obtidos apds centrifugacao), foi quantificada por
contador gama. O edema formado em cada sitio foi calculado a partir da
radioatividade presente no plasma e expresso como volume de plasma extravasado

(ML)

Determinacao e Neutralizacdo da Atividade miotdxica

Camundongos Swiss tiveram injetados em seu musculo gastrocnémio direito
solucdo salina e antiveneno botrépico comercial (controles), veneno de B. fonsecai
(30ug) e o veneno de B. fonsecai pré-incubado com antiveneno botrépico comercial
nas proporgdes 5:1 e 5:2. Ap6s 1, 3, 6, 9 e 12 horas, apos as inje¢des do controle

salina e veneno sozinho, assim como 6 horas apds a injecdo de controle antiveneno
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e amostras pré-incubadas, -os animais foram eutanasiados sob anestesia (isoflurano,
via inalatéria), uma amostra de sangue foi coletada via puncédo cardiaca para
quantificacdo da atividade da CK presente no plasma e os gastrocnémios foram

isolados para posterior analise histologica.

3.6.3 Testes “in vitro”

Quantificacao da atividade da creatinoquinase (CK)

As aliquotas coletadas durante os experimentos miograficos, assim como as
amostras de plasma coletadas durante os ensaios de miotoxicidade in vivo, foram
mantidas a 4°C até o momento da determinacdo da atividade enzimatica, as quais
foram analisadas utilizando-se o “kit” comercial conforme orienta¢des do fabricante.
Segundo o kit, multiplica-se o AA/min obtido pelo fator correspondente (8095) aos
valores obtidos em espectrofotometro Beckman DU800 (Beckman&Coulter,
Indianapolis, USA), sendo o resultado a atividade enzimatica, expressa em U/L.

Determinacao e Neutralizacdo da Atividade Fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi avaliada pelo ensaio colorimétrico descrito por
Price (2000), através da degradacédo de fosfatidilcolina. Amostras de B. fonsecai e
Crotalus durissus terrificus (Cdt) (3, 10, 30, 100, e 300ug utilizada como controle
positivo, uma vez que possui atividade fosfolipasica bem caracterizada) assim como
amostras de veneno de B. fonsecai (3 e 10ug) pré-incubadas (30min a 37 °C) com
antiveneno botropico comercial nas proporgées 5:1 e 5:2, foram adicionadas a 180uL
da solucao de reacao composta por 0,16mg de fosfatidilcolina (diluidos em 1mL de
alcool metilico) em 20mL de tampao de reacao (Triton 5mM; Hepes 2mM; Azul de
bromatimol 0,124%; agua mili-Q 50mL), pH 7.5 a 37°C. Foi realizada curva padréao de
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HCI (1.2mM; 0.625mM; 0.312mM, 0.156mM e O0mM) cujas absorbancias apontardo o
range linear de absorbancia em que as amostras devem estar afim de n&o
subestimar os resultados. A absorbancia das amostras foi avaliada a 620nm apés 5
minutos de incubacdo das amostras com a solugao de reacao utilizando um leitor de
ELISA Spectramax 340. Apos subtragdo do “branco” (OmM HCI), a média das
triplicatas foi dividida pelo tempo de incubagdo (5min) e os valores obtidos foram
entdo multiplicados por -1000. Uma unidade de atividade é equivalente a 1mM
HCI/min.

Determinacao e neutralizacao da atividade proteolitica

A atividade sobre a degradacédo da caseina foi analisada conforme Kunitz,
1946. Uma amostra de 1,9 mL de solugdo de caseina (1%) dissolvida em Tris-HCI
pH 7,8 0,1M, foi incubada com 0,1 mL de cada amostra por 20 min, a 37°C. Apds
esse tempo, a reacao foi interrompida com 2 mL de solugéo de &cido tricloroacético
5% e mantida em gelo por 30 min. Cada amostra foi centrifugada a 2500 x g por 15
min a temperatura ambiente em centrifuga Avanti J-20 XPI (Beckman&Coulter,
Indianapolis, USA) . A absorbancia do sobrenadante foi determinada em 280 nm em
espectrofotdometro Beckman DU800 (Beckman&Coulter, Indianapolis, USA). Uma

unidade de atividade foi definida como o aumento de 0,001 unidades na absorbancia.

Determinacdo e neutralizacao da atividade esterasica

A atividade esterasica foi realizada utilizando Na-p-tosyl-L-arginina ester
(TAME) conforme Schwert e Takenaka (1955). A mistura da reacdo consiste em
1,5mL de substrato (1mM TAME em 0,1M de Tris-HCI, pH 7,8), 1,4mL de 0,1M Tris-
HCI (pH 7,8) e 0,1mL de amostra (Controle antiveneno, 3 - 30ug do veneno de B.
fonsecai, e 10ug do veneno pré-incubado com antiveneno botrépico comercial nas
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proporcbes 5:1 e 5:2). A mistura foi incubada por 10min a 25°C e a absorbancia
medida a 253nm. Uma unidade de atividade foi definida como o aumento da

absorbancia de 0,001/min.

Dosagem proteica por Bradford
A dosagem de proteina foi feita pelo Método de Bradford (Bradford, 1976). O

Comassie brilliant blue G-250 ligar-se-a a proteinas em meio acido. A forma aniénica
desse corante forma complexos com as proteinas por atracbes eletrostaticas,
interacdes hidrofébicas e forcas de Van der Waals. Tal complexo possui uma
coloragdo azul e a intensidade desta coloracdo dependera da concentracdo de
proteinas da amostra.

Foram realizadas curvas padréo de albumina (100 a 800ug/mL), B. fonsecai e
Cdt (0,0625mg/ml, 0,125mg/mL, 0,250mg/mL, 0,5mg/mL). Em cada pogo foram
pipetados 15uL de amostra e adicionados a 135uL de reativo de Bradford (comassie
brilliant blue G-250, &cido ortofosférico, etanol e agua mili-Q). As leituras foram feitas
a 595nm utilizando um leitor de ELISA Spectramax 340.

Eletroforese Bidimensional (2D) em gel de poliacrilamida

O veneno de B. fonsecai (300ug) foi dissolvido em 250uL de solucao de
reidratacdo [7M urea, 2M thiourea, 2% CHAPS, 0.5% tampao de gradiente de pH
imobilizado (IPG) (GE Healthcare Life Sciences) e 1% bromofenol blue] e fitas de
focalizacdo isoelétrica IPG (IEF) (13cm, pH 3-10 linear) foram encharcados de
solugdo antes da primeira dimenséo da eletroforese (IEF) num sistema Multiphor Il
(GE Heathcare Life Sciences), de acordo com as instrugdes do fabricante. A primeira
dimensao correu a 6°C usando um programa de eletroforese de trés fases: 300V por
1min, 3500V por 1,5h e 3500V por 3,5h. Antes de correr a segunda dimenséao, as
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fitas IPG foram colocadas em tubos de vidro e as proteinas foram reduzidas e
alquiladas por incubacao sequencial nas seguintes solugées: (a) 0,05M Tris—HCI, pH
8,8, 2% SDS, 30% glicerol, 6M ureia, 0,002% bromofenol blue (tampao de equilibrio
— TE), (b) 10mg de ditiothreitol/mL em TE e entdo (c) uma solucao de
iodoacetamida (25 mg/ml) em EB. As fitas foram aplicadas diretamente em um SDS-
PAGE de 15% (14 cm x 16 cm) para a eletroforese da segunda dimensao a 300V por

6h. Os géis foram fixados e corados com nitrato de prata.

3.7 Analise Histopatoldgica Qualitativa

Os musculos EDL assim como os musculos gastrocnémios foram fixados em
formol 10% e processados da seguinte forma: os tecidos foram desidratados em uma
série crescente de etanol, em seguida diafanizados e submetidos ao processo de
infiltragdo na parafina para serem emblocados e terem suas regides medianas
cortadas de modo seriado (10 laminas, 3 cortes cada lamina) em secg¢des de 5 um
utilizando micrétomo Leica RM2245, montados em laminas silanizadas e corados
com hematoxilina-eosina (HE).

As laminas foram observadas em microscopio éptico e as imagens capturadas
através de microscopio Leica DM5000B, pela camera Leica DFC 300FX CCD,
acoplado a um microcomputador e carregado com um software Leica Q Win Plus ¢
3.2.0. A andlise quantitativa ocorrera através da contagem de células de todo o corte
do material, identificando e qualificando as lesdes.

Foram consideradas células lesadas as que apresentaram alteragcées, como:

vacuolos, condensacao de miofibrilas, edema e mionecrose; células normais as que
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apresentaram: células integras, perfil poligonal celular, ndcleo periférico e nenhum

comprometimento no mecanismo contratil.

3.8 Avaliacao das ligacoes veneno:antiveneno

3.8.1 Analise por SE-HPLC

A avaliagdo das ligagdes entre veneno e antiveneno foi realizada conforme
Sanny (2011) por meio de um sistema de SE-HPLC que consiste em: i) 2 bombas
Waters modelo 515 (Milford, MA); ii) injetor universal Waters modelo U6K; iii) auto
injetor Waters 717plus; iv) detector de arranjo de fotodiodos Waters 2996; v) coluna
de exclusdao molecular TSKgel G3000SWXL, 7.8mm ID x 30 cm, 5 mm, TOSOH
Bioscience; e vi) desgaseificador Waters modelo ILD.

O fluxo de eluicdo foi mantido constantemente a 1mL/min usando tampéao
0,05M de Fosfato de Sédio / 0,15M Cloreto de Sédio (pH 7,0). As respostas do
detector de arranjo de fotodiodos foram gravadas por meio de hardware Lab-Pc
conectado a um microcomputador Dell Optipler Gx200 munido de software Empower
2. Os resultados foram analisados usando Office Excel (Microsoft) e SigmaPlot
(Systat Software Inc, Chicago/IL).

As corridas controles (1Img/mL do veneno de B. fonsecai e 1mg/mL de
antiveneno comercial ou especifico sozinhos) assim como as corridas pré-incubadas
(0,156—1mg/mL de B. fonsecai pré-incubada com 1mg/mL de antiveneno comercial
ou especifico por 1h a 37°C) foram realizadas em triplicatas e a média dos valores
obtidos a 280nm foi analisada.
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Perfil “Nulo”
A partir das corridas controle (veneno e antivenenos sozinhos), o perfil “Nulo”
foi calculado, sendo esse a soma das areas sob a curva do controle veneno e

controle antivenenos.
Perfil “Nulo” = Area do antiveneno + area do veneno

Todas as corridas controle foram realizadas usando a concentragcao de
1mg/mL de veneno ou antivenenos. Considerando que a curva dose-resposta das
amostras pré-incubadas foi realizada a partir de uma concentragdo constante de
antivenenos (1mg/mL) e concentragdo seriada de veneno (0,156 a 1Tmg/mL). Nesse

caso, os perfis “Nulos” da curva dose-resposta foram matematicamente calculados:

Areapr = Areay * Veneno| ]

“Nulo” = Areapr + Areaay

Onde:
o AreaDR = Area da concentragdo de veneno a ser calculada
e Areay = Area do veneno (1mg/mL)
e Veneno[ ] = Concentragdo de veneno cuja area esta sendo calculada

e Areaa = Area do antiveneno (1mg/mL)
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Calculo da AArea

A AArea é o calculo utilizado para analisar as mudangas das areas sob a
curva que estao associadas com as ligagées veneno:antiveneno. Para determina-la,
o perfil “Nulo” foi subtraido das amostras onde houve reagcdo (amostras pré-

incubadas).

AArea = Area “Nulo” — Area da “Reacéo”

AArea = Area “Reacdo” — Area “Nulo”

Andlise utilizando as funcoes dose-resposta

As mudancas concentracdo-dependentes nas AAreas foram avaliadas
utilizando equacgdes hiperbdlicas de concentragdo-resposta para estimar o0s
parametros de ligacao:

AArea = AAreamax x C
(ECs0 + C)

Onde:
e AArea: Area do antiveneno e veneno ligado
e AAreamax: Maximo assintético da AArea
e C: Concentracao inicial do reagente

e ECso: Concentragao inicial do reagente onde AArea = 0.5 X AAreamax
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Selecao das trés reqides

Os perfis de eluigdo foram inicialmente divididos em trés regides (Sanny, 2011)

escolhidas baseadas na interacao do perfil “Nulo” e as amostras pré-incubadas (Fig.

5).

Regido 1 é a porgcéo do perfil de eluigdo onde a area das amostras pre-
incubadas é maior do que a area do perfil “nulo”. Essa é a area onde se
encontram as substéncias de alto peso molecular. Os complexos devem
aparecer nessa regiao, uma vez que quando O veneno reage com O
antiveneno e forma complexos e esses possuem alto peso molecular (peso da
substancia do veneno adicionado a substancia do antiveneno). Essa regido
equivale dos 250 a 433 segundos da corrida cromatografica.

Regido 2 é a porgéo do perfil de eluicdo onde a area sob a curva das amostras
pré-incubadas € menor que do perfil “nulo”. Nesta regido se encontram as
substancias que nao reagiram e nao formaram complexos. Na teoria, a
alteracdo na area sob a curva da Regiao 1 (aumento da area) deve ser
inversamente proporcional a alteracdo observada na Regido 2 (diminuicdo na
area). Essa regido equivale dos 434 a 640 segundos da corrida

cromatografica.

Regidao 3 é a regidao onde se encontram as substancias de baixo peso
molecular, substancias essas que normalmente n&o reagem com O

antiveneno. Essa regiao equivale dos 641 a 900 segundos.
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Andlise da capacidade relativa de ligacdo (Maxn), EC50 e a estequiometria relativa

das ligacdes
O Maxu provém informagdes sobre a capacidade de ligagao dos antivenenos.

O ECso é o valor onde aproximadamente 50% do antiveneno reativo encontra-se
ligado com o veneno. A magnitude do ECso reflete inversamente a afinidade de
ligagcOes entre veneno e antiveneno. Ambos os parametros foram analisados usando

a Regido 2, onde se encontra o pico de antiveneno.

3.8.2 Analise por Inmunoblotting

Aliquotas de peconha foram submetidas a eletroforese realizada em sistema
eletroforético Hoefer Mighty Small SE260 (Amersham Biosciences), com gel de
acrilamida de 12,5% contendo SDS e 100 V constantes. Os marcadores de peso
molecular Amersham (GE Healthcare) foram incluidos em cada corrida. Terminada a
corrida, as proteinas no gel foram transferidas para membrana de PVDF (Bio-Rad
Laboratories) com auxilio de tampao de Towbin, em cuba de transferéncia Mighty
Small TE22 (Hoefer-Pharmacia) com amperagem de 200 mA e voltagem 100 mV por
1:30h. A eficiéncia da transferéncia foi avaliada corando-se a membrana com
Ponceau S.

Apés lavagem da membrana com dgua destilada e tampao de solucao basal
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM e 0,5% Tween 20), os sitios inespecificos
foram bloqueados com solucéo de leite 5% por 1 hora em temperatura ambiente. Em
seguida, as membranas foram lavadas e incubadas com antiveneno comercial
(1:1000) diluido em solucdo basal overnight. Ap6s este intervalo, as membranas
foram expostas a conjugado IgG-peroxidase anti-horse (Sigma-Aldrich) diluido
1:1000 em solugao basal por 2 horas. A membrana entdo foi lavada e as bandas

91



imunorreativas reveladas por colorimetria utilizando 4-cloro-1-nafitol (Sigma-Aldrich).
As imagens foram capturadas para analise qualitativa das bandas.

3.9 Analise Estatistica

Todos os resultados foram representados pela média de experimentos * erro
padrdao da média ou desvio padrdao da média, dependendo do teste. Os resultados
dos ensaios miograficos foram comparados por meio de teste (-Student. Para
comparar os tratamentos dos demais testes foi utilizado o ANOVA (andlise de

variancia para medidas repetidas). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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IV. RESULTADOS
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4.1 Composicao do veneno

Através da eletroforese bidimensional, péde-se observar que o veneno bruto
de Bothrops fonsecai possui uma grande quantidade de substancias entre 15 e
70kDa, sendo a maior parte dessas, substancias com o ponto isoelétrico abaixo de 7
(Fig. 5A). Ja o perfil de eluicdo confirma a presenca da maior parte das substancias
presentes no veneno dentre o range de peso molecular acima citado (Fig. 5B).
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Fig. 5. Perfis do veneno de B. fonsecai. A) SDS-PAGE 2D do veneno bruto de B. fonsecai. B) Perfil
de eluicdo por SE-HPLC do veneno de B. fonsecai. Note a presenca de regibes onde comumente se
encontram Metaloproteinases Pl (M-Pl) e Plll (M-PIIl), assim como serinoproteases (SP), fosfolipases
A2 (PLA2) e CRISPs, corroborando com a literatura.
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Atividade fosfolipasica (U)

4.2 Atividades enzimaticas

4.2.1 Atividade fosfolipasica

O veneno de B. fonsecai demonstrou possuir uma atividade fosfolipasica

significativamente maior que a apresentada pelo veneno de Crotalus durissus

terrificus (Fig 6A). Essa atividade foi significativamente, porém parcialmente inibida

pelo antiveneno botrépico comercial na proporgédo 5:2 (veneno:antiveneno) (Fig 6B).
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Fig. 6. Atividade fosfolipasica do veneno total de B. fonsecai. A) Comparagdo com Crotalus
durissus terrificus, controle positivo; B) Inibicao parcial da atividade apos pré-incubagado do veneno
com antiveneno botrépico comercial (AVc), a 37°C por 1h. Os pontos e colunas representam a média
+ DP de 5-7 experimentos. *p<0,05 comparado com C.d.terrificus. #p<0,05 comparado com veneno
sozinho.
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4.2.2 Atividade proteolitica

O veneno de B. fonsecai apresentou atividade proteolitica a partir da
concentracao de 30ug/mL, sendo essa concentracao utilizada para a realizagao dos
ensaios com antiveneno botrépico comercial. A pré-incubacéo do veneno bruto de B.
fonsecai com antiveneno botrépico comercial nas proporcées 5:1 e 5:2
(veneno:antiveneno), ndo foi capaz de neutralizar a atividade proteolitica causada
pelo veneno (Fig 7).
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Fig. 7. Atividade proteolitica do veneno de B. fonsecai. A) Curva concentracido-resposta da
atividade proteolitica; B) Pré-incubagdo do veneno bruto de B. fonsecai (30pug) com antiveneno
botrépico comercial nas proporgées 5:1 e 5:2 a 37°C por 1h. Os pontos e colunas representam a
média + DP de 3 experimentos. N&o foi observada neutralizagdo significativa.
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Al Atividade esterasica (U/min)

4.2.3 Atividade esterasica

A atividade esterasica de B. fonsecai demonstrou ser dependente da
concentragdo. A pré-incubagdo do veneno bruto de B. fonsecai com antiveneno
botrépico comercial causou neutralizagdo dessa atividade a partir da proporgéao 5:1 e
embora parcial, essa neutralizagdo demonstrou ser significativamente diferente

daquela apresentada pelo veneno bruto (Fig. 8).
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Fig 8. Atividade esterasica do veneno de B. fonsecai. A) Curva concentragdo-resposta; B) Pré-
incubacéo do veneno bruto de B. fonsecai (30ug) com antiveneno botrépico comercial nas proporg¢oes
5:1 e 5:2 a 37°C por 1h. Os pontos e colunas representam a média + DP de 3 experimentos. #p<0,05
comparado com veneno sozinho.
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Resposta contratil (%)

4.3 Atividades bioldgicas

4.3.1 Atividade neuromuscular

O veneno causou um progressivo e irreversivel bloqueio neuromuscular
concentracao-dependente (Fig 9A), cujo tempo para obtencdo de 50% da resposta
contratil foi 84,6 + 6,5; 76,7 £ 11,8; 65,3 + 11,9; 41,2 £+ 6,4 € 46,6 + 4,2 min, para 3,
10, 30, 100 e 300ug/mL respectivamente (Fig 9B). A partir de 100ug/mL, obteve-se
um bloqueio total da contragdo muscular. As concentragcbes de 3 e 300ug/mL nao

foram diferentes de 10 e 100ug/mL respectivamente (dados ndo mostrados).
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Fig. 9. Curva da resposta contratil da preparacao EDL, sob estimulacao elétrica indireta, apos
adicdao de B. fonsecai. A) Bloqueio da contragdo neuromuscular concentragdo-dependente; B)
Tempo necessario para obtengdo de 50 e 90% de bloqueio da resposta contrétil. Cada ponto
representa a média + EPM de 5-7 experimentos. *p<0,05 comparado ao controle Tyrode.
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Resposta contratil (%)

A pré-incubagdo com antiveneno inibiu parcialmente o bloqueio
neuromuscular causado pelo veneno de B. fonsecai, tanto na proporcéo 5:1 (74,6 *
8,6% aos 120min) quanto em 5:2 (37,5 £ 5,5% aos 120 min), proporcionando uma
protecdo média de 25,4% e 62,5%, respectivamente (Fig 10).
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Fig. 10. Curva da resposta contratil da preparacao EDL sob estimulacao elétrica indireta, apds
adigdo 100ug/mL de veneno de B. fonsecai pré-incubados ou ndao com antiveneno botropico
comercial nas proporcées 5:1 e 5:2. A) Bloqueio neuromuscular causado por B. fonsecai
(100ug/mL) e a protecdo parcial pelo antiveneno comercial. B) tempo necessario para obtencédo de
50% de bloqueio da resposta contratil. Cada ponto representa a média + EPM de 5-7 experimentos.
*p<0,05 comparado com controle Tyrode. AVc: antiveneno botrépico comercial.
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Fig. 11. Figura representativa dos registros miograficos da resposta contratil apés a adicao do
veneno de B. fonsecai (3, 10, 30, 100 e 300ug/mL) e pré-incubacao com antiveneno botropico
comercial nas proporcoes 5:1 e 5:2. Note que o bloqueio neuromuscular em todas as
concentragdes e na pré-incubagdo foi irreversivel apos lavagem. Observe que a contratura
apresentada com o uso de 100ug/mL foi inibida pelo uso de antiveneno comercial. AC: Antiveneno
Comercial.
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4.3.2 Atividade miotoxica

Miotoxicidade “in vitro”

Através da analise histoldgica qualitativa observou-se o dano muscular
causado pelo veneno de B. fonsecai. Os musculos submetidos a 3ug/mL de veneno
apresentaram a maior parte das células musculares normais com apenas algumas
fibras edemaciadas. J& os musculos tratados com 10ug/mL apresentaram os feixes
musculares mais espacados, presenca de células edemaciadas, células do tipo delta
e células “ghost”, porém estas alteragbes foram mais evidentes em musculos
tratados com 30ug/mL.

As preparacgdes tratadas com 100 e 300ug/mL apresentaram em sua maioria,
hipercontragdo das miofibrilas e células ghost. Nestas concentracdes os feixes

musculares ja ndo puderam ser identificados (Fig 12).
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Fig. 12. Morfologia do musculo extensor longo dos digitos de camundongo em corte
transversal. Os musculos foram incubados com Solugdo nutritiva de Tyrode (controle); 3, 10, 30, 100
e 300ug/mL de B. fonsecai. N: Células normais; E: células edemaciadas; D: células delta; G: células

ghost. Barra = 100 um.
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A pré-incubacdo de veneno de B. fonsecai (100ug/mL) com antiveneno
comercial nas proporgdes 5:1 e 5:2 diminuiram visivelmente a quantidade de fibras
lesadas, sendo essa protecdo mais eficaz ao se utilizar a maior proporcao, 5:2 (Fig
13).

Fig. 13. Morfologia do musculo extensor longo dos digitos de camundongo em corte
transversal. Os musculos foram incubados com 100ug/mL sozinho ou pré-incubados com antiveneno
botrépico comercial nas proporgbes 5:1 e 5:2 respectivamente. C: Células normais; E: células
edemaciadas; D: células delta; H: células hipercontraidas; G: células ghost. Barra = 100 um.
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A analise quantitativa da miotoxicidade foi realizada através da quantificacao
da atividade da creatinoquinase presente no banho. Ela demonstrou que o veneno
possui uma miotoxicidade tempo-dependente, sendo in vitro significativamente
diferente a partir de 30 minutos de incubacéo do musculo com o veneno bruto. Essa
atividade foi completamente neutralizada pelo antiveneno botrépico comercial em

ambas as proporgdes (Fig 14).
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Fig. 14. Analise da atividade da CK in vitro. A) Atividade da CK das preparacées EDL mantidas em
Tyrode (controle) comparada com a atividade das preparagdes tratadas com o veneno de Bothrops
fonsecai (100ug/mL). B) A pré-incubagdo de B. fonsecai (100pg/mL) com antiveneno botrépico
comercial nas proporgdes 5:1 e 5:2 reduziram significativamente a atividade da CK quando
comparada ao veneno sozinho. Cada barra representa a média + DP de 5-7 experimentos. *p<0,05
comparado com controle Tyrode. #p<0,05 comparado com o veneno sozinho. AC: antiveneno
botrépico comercial.
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Miotoxicidade “in vivo”

A andlise histopatoldgica qualitativa da miotoxicidade in vivo demonstrou que
o veneno bruto de B. fonsecai causou uma miotoxicidade tempo-dependente. Ao ser
pré-incubado com o veneno bruto por 3 horas, o musculo gastrocnémio apresentou
alguns midcitos lesionados assim como hemorragia e infiltrado inflamatoério nas areas
do endomisio e perimisio. Essa miotoxicidade, hemorragia e processo inflamatério
foram maiores conforme aumentou-se o tempo de contato do veneno com o musculo
(Fig 15).

Controle

Fig. 15. Morfologia do musculo gastrocnémio de camundongo em corte longitudinal. Os
musculos foram isolados 3, 6 e 9 horas apds injecao do veneno de B. fonsecai (30ug/mL). Note o
aumento na presenca de lesbes nos midcitos, assim como infiltrado inflamatério e hemorragias na
area do nas areas de endomisio e perimisio de forma concentragdo-dependente. N: células normais;
L: células lesionadas; H: Hemorragia; I: Infiltrado inflamatério. Barra = 50 um.
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Quando pré-incubado com antiveneno botrépico comercial, a miotoxicidade e
a hemorragia causadas pelo veneno de B. fonsecai foram neutralizadas, porém o
antiveneno botropico nao neutralizou a presenca de infiltrado inflamatério em

nenhuma das proporcoes testadas (Fig 16).

AR e b
B. fonsecai

Fig. 16. Morfologia do musculo gastrocnémio de camundongo em corte longitudinal. Os
musculos foram isolados 6 horas apds injegao do controle antiveneno, o veneno bruto de B. fonsecai
(30ug) sozinho ou pré-incubado com antiveneno botrépico comercial nas proporgbes 5:1 e 5:2.
Observa-se a redugao das lesdes musculares e hemorragia, porém ainda é observada a presenga de
infiltrado inflamatério. N: células normais; L: células lesionadas; H: Hemorragia; I: Infilirado

inflamatoério.
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CK (U/L)

A quantificagdo da atividade da creatinoquinase plasmatica demonstrou
causar miotoxicidade de forma tempo-dependente, sendo essa significativamente
diferente do controle em todos os tempos avaliados. O pico de atividade da
creatinoquinase demonstrou ser 6 horas ap0s injecao. Essa atividade foi neutralizada

pelo antiveneno botropico comercial em ambas as proporgdes (Fig 17).
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Fig 17. Analise da atividade da CK plasmatica. A) Camundongos que tiveram solugdo salina
injetadas em seus respectivos musculos gastrocnémios comparada com aqueles que receberam B.
fonsecai (30ug/mL). Note que a pré-incubacao do veneno com antiveneno botrépico comercial reduziu
significativamente a atividade de CK apés 6 horas de injecdo do veneno (B). Cada barra representa a
média £ DP de 5 experimentos. *p<0,05 comparado com controle salina. #p<0,05 comparado com o
veneno sozinho. AVc: antiveneno botropico comercial.
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4.3.3 Atividade hemorragica

O veneno de B. fonsecai causou uma atividade hemorragica concentracao-

dependente, sendo essa significativamente diferente do controle a partir da

concentracdo de 10ug. Essa atividade foi completamente inibida pelo antiveneno

botrépico comercial em ambas as proporgdes testadas (5:1 e 5:2) (Fig18).
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Fig. 18. Atividade hemorragica do veneno de B. fonsecai na pele dorsal de ratos. A) Curva
concentracao-resposta; B) Neutralizagdo dessa atividade pela pré-incubagao (30 min a 37 °C) do
veneno (30ug) com antiveneno botrépico comercial nas proporgées 5:1 e 5:2; C e D) Figuras
representativas dos halos hemorragicos. As colunas representam a média + EPM de 5 animais.
*p<0,05 comparado com controle negativo (----; solu¢do salina). #p<0,05 comparado com controle
positivo (veneno). Barra: 0,3 cm. AVc: Antiveneno botropico comercial.
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Extravasamento de plasma (uL)

4.3.4 Atividade edematogénica

O veneno de B. fonsecai causou extravasamento de plasma em pele dorsal de
ratos de forma concentragdo-dependente a partir da injecéo de 0,3ug (Fig 19A). Este
extravasamento foi neutralizado pela pré-incubagcdo do veneno com antiveneno
botrépico comercial significativamente diferente do veneno sozinho em ambas as
proporgdes testadas (5:1 e 5:2), porém apenas as amostras cujas quais sao pré-
incubadas com o antiveneno na propor¢ao 5:2 nao sao significativamente diferente
do controle negativo (Fig 19B).
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Fig. 19. Atividade edematogénica do veneno de B. fonsecai na pele dorsal de ratos (A) e sua
neutralizacao pelo antiveneno botropico comercial apds pré-incubacao (30 min a 37°C) nas
proporcoes 5:1 e 5:2 (veneno:antiveneno) (B). As colunas representam a média + EPM de 5
animais. *p<0,05 comparado com controle negativo (-----; solugdo salina). #p<0,05 comparado com
controle positivo (veneno de B. fonsecai). AVc: Antiveneno botrdpico comercial.
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4.3.5 Atividade coagulante

B. fonsecai demonstrou ter atividade coagulante concentracao-dependente,
havendo coagulacédo, sendo significativamente diferente do controle negativo em
todas as doses testadas (Fig 20A). O veneno chegou a sua maxima atividade a partir
de 30ug (dados n&o mostrados). Embora significativamente diferente do veneno
sozinho, a pré-incubagcdo do veneno com antiveneno botrépico comercial levou a
neutralizacao parcial da atividade coagulante na proporcéo 5:1. Ja na proporcao 5:2
essa neutralizagao foi completa (Fig 20B).

A B 4
& 300 @ 300- T
S 250- S 250+
S s
© - -
3 200+ 5 200 #
S 150 8 150-
o (&)
3 100- S 1001
o o
g 50' g 50- *
q, e e [ ] e e -] LI I R
= o 2 oL Ed

1 3 10 30 100 B. fonsecai +5:1 +5:2 AVc
B. fonsecai (1.9)

Fig. 20. Atividade coagulante do veneno de B. fonsecai (A) e sua neutralizacao pelo antiveneno
botropico comercial apos pré-incubacdao (30 min a 372C) nas proporcoes 5:1 e 5:2
(veneno:antiveneno) (B). As colunas representam a média £ EPM de 5 animais. *p<0,05 comparado
com controle negativo (-----; solugéo salina). #p<0,05 comparado com controle positivo (veneno de B.
fonsecai). AVc: Antiveneno botrépico comercial.
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4.4 Analise das ligacoes veneno:antiveneno

4.4.1 Avaliacao por SE-HPLC

A andlise das ligagdes entre veneno e antiveneno foram realizadas utilizando
cromatografia liquida de alta performance e uma coluna de exclusao molecular. A
partir dessa andlise foi possivel avaliar a afinidade e reatividade maxima do
veneno:antiveneno de Bothrops fonsecai e o antiveneno botropico comercial ao ser
comparado com o antiveneno especifico para B. fonsecai.

O perfil cromatografico foi dividido em trés regides e em cada regiao a area
sob a curva dos perfis nulos forma comparadas as areas sob a curva das reagdes. A
curva dose-resposta da reacao foi realizada com diferentes proporcées de
veneno:antiveneno (1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:12, 1:16, 1:32 e 1:64), ja os perfis “nulos”
destas proporcdes foram matematicamente calculados.

Durante a pré-incubacdo, o veneno e antivenenos reativos formaram
complexos de alto peso molecular que foram primeiramente eluidos durante a corrida

cromatografica como representado na Fig. 21.
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Fig. 21. Perfil de eluicdo das corridas controle (perfil hulo) e reacdo (na proporcao 1:1). Todos
os perfis foram divididos em trés regides (...) para andlise das alteracbes da area sob a curva das
mesmas. Note um aumento da area sob a curva da reagdo na regidao 1 (de alto peso molecular)
indicando a formagéo de complexos (—).

Tanto as corridas cujo veneno de B. fonsecai foi pré-incubado com antiveneno
botrépico comercial (AVc) como aquelas onde foi pré-incubado com antiveneno
especifico para B. fonsecai (AVe) apresentaram alteracdo na regidao 1 indicando
formacao de complexos, porém ao comparar ambas curvas dose-resposta, observa-
se que AVe tem uma alteracdo maxima obtida com menores concentracdes de
veneno do que com AVc (Fig. 21 A,B).

J& na segunda regido, como esperado, houve uma reducdo na area sob a
curva das reagbes quando comparadas aos perfis nulos, uma vez que as
substancias ali antes presentes reagiram e formaram complexos de alto peso
molecular. Essa reducdo demonstrou ser proporcional a concentracao de veneno
(Fig. 21 C,D).

As substancias de baixissimo peso molecular, que se encontram na regiao 3,

demonstraram baixa reatividade (Fig. 21 E,F).
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Fig 22. Analise das ligagcoes entre veneno e antiveneno por SE-HPLC. Os perfis de eluicao das
amostras de B. fonsecai pré-incubado com AC (A,C,E,G) e AE (B,D,F,H) foram divididos em 3 regides:
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A,B) Regido 1, onde predominantemente encontram-se os complexos veneno:antiveneno; C,D)
Regido 2, onde localizam-se os antivenenos e substancias reativas; E,F) Regido 3, regido de
componentes com baixo peso molecular.

A avaliacdo das ligacoes através das funcdes de dose-reposta demonstrou
que o antiveneno comercial (AVc) possui um Max+ maior que o antiveneno especifico
(AVe) demonstrando que AVc € mais reativo do que AVe. Por outro lado, AVe
apresentou um menor ECso, ou seja, possui afinidade varias vezes maior ao veneno

de B. fonsecai (Tabela 1).

Tabela 1. Analise quantitativa das ligac6es entre veneno e antivenenos através do Maxy e ECs
da Regidao 2. Note que AVc apresenta maior Maxn (Ligagdo maxima entre veneno e antiveneno)
demonstrando uma maior reatividade que AVe, porém AVe, como ja era esperado, apresenta maior
afinidade para com B. fonsecai conforme observado pela ECso (valor onde aproximadamente 50% do
antiveneno reativo se encontra ligado). AVc: Antiveneno botrépico comercial. AVe: Antiveneno

especifico.
I
Maxu ECso
Média DP Média DP
B. fonsecai + AVc 0.241 0.017 0.020 0.007
B. fonsecai + AVe 0.182 0.006 0.003 0.001
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4.4.2 Avaliacao por Immunoblotting

As ligacdes entre veneno e antiveneno também foram analisadas
qualitativamente através da técnica de immunoblotting onde as bandas marcadas
indicam reatividade entre o antiveneno comercial e o veneno.

O antiveneno comercial apresentou alta reatividade ao veneno de B. jararaca
qguando comparado ao veneno de B. fonsecai nas mesmas concentragdes. Isso pode
ser observado pela presenca de bandas mais marcadas em B. jararaca.

O antiveneno botrépico comercial mostrou-se pouco reativo a substéncias com
encontradas no veneno de B. fonsecai peso molecular abaixo de 30kDa opondo-se a
sua reatividade com substancias na mesma faixa de peso encontradas no veneno de
B. jararaca. Substancias entre 30 e 60 kDa foram reativas ao antiveneno comercial
em ambos venenos botropicos. Em relagdo as substancias de alto peso molecular
(acima dos 66kDa), o antiveneno foi pouco reativo com o veneno de B. fonsecai

guando comparado a sua reatividade ao veneno de B. jararaca (Fig. 23).
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Fig. 23. Inmunoblotting dos venenos brutos de B. jararaca e B. fonsecai. Immunoblotting das
proteinas dos venenos de B. jararaca e B. fonsecai utilizando antiveneno comercial como anticorpo

primario.
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4.5 Comparacao das atividades de Bothrops jararaca e Bothrops

fonsecai

A partir dos resultados obtidos por Da Silva et al. (2012), foi realizada a
avaliacao comparativa das atividades causadas pelo veneno de Bothrops fonsecai
observadas nesse trabalho com as obtidas pelo veneno de Bothrops jararaca.

O veneno bruto de Bothrops fonsecai apresentou as atividades fosfolipasica,
miotoxica (avaliada pela atividade da creatinoquinase), edematogénica, coagulante e
bloqueadora da jungcdo neuromuscular mais intensas que as observadas com o
veneno bruto de Bothrops jararaca. Por outro lado, Bothrops jararaca apresentou

atividade proteolitica, esterasica e hemorragica mais potentes.

Tabela 2. Atividades biolégicas causadas pelo veneno de Bothrops fonsecai quando
comparadas ao veneno de Bothrops jararaca. Atividade neuromuscular realizada com 100ug/mL de
veneno; atividades miotéxica, edematogénica, coagulante e esterasica foram realizadas utilizando
30ug de veneno; para a atividade proteolitica em caseina utilizou-se 100ug de veneno. MHD, dose
minima hemorragica, é a dose que causa um halo de 1cm de hemorragia. U: unidade.

Bothrops fonsecai | Bothrops jararaca
fosfolipasica (U) 103,32 92,6 +3
proteolitica (U) 25204 15,3+£0,5

2 esterasica (U) 1,4+0,5 6,2+0,7
S | Hemorragica (MHD) 69,2 5,8
§ edematogénica (uL) 330 £ 23 150 + 56
coagulante (s) 33+£10 42 +12
Miotdxica in vivo (U/L) 1736,8 £ 93,7 981,1 +279,6
Bloqueio neuromuscular aos 120min Total Parcial
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V. DISCUSSAO
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Trabalhos prévios mostram que o veneno bruto de B. fonsecai contém uma
grande variedade de classes de componentes que também sao encontrados nos
venenos de outras serpentes do género Bothrops, com uma predominancia de
metaloproteases de venenos de serpentes (SVMPs), serinoproteases e fosfolipases
PLAz (Tashima et al., 2008). Neste trabalho, observou-se que o veneno bruto de B.
fonsecai apresenta atividades proteolitica, esterasica e fosfolipasica. A atividade
fosfolipasica foi significativamente maior do que a apresentada pelo veneno bruto de
C. d. terrificus utilizado como controle positivo. Esses achados contrastam com
aqueles reportados por Pidde-Queiroz et al. (2008) que indica que a atividade
fosfolipasica do veneno de B. fonsecai era menor do que o apresentado por C. d.
terrificus. Essa variagao na atividade ocorre provavelmente devido a uma variedade
de fatores como idade e sexo do animal cujo veneno foi coletado, distribuicao
geografica e método utilizado para quantificacao.

Diferente da atividade fosfolipasica, o veneno de B. fonsecai ndo apresentou
uma potente atividade proteolitica, onde se necessita de doses altas de veneno para
que esta seja aparente. Uma vez que o veneno de B. fonsecai contém grande
quantidade de SVMPs das classes P-l e P-lll elass-SVMPs (~47% das proteinas do
veneno) (Tashima et al., 2008) e a atividade hemorragica em pele dorsal de ratos em
doses <30 ug, a atividade proteolitica pode vir a estar subestimada. Mais ensaios
devem ser realizados a fim de quantificar de forma plena essa atividade.

A atividade proteolitica in vivo foi provavelmente a maior contribuidora para a
hemorragia observada em pele dorsal de ratos, uma vez que as SVMPs sao
conhecidas por exercerem uma variedade de efeitos na microvasculatura (Gutiérrez
et al., 2005; Escalante et al., 2011).

A atividade coagulante do veneno de B. fonsecai em plasma pobre em
plaquetas concorda com os resultados anteriormente reportados sobre a presenca
de enzimas tipo-trombina neste veneno (Nahas et al., 1979). A presenca desta

atividade indica que, como em outros venenos botropicos, 0os envenenamentos
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sistémicos podem vir a resultar em coagulopatias (Franca e Malaque, 2003). Esta
atividade é prioritariamente mediada por serinoproteases que equivalem a 2,4% das
proteinas do veneno de B. fonsecai; a coagulopatia causada por essas enzimas pode
ser exacerbada pelas lectinas do tipo-C presentes nesse veneno (~10% das
proteinas do veneno) (Tashima et al.,, 2008) e isso pode responder o motivo pelo
qual esse veneno possui atividade esterdsica menos potente que B. jararaca (Da
Silva et al., 2012), porém leva a coagulagéo do plasma em menor tempo.

Injecbes intradérmicas do veneno causaram um extravasamento de plasma
dose-dependente e esses achados estao de acordo com a atividade ocasionada pelo
veneno de outras espécies do género Bothrops (Teixeira et al., 2009) que induziram
um aumento na permeabilidade vascular mediada por PLA2 (Teixeira et al., 2003) e
SVMPs (Teixeira et al., 2005; Da Silva et al., 2012), contribuindo com os efeitos
locais observados durante os envenenamentos.

Bothrops fonsecai causou um bloqueio neuromuscular em prepara¢des EDL,
achado este que concorda com estudos prévios que demonstraram que venenos
botrépicos podem interferir com a neurotransmissdo em preparacdes
neuromusculares de vertebrados in vitro (Cogo et al., 1993; Costa, et al., 1999;
Oshima-Franco et al., 2000; Zamunér et al., 2004; Durigon et al., 2005; Borja-Oliveira
et al., 2007), entretanto este veneno, assim como das demais serpentes do género,
ndo causou um potente bloqueio, sendo que o bloqueio total da contragdo muscular
foi observado apenas em altas concentragées. As PLA2 tem sido ligadas ao bloqueio
neuromuscular causada por venenos de Bothrops sp. (Gallacci e Cavalcante, 2010) e
pode também contribuir com os efeitos descritos aqui, uma vez que estas enzimas
correspondem a aproximadamente 30% das proteinas do veneno de B. fonsecai
(Tashima et al., 2008). A atividade PLA2 do veneno provavelmente também deve ser
a maior contribuidora para a miotoxicidade (Gutiérrez e Ownby, 2003) observada nos

ensaios in vivo e in vitro.
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O antiveneno botrépico comercial, produzido através de hiperimunizacao de
cavalos utilizando um pool de serpentes botropicas (B. alternatus, B. jararaca, B.
neuwiedi, B. jararacussu e B. moojeni), € indicado para tratamento de acidentes
causadas por serpentes do género Bothrops sp. devido a reatividade-cruzada entre
estes venenos e aqueles utilizados no pool de imunizagdo (Ferreira et al., 1992).
Como demonstrado neste trabalho, o antiveneno botrépico comercial reagiu com o
veneno em todas as atividades bioldgicas testadas, porém com poténcias diferentes.

Na propor¢éo veneno:antiveneno indicada pelo fabricante (5:1), o antiveneno
comercial foi capaz de neutralizar 25,4% o0 bloqueio neuromuscular causado pelo
veneno de B. fonsecai e, o dobro desta proporcao (5:2) protegeu 62,5%. Esta
ineficacia na neutralizagdo do bloqueio neuromuscular também foi observada por
Moraes (2011) que demonstrou que a utilizacdo do antiveneno na proporgao 5:1 nao
foi capaz de neutralizar o bloqueio neuromuscular causado por Bothrops alcatraz,
atingindo neutralizacdo parcial ao aumentar a proporcéo para 5:3. O antiveneno
botrépico comercial também foi incapaz de inibir totalmente o bloqueio
neuromuscular causado por Bothrops jararaca (65% de protecdo), Bothrops
erythromelas (40% de protecéo), Bothrops jararacussu (35% de protecao) e Bothrops
neuwiedi (2,5% de protecéo), na proporcao 5:1 (Zamunér et al., 2004).

O veneno de B. fonsecai apresentou alta atividade fosfolipasica,
provavelmente a maior responsavel pelas atividades bloqueadora da juncéo
neuromuscular e miotdxica, além de ser uma das mediadoras da atividade
edematogénica. A inibicdo parcial da atividade fosfolipasica pelo antiveneno
botrépico comercial em ambas as proporcdes testadas, porém significativamente
diferente do veneno sozinho apenas na propor¢ao 5:2, pode explicar a neutralizagao
parcial dos efeitos na juncdo neuromuscular. Por outro lado, a atividade miotoxica
observada pela analise histologica e determinacdo da atividade da CK foi
completamente inibida, demonstrando que as PLA:2 cataliticas podem nao ser as
principais responsaveis por esta atividade.
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As atividades hemorragicas local e sistémica em acidentes ofidicos ocorrem
principalmente devido as ac¢bOes das metaloproteases, que causam ruptura do
sistema hemostatico, induzindo a protedlise dos microvasos da lamina basal pela
degradacao da maioria das proteinas da matriz extracelular (Baramova et al., 1989).
O veneno de B. fonsecai causou hemorragia concentracdo-dependente, produzindo
halos com tamanho médio de 1,2 cm com 100ug, enquanto o veneno de B. jararaca
produziu halos hemorragicos de 1,2 cm com 40ug de veneno (Da-Silva et al., 2012) e
a B. jararacussu produziu halos de aproximadamente 0,8 cm com 100ug (dados néao
publicados). O antiveneno comercial neutralizou completamente a atividade
hemorragica em todas as proporcdes testadas. Isto pode ser explicado pelo fato dos
fatores envolvidos em hemorragias dividirem propriedades antigénicas mesmo em
serpentes de diferentes géneros e diferentes regides geograficas (Mebs et al., 1988;
Mandelbaum et al., 1989).

O extravasamento de plasma causado pelo veneno de B. fonsecai causou um
extravasamento de plasma (330uL com 30ug de veneno) mais potente que o
causado pelo veneno bruto de B. jararaca (150uL com 30pg) (Da-Silva et al., 2012).
Esta atividade, porém, foi parcialmente inibida pelo antiveneno botrépico comercial
nas duas propor¢oes testadas.

O veneno de B. fonsecai apresentou um tempo de coagulagao potente quando
comparado a B. jararaca (Da Silva et al., 2012). Esta atividade foi inibida pelo
antiveneno comercial apenas das proporgcbes 5:2. Sabe-se que alteragdes na
coagulagdo sao causadas principalmente por serinoproteases presentes nos
venenos de serpentes. Neste trabalho, tanto a atividade esterasica quanto a
atividade coagulante foram inibidas pelo antiveneno botrépico comercial, em menor
grau na propor¢ao 5:1 que a obtida em 5:2.

A neutralizacdo dos efeitos do veneno de espécies nao presentes no pool
utilizado na produgéo do antiveneno é explicada pela reatividade antigénica cruzada,

uma vez que venenos de especies semelhantes se relacionam estruturalmente ou
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farmacologicamente, permitindo neutralizacdo por antivenenos nao especificos
(Ménez, 1985). Esta reatividade cruzada também pode ser observada na andlise das
ligagbes entre veneno e antiveneno ao se utilizar antiveneno especifico como padrao
para comparacao: o antiveneno botrépico comercial, embora tenha apresentado alta
reatividade-cruzada, possui afinidade muito baixa com o veneno de B. fonsecai. Isto
demonstra que o veneno de B. fonsecai possui poucas substancias similares as
encontradas nos venenos das serpentes utilizadas para producéo do antiveneno, em

especial serinoproteases e fosfolipases.
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VI. CONCLUSAO
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O veneno de B. fonsecai demonstrou-se positivo a todas as atividades tipicas
de venenos botrdpicos;

O AVc apresentou reatividade-cruzada em todas atividades testadas;

O grau de neutralizacao observado, o uso do dobro da proporcao indicada
(5:2, veneno:antiveneno) e a interacao AVc:veneno comparada a AVe:veneno
demonstraram que AVc possui baixa afinidade;

Todos os resultados obtidos demonstraram que o veneno de B. fonsecai é
composto por substéncias relativamente diferentes das observadas nas
serpentes botrépicas utilizadas para a producao do AVc.
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