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ESTUDO DA NEUTRALIZACAO DE COMPONENTES DO VENENO DA
SERPENTE Bothrops erythromelas

Ellynes Amancio Correia Nunes*

RESUMO

Ofidismo € um problema de saude publica mundial negligenciado, que vitima
aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas por ano e envolvendo 94 mil mortes. O
género Bothrops € responsavel por 90,6% dos envenenamentos, com
aproximadamente 0,45% de letalidade nos casos tratados, no Brasil. No Nordeste
do Brasil, a espécie endémica é Bothrops erythromelas, responsavel pelo maior
namero de acidentes registrados na Paraiba. O veneno botrépico induz hemorragia
local e sistémica, coagulopatia, edema, necrose podendo levar a morte e/ou
incapacidade permanente. Uma vez que pouco se sabia a respeito de isotipos e
especificidade de anticorpos produzidos por pacientes envenenados por serpentes
da espécie B.erythromelas, objetivou-se avaliar o veneno desta serpente, frente ao
reconhecimento entre moléculas e anticorpos presentes no soro de individuos
envenenados por outros géneros de serpente, e frente aos soros comerciais
brasileiros. As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida, posteriormente
estas foram transferidas a uma membrana de nitrocelulose. Depois se analisou a
neutralizacdo do veneno frente ao soro comercial, onde foram feitos pools de soro
com veneno, em seguida as amostras foram submetidas ao processo de
eletroforese. Os resultados obtidos mostraram que bandas de 29 a 31 KDa nédo séo
bem neutralizadas mesmo ap6s a soroterapia em pacientes envenenados pela
mesma serpente. Observou-se também que ndo ocorreu reacdo cruzada entre o
veneno da referida serpente e 0 veneno de espécies pertencentes aos géneros
Crotalus e Philodryas. Foi visto que o soro comercial ndo é capaz de neutralizar as
bandas de 29 a 31 KDa encontradas no veneno.
Palavras-Chave : Envenenamento. Ofidismo. Soro comercial.

" Aluno de Graduacdo em Ciéncias Biol6gicas na Usistade Estadual da Paraiba — Campus |.
Email: ellynesamancio@hotmail.com
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1. INTRODUCAO

As serpentes estéo incluidas no maior grupo da classe Reptilia da atualidade,
os Lepidosauria, que contem mais de 4800 espécies de lagartos e 2900 espécies de
serpentes. Estes sao animais predominantemente terrestres, com excec¢ao de
algumas espécies de serpentes que adquiriram habitos aquaticos. As serpentes séo
0S Unicos integrantes deste grupo que sdo completamente apodes. Dentro dos
Lepidosauria, existem dois grupos irmaos, a saber, os Sphenodontidae (tuataras) e o
Squamata (lagartos e serpentes). Dentro dos Squamata, os lagartos e as serpentes
podem ser distintos apenas em termos coloquiais, mas néo filogeneticamente,
porque as serpentes evoluiram dos lagartos, portanto assim como os lagartos as
serpentes pertencem a subordem Scleroglossa. As serpentes atuais estédo
distribuidas em trés infraordens, Scolecophidia, que abriga trés familias;
Alethinophidia, com treze familias; e Colubroidea, com quatro familias, nesta ultima
estdo inclusas as trés familias de interesse médico no Brasil, as familias Viperidae,
Elapidae e Colubridae. (POUGH, 2008).

As serpentes dispdem de varias adaptacdes sensoriais, que lhes permitem
explorar melhor o ambiente em que vivem .Entre estas adaptacdes destaca-se o
olfato, sentido bastante desenvolvido nesse grupo, que diferente da maioria das
outras espécies de animais ndo esta associado as narinas, mas aos movimentos
vibratorios da lingua, que sendo longa e bifurcada, permitem que as serpentes
captem particulas quimicas do ar, que sao levados ao 6rgéo de Jacobson, que é um
guimiorreceptor especializado, revestido por um epitélio sensorial, o qual se abre por
dois orificios na mucosa bucal superior logo atras da escama rostral (MELGAREJO,
2002).

De acordo com Melgarejo (2002) a termorrecepcdo é um tipo de adaptacao
que se observa em serpentes das familias Boidae e Viparidae, o que as torna mais
especializadas no momento de captura de alimento. A familia Boidae apresenta
fossetas labiais, que sdo adaptacdes sensitivas nas escamas supra e infralabiais. Os
representantes da familia Viperidae por sua vez apresentam fosseta loreal,
localizada entre a narina e os olhos da serpente.

Sobre a alimentacéo, pode-se dizer que todas as serpentes sao carnivoras e
engolem o alimento inteiro, uma vez que seus dentes agudos e recurvados nao lhes

permitem parti-lo (MELGAREJO, 2002). No entanto, as serpentes possuem
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especializagcbes predatdrias que permitem que elas segurem presas grandes, com
pouco risco de ferimento, a constricdo e o0 veneno. A constricdo é caracteristica das
jiboias e pitons, serpentes pertencentes a familia Boidae, podendo estar presente
em algumas serpentes da familia Colubridae (POUGH, 2008). No que concerne a
especializacdo de glandulas produtoras de veneno, dependendo da espécie, a
toxina pode ser produzida em dois tipos de glandulas: Duvernoy e de Peconha
(STOCKER, 1990). Estas diferem entre si pela auséncia de um lumen nas glandulas
Duvernoy e a presenca deste lumen na glandula de peconha, ambas séao
responsaveis pela estocagem deste veneno, este lumen torna as pegonhentas mais
adaptadas a inoculacdo do veneno através da presa, isso se da pelo formato
triangular das células desta glandula. (VITAL BRAZIL, 1982)

As serpentes peconhentas com presas inoculadoras anteriores (Elapidae e
Viperidae) apresentam especializagdes alternativas de um sistema de inoculagéao
ancestral. Uma variedade de serpentes possui dentes aumentados (presas
inoculadoras) no maxilar. S&o reconhecidas trés categorias de serpentes
peconhentas; as que possuem uma denticdo aglifa (Figura 1A) que se caracteriza
pela auséncia de uma presa inoculadora de veneno e tem como representante as
jiboias (Boa constrictor constrictor) (Figura 1.1.); as com denticdo opistoglifas (Figura
1B) (Grego,opistho = atras, glyph = sulcado) aquelas que apresentam presas nas
regides caudais da maxila, exemplo, cobra verde (Philodryas Olfersii) (Figura 1.11.);
as com denticdo do tipo proteréglifas (Figura 1C) ( Grego, proto = primeiro) que
apresentam a presa fixa na regiao anterior da maxila, por exemplo, corais verdadeira
(Micrurus sp.) (Figura 1.111.); e as solendglifas (Figura 1D) (Grego, solen = tubo) que
possuem presas moveis na regido anterior da maxila, a exemplo, as viboras, como
jararacas (Bothrops sp.) (Figura 1.1V.). (POUGH, 2008; MELGAREJO, 2002).
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Figura 1. Representacdo do provavel processo de especializagdo peconhenta das
serpentes de acordo com a sua denti¢cdo (A) denticdo aglifa; (B) opistoglifa; (C)
proteréglifa; (D) solendglifa. E exemplares de serpentes por familia de acordo com o
tipo de denticdo: I. Boa constrictor constrictor. Il. Philodryas olfersii. Ill. Micrurus

lemniscatus. IV. Bothrops atrox.

Fonte:MELGAREJO, 2002.

Fonte: http://www.herpetofauna.com.br.

De todas as espécies de ofidios conhecidos cerca de 10% sao considerados
peconhentos (ROMANO-HOGE, 1990). No Brasil encontram-se cerca de 73
espécies de serpentes peconhentas de importancia médica distribuidas em duas
familias: Viperidae e Elapidae. A familia Viperidae esta representada pelos géneros
Bothrops e Bothrocophias (jararacas), Crotalus (cascaveis) e Lachesis (surucucus),
e Elapidae pelos géneros Micrurus e Leptomicrurus (corais verdadeiras) (COSTA &
BERNILS 2014).

Acidentes ofidicos sdo um problema de saude publica negligenciado que tem
acometido quase todas as regides do mundo, com excecdo dos polos onde nédo
ocorrem estes animais. Isto € particularmente relevante nas areas rurais dos paises
tropicais e subtropicais, nos quais 0os acidentes sdo mais comuns e 0 acessoO aos
servicos de saude é limitado e deficiente. A real magnitude da ameaga dos
envenenamentos por serpentes para a saude publica nesses paises é desconhecida
porque os acidentes sdo subnotificados, o0 que torna dificil para as instituicbes
responsaveis aprimorar a prevencgao e o tratamento das vitimas (KASTURIRATNE et
al., 2008).
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Em escala mundial cerca de 2.500.000 de pessoas sédo envenenadas e 125
mil morrem anualmente por acidentes com serpentes, de acordo com dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (ALBUQUERQUE et al.,, 2013). No Brasil
ocorrem aproximadamente 20.000 casos notificados por ano com uma letalidade de
0,45% (KASTURIRATNE et al., 2008). A maioria dos acidentes ofidicos que
ocorrem na Ameérica Latina sdo causados por serpentes das espécies do género
Bothrops, estas séo responsaveis por 90% dos acidentes notificados, tornando-se
as serpentes de maior importancia do ponto de vista médico e as mais estudadas
clinica e imunologicamente (BRASIL, 2013). Os acidentes geralmente ocorrem no
inicio e no final do ano, com trabalhadores rurais do sexo masculino, em idade
produtiva (entre os 19 e 45 anos), atingindo principalmente os membros inferiores
(BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

S&o0 conhecidas no Brasil cerca de 29 espécies e subespécies do género
Bothrops e Bothrocophias (COSTA; BERNILS 2014). Varias séo as técnicas atuais
de andlise de parentesco entre espécies, estas podem ser, analise de DNA
mitocondrial, eletroforese de proteinas totais do plasma e morfologia interna do
hemipénis (JANEIRO-CINQUINI et al., 1989). De acordo com a andlise filogenética
das espécies do género Bothrops estudadas até o momento, foi possivel classificar
0 género Bothrops em oito grupos distintos: Grupo Atrox: formado por Bothrops
atrox, B. moojeni, B. leucurus, B. colombiensis, B. isabelae, B. marajoenses e B.
pradoi; Grupo Alternatus: formado por B. alternatus, B. cotiara, B. ammodytoides, B.
itapetiningae e B. fonsecai; Grupo Neuwiedi: formado por B. neuwiedi, B. andianus,
B. iglesiase e B. erythromelas; Grupo Jararaca: formado por B. jararaca; B. insulares
e B. alcatraz; Grupo Jararacussu: formado por B. jararacussu e B. brazili; Grupo
lanceolatus: formado por B. lanceolatus e B.caribbaeus; Grupo Pictus: formado por
B. pictus; e Grupo taeniatus: formado por B. taeniatus e B. bilineatus. (JANEIRO-
CINQUINI et al., 1989; PESANTES, 1989; PESANTES; FERNADES, 1989;
FERNADES; PESANTES, 1989; FERNADES et al., 1991; CADLE, 1992; WERMAN,
1992; PESANTES et al., 1993; SALOMAO et al., 1997, 1999; WUSTER et al.,
1997,1999,2002; PARKINSON et al., 2002.).

Os venenos ofidicos conttm uma grande variedade de componentes
(KAMIGUTI et al., 1996), cujo papel preliminar é agir para imobilizar a presa
(JENNINGS et al., 2005). Cerca de 90% do peso seco das peconhas das serpentes
sdo compostas por proteinas. A parte ndo proteica compreende anions e cations
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inorganicos, lipideos, carboidratos, pequenos peptideos e aminoacidos (STOCKER,
1990). Os componentes proteicos dos venenos ofidicos foram agrupados em
diferentes categorias baseadas em suas fungdes hemostaticas: 1) enzimas que
coagulam fibrinogénio; 2) enzimas que degradam fibrinogénio; 3) ativadores de
plasminogénio; 4) ativadores de protrombina; 5) ativadores de fator V da
coagulacédo; 6) ativadores de fator X da coagulacédo; 7) enzimas com atividade
anticoagulante incluindo inibidores da formacdo do complexo protrombinase,
inibidores de trombina, fosfolipases e ativadores de proteina C; 8) enzimas com
atividade hemorragica; 9) enzimas que degradam inibidores de serino-proteinases
plasmaticas; 10) ativadores da agregacao plaquetaria incluindo enzimas de acéo
direta, componentes ndo enzimaticos e agentes que  necessita
m de cofator; 11) inibidores da agregacao plaquetéaria, a saber, fibrinogenases, 5'-
nucleotidases, fosfolipases e desintegrinas. Embora muitas peconhas de serpentes
contenham varios componentes hemostaticamente ativos, € importante ressaltar que
uma unica peconha ndo contém todos esses componentes descritos (MARKLAND,
1998).

Os acidentes com serpentes do género Bothrops (jararacas) sao
caracterizados por efeitos no local da picada como: dano tecidual local induzido por
mionecrose, edema, hemorragia e infiltrado celular; choque hipovolémico e
alteracdes na coagulacdo sanguinea, ocasionando incoagulabilidade sanguinea por
desfibrinogenacdo. Em casos graves, os acidentados podem causar hemorragias
em 0Orgaos equidistantes do local da picada (coragdo, pulmdes, rins, intestinos e
cérebro), gengivorragia, hemataria, hematémese e insuficiéncia renal aguda,
podendo levar portanto a vitima ao 6Obito (CARDOSO E BRANDO, 1982; VITAL
BRAZIL, 1982; GUTIERREZ E LOMONTE, 1989; FNS, 1998).

De acordo com Romano-Hoge (1990) a serpente pertencente ao género
Bothrops que é endémica da regido Nordeste do Brasil no que concerne ao bioma
caatinga € a Bothrops erythromelas (Figura 3), também conhecida como jararaca
avermelha ou jararaca malha de cascavel. De acordo com dados do Ministério da
Saude (2003), esta espécie é responsavel pelo maior nimero de atendimentos na
Paraiba.

A peconha da Bothrops erythromelas caracteriza-se por possuir uma das mais
potentes atividades coagulantes do género Bothrops e (FURTADO et al.,, 1991;
ZAPELLINI, 1991; SANCHES et al., 1992; FERREIRA et al., 1992) pela auséncia da
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atividade trombina simile, juntamente com B. castelnaudi . Essa atividade é
responsabilizada pela presenca de toxinas pro-coagulantes que ativam protrombina
e Fator X da cascata de coagulacao, a ativacdo destas substancias desencadeiam
um quadro de coagulacéo alastrada (NAHAS et al., 1979; FURTADO et al., 1991,
MARUYAMA et al.,1992).

O veneno da Bothrops erythromelas, bem como os das demais serpentes do
género possuem 4 componentes isolados que merecem destaque, sdo eles, um
peptideo potenciador de bradicinina (ROCHA et al. 1949), um fator de crescimento
do endotélio de veneno de serpente( COHEN, 1960, 2004) , uma metaloproteinase
da classe PIll chamada de Berythractivase que desencadeia uma atividade
coagulante (SILVA et al. 2003), e fosfolipase A, acida com acéo anti-plaquetaria e
indutora de liberagdo de prostaglandina I, com baixa atividade miotoxica
(ALBUQUERQUE et al., 2013; MOURA-DA-SILVA et al., 1991). De acordo com Silva
et al. (2003) embora a berythractivase seja uma metaloproteiase da classe PIll, ela
se diferencia do grupo por possuir baixa atividade fibrinogenolitica e baixa acéo
hemorragica local.

Poucos estudos imunoldgicos séo realizados com humanos, sobretudo, no
gque diz respeito a resposta imune humoral de pacientes envenenados por
serpentes. Esse dado é preocupante porque a resposta imune humoral é a primeira
frente de defesa do organismo, importante para delinear a evolucdo da doenca
(LICHTMANN; PILLAI, 2008) . No caso especifico da serpente B. erythromelas
(Figura 2), a importancia de se realizar estudos imunolégicos referente a espécie,
se da porque a B. erythromelas € endémica da regido Nordeste (ROMANO-HOGE,
1990), e é responsavel pelo maior numero de atendimentos na Paraiba (SINAN,
2012), mas seu veneno nao consta no pool de venenos utilizados na formulacéo do
antiveneno comercial no Brasil. Um estudo realizado por Domingos et al., (1990)
demonstrou que o veneno da serpente B. jararaca foi fracamente neutralizado pelo
antiveneno comercial mesmo apdés soroterapia especifica, mesmo que esta serpente

faca parte deste pool de fabricacdo do antiveneno.
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Figura 2: A. Serpente da espécie Bothrops erythromelas. B. Distribuicdo

Geografica da Serpente Bothrops erythromelas.

Fonte: www.neotropis.ch/ www.macopa.com.br

Este trabalho teve como objetivo avaliar a neutralizagdo do veneno da
serpente B. erythromelas, diante do reconhecimento entre anticorpos presentes no
soro de individuos envenenados por outros géneros de serpente, e frente aos soros
comerciais brasileiros.

Os Objetivos especificos do trabalho foram realizar eletroforese do veneno da
serpente B. erythromelas para separacao de seus principais componentes proteicos;
verificar cruzamento entre o referido veneno e anticorpos presentes no soro desses
pacientes; avaliar o cruzamento entre soro de individuos envenenados por serpentes
dos géneros Crotalus e Philodryas com veneno da serpente B. erythromelas e
avaliar o padrdo de neutralizacdo dos componentes do veneno da serpente B.
erythromelas diante do soro antiofidico género-especifico (antibotrdpico)

comercializado no Brasil.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Metodologia

2.1.1. Pacientes

Os pacientes participantes do presente trabalho jA foram catalogados e
participaram do estudo realizado anteriormente pelo mesmo laboratorio. Os tais
foram provenientes do Hospital de Trauma de Campina Grande, Paraiba.

Fizeram parte da pesquisa pacientes de ambos os sexos e diferentes idades,
envenenados por serpentes dos géneros Crotalus, Philodryas e Bothrops e
atendidos no Centro de Assisténcia Toxicologica do Hospital de Trauma de
Campina Grande, no ano de 2012. Esses individuos foram entrevistados e, em
seguida, foram submetidos aos exames clinico-laboratoriais, além da coleta de
informacdes a partir das fichas de atendimento.Os critérios de inclusdo na selecéo
dos individuos contemplaram aqueles que receberam tratamento soroterapico e
sinais/sintomas clinicos mais frequentes de envenenamento, como o edema local e
alteracdes no tempo de coagulacdo sanguinea do paciente.

Foram coletados um total de 30 mililitros (mL) de sangue de cinco (n= 5)
pacientes que foram submetidos a pesquisa. Esta coleta foi feita em trés intervalos
de tempo diferentes: 0 horas antes da soroterapia, 12 horas apds a soroterapia e
24 horas ap0s a soroterapia, totalizando trés coletas, cada uma de 10 mL de sangue
por paciente . Os pacientes que fizeram parte da pesquisa foram catalogados como
Individuos: A, B,C,D e E. Onde o individuo A, foi vitima de um acidente causado pela
serpente Bothrops erythromelas; os individuos B e D, foram vitimas de acidentes
causados por serpentes do género Crotalus; e os individuos C e E, foram vitimas de
acidentes causados por serpentes do género Philodryas.

A soroterapia empregada no tratamento dos acidentes causados por
serpentes do género Crotalus, preconizado pelo Ministério da Saude (2003),
determina que em pacientes apresentando sinais e sintomas do envenenamento
crotalico, devem ser submetidos a soroterapia com 5 ampolas de soro antiofidico
género especifico anticrotalico em casos de acidentes leves, com 10 ampolas em
caso de acidentes moderados e 20 ampolas em casos de acidentes graves.

Nos envenenamentos causados pelas serpentes do género Bothrops é

determinado pelo Ministério da Saude (2003) a aplicacdo de 2 a 4 ampolas do soro
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género especifico antibotropico em casos de acidentes leves; 5 a 8, em casos de
acidentes moderados e 12 em casos de acidentes graves.

O Ministério da Saude (2003) determina também que em pacientes com
envenenamentos causados por serpentes do género Philodryas, aplica-se apenas o

tratamento dos sintomas apresentados pelo paciente.

2.1.2. Consideracdes Eticas

As amostras coletadas e utilizadas neste projeto foram processadas no
laboratério do Hospital de Trauma de Campina Grande. Os dados coletados nesta
pesquisa foram utilizados unicamente para atender aos objetivos delineados para
uma tese de doutorado apresentada no ano de 2010. As informacbes foram
apresentadas de forma coletiva, sem identificacdo dos pacientes ou dos
profissionais de saude envolvidos nos atendimentos destes. Os procedimentos sé
foram realizados ap0s todos os participantes terem concordado e assinado o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

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

pesquisas realizadas com seres humanos.

2.1.3 Obtencao do veneno

O veneno da serpente B. erythromelas foi obtido através da ordenha de
espécimes em cativeiro. Os espécimes foram provenientes do Zoologico Répteis da
Caatinga, localizado no municipio de Puxinana, estado da Paraiba. Foram
selecionados apenas animais adultos.O veneno, apés liofilizacdo, foi mantido a

temperatura de -20C até o momento de sua utilizag &o.

2.1.4 Perfil eletroforético de proteinas do veneno de B. erythromelas diante
do soro de individuos
O termo eletroforese é originado do grego electro, eletricidade; phoresis,

transporte. Portanto, a técnica de eletroforese € definida como uma técnica de
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separacdo de moléculas baseada na diferenca de migracdo de compostos ibnicos
na presenca de um campo elétrico. Esta técnica foi primeiramente utilizada pelo
quimico sueco Arne Tiselius, para separacao de proteinas presentes no sangue, em
1930 (TAVARES, 1996).

Para se realizar a eletroforese é necessario a utilizacdo de uma cuba de
eletroforese ,que pode ser de migragao vertical ou horizontal; e uma fonte de tenséo.
As cubas s&o adicionados géis que podem ser de poliacrilamida, para separacdo de
proteinas com migracdo vertical, ou de agarose, para separacdo de DNA, com
migracao horizontal. Para a separacdo de proteinas séo feitos dois géis, um gel de
empilhamento (stacking gel) e um gel de separacéo (running gel), ambos sao feitos
entre duas placas de vidro separadas por espacadores e unidos por uma pin¢a. Na
regido superior do complexo de géis, onde se encontra o gel de empilhamento é
inserido um pente de plastico para formar as cavidades ( po¢os) onde as amostras
serdo inseridas, este pente é removido do sistema apo0s a polimerizagdo do gel.
AplOs a montagem do aparato, tanto o topo como a base do gel sdo imersos em
solucédo tampdao apropriado, o qual é importante para manter constante o estado de
ionizacao das moléculas que estdo sendo separadas (WILSON;WALKER, 2010).

Mini géis de poliacrilamida 10% em presenca de SDS (Dodecil sulfato de
sédio) foram feitos e acoplados a um sistema de eletroforese da Hoeffer. Ao sistema
foi adicionado Solugcdo Tampéao ( TRIS 0,125 M; GLICINA 0,95 M; SDS 5g).As
amostras correram a 60 mA e 90 volts por cerca de 1 a 2 horas. Os géis de
empilhamento (stacking gel) e de separacgéo (running gel) foram preparados a uma
concentracéo de acrilamida de 4,5% (p/v) e 10% (p/v), respectivamente.

Aos géis foram aplicados padréo de peso molecular (PM) (Sigma-Aldrich) com
um “range” de 6.5 a 200 Quilodalton (KDa) (FIGURA 3) ; pool de venenos de
serpentes da espécie Bothrops erythromelas, com soro de individuos previamente
envenenados pela mesma serpente.Todas as amostras foram eluidas em tampéao da
amostra de Laemmli (1970) ( Tris-HCI 1M pH 6,8; SDS 10%; Bmercaptoetanol 14,7
M; Glicerina; Azul de Bromofenol), e incubadas por 5 minutos em banho-maria
antes de sua aplicacdo no gel. Posteriormente foi feita a coloracdo dos géis com o
corante "Coomassie blue" ( Azul de coomassie R-250; Metanol; Acido Acético; H,0),
durante 30 minutos, seguido do tratamento com descorante (metanol 30%, acido

acético 10% e H,O 60%) com intervalos de 10 em 10 minutos. Por fim o gel foi
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acondicionado no "bastidor" entre duas folhas de papel celofane umedecidas em

agua. Este foi mantido a temperatura ambiente até secagem do gel.

FIGURA 3 : Padrdo de Massa Molecular para analise de Eletroforese (Sigma-

ColorBurst) com "range" entre 6.5 a 200 KDa.

Color Marker in SDS-PAGE Gradient Gels
Apparent Molecular Masses (kDa) of
Color Marker Proteins
Band Color 4-20% Gel 10-20% Gel
Tris-Glycine Tris-Tricine
usagp i Violet 220 210
Pink 100 90
Blue 60 65
Pink 45 40
i QOrange 30 30
- Blue 20 20
— - Pink 12 13
Blue 8 8

4-20% Tris-Glycine 10-20% Tris-Tricine
Fonte: Sigma-ColorBurst

2.1.5 "Western blotting" para avaliacdo do cruzamento entre soro de

individuos envenenados por serpentes dos géneros Crotalus e

Philodryas com veneno da serpente B. erythromelas

A metodologia de "Western blotting" foi primeiramente descrita por Towbin et
al. (1979). E uma técnica utilizada em Biologia molecular para exercer a
imunodetec¢cdo de proteinas, sendo também conhecida como "protein blotting" ou
"imunoblotting”, que admite a detecc¢éo, caracterizagédo e quantificacado das tais. Esta
metodologia € oriunda da técnica de "Southern blotting" e "Northern blotting”, que
sao técnicas voltadas a analise molecular de DNA e RNA respectivamente (KURIEN;
SCOLFIELD, 2006).

Para que esta técnica seja aplicada, € necessario que as proteinas sejam
anteriormente separadas pelo processo de Eletroforese em gel. Uma vez separadas
as proteinas sao transferidas para uma membrana absorvente, onde seréo
analisadas (KURIEN; SCOLFIELD, 2006).

Em nossos experimentos, ap0s o processo de eletroforese,onde se utilizou

um padrdo de massa molecular (Sigma-ColorBurst; com "range" entre 6.5 a 200
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KDa) (FIGURA 4); os géis foram submetidos a um processo de transferéncia das
bandas de proteinas para uma membrana de nitrocelulose (Whatman). Ao sistema
foi adicionado 3 papéis de filtro umedecidos com Tampé&o Anado | ( Tris Base 36,3g;
Metanol; H,0), seguido de mais trés papéis de filtro umedecidos com Tampao
Anado II (Tris 3g; Metanol; H,O), posteriormente foi colocada a membrana de
nitrodelulose, seguida do Gel, em seguida se umidificou mais seis papéis de filtro
com Tampé&o Catodo (Tris 3g; Acido caproico 5,2g; Metanol; H,O) e acrescentou-se
ao sistema que foi submetido a transferéncia por cerca de uma hora no bloqueador
em sistema SemiDry (Semi-DryBlotting Systems, C.B.S. Scientific, modelo EBU-
4000) com a voltagem de 45 volts e amperagem maxima em 300mA.

ApoOs a transferéncia a membrana de nitrocelulose (NTC), foi corada com o
corante Ponceau a 0,2% e 1% de TCA por 5 minutos. Em seguida procederam-se
incubacbes de bloqueio com leite desnatado (Molico) 5% e lavagem em PBS com
pH entre 7.2 e 7.4. Apdbs a ultima lavagem com PBS-Tween 20 0,05%, procedeu-se
incubacdo da folha de NTC com os primeiros anticorpos (soro dos pacientes
envenenados por Crotalus e Philodryas), "overnight”, sob refrigeracao.

No dia seguinte, lavagens com PBS-Tween20 0,05% foram realizadas e o
segundo anticorpo (IgM-conjugada a peroxidase), foi adicionado a membrana de
NTC, sendo a mesma incubada por duas horas a temperatura ambiente.

A revelacdo da membrana foi realizada com 4-Cloronaftol (Sigma-Aldrich),
feito na hora, e a reacéo parada com agua destilada.

Os imunocomplexos formados (componentes antigénicos do veneno mais
anticorpos presentes no soro do paciente) foram detectados através de uma sonda
enzimatica. No presente trabalho, a sonda enzimatica utilizada foi a anti-IgM humana

(Sigma-Aldrich) conjugada a peroxidase (Sigma-Aldrich).
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FIGURA 4: Padrdo de Massa Molecular para anélise de "Western Blotting" (Sigma-
ColorBurst) com "range" entre 6.5 a 200 KDa.

Color Marker transferred to nitrocellulose
membranes using Towbin’s buffer.? Apparent Molecular Masses (kDa) of
Color Marker Proteins
Band Color 4-20% Gel 10-20% Gel
Tris-Glycine Tris-Tricine
Violet 220 210
— Pink 100 90
Blue 60 85
e Pink 45 40
Orange 30 30
— Blue 20 20
- Pink 12 13
Blue 8 8

Fonte: Sigma-ColorBurst

2.1.6 Ensaios de neutralizagdo do veneno da serpente B. erythromelas

diante dos antivenenos comerciais

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

Foram incubadas doses fixas de veneno de serpente com diferentes
concentracfes de antivenenos comercias em banho-maria por 30 minutos a uma
temperatura de 37C .

No primeiro experimento utilizou-se 10pL do veneno da serpente B.
erythromelas que foi incubado com 10uL; 50uL; 100uL e 200uL, respectivamente, do
soro antibotropico comercial (Instituto Vital Brazil S.A.). No segundo experimento
foram incubados 5uL do veneno da serpente com 10pL; 50uL; 100uL e 200pL,
respectivamente do soro antibotropico comercial. Foi adicionado aos pools Tampao
de Amostra g.s.p. 1X (loading buffer- 2X).

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

No processo de SDS-PAGE foram utilizados trés padrées de peso molecular,
a saber, PM (Sigma-ColorBurst) com "range" entre 6.5 a 200 KDa (FIGURA 3) ; PM
(PMA) (Product Booklet) com "range" de 14.4 KDa a 97.0 KDa (FIGURA 5) ; e PM
(PMN) (Prestained Molecular Weight) com rage de 26,6 a 180 KDa (FIGURA 6).
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FIGURA 5: Padrao de Massa Molecular para analise de Eletroforese (Product
Booklet) com "range" de 14.4 KDa a 97.0 KDa

970 Protein M/Dal R¢
66.0—
45.0— Phophorylaseb 97 000 0.07
' Albumin 66 000 0.13
30.0— Qvalbumin 45 000 0.25
Carbonic
o anhydrase 30000 046

Trypsin inhibitor 20 100 0.67
a-Lactalbumin 14 400 0.89

Fonte: Product Booklet
FIGURA 6: Padrdo de Massa Molecular para analise de Eletroforese (Prestained
Molecular Weight) com rage de 26,6 a 180 KDa.

Native* Subunit

Prestained Protein Molecular Mass
(Da)

o-Ma cmlglob ulin 180,000
from equine serum
P-Galactosidase from E. coli 116,000
Lactoferrin from human milk 90,000
Pyruvate Kinase
from rabbit muscle 58,000
Fumarase from porcine heart 48,500
Lactic Dehydrogenase
from rabbit muscle 36,500
Tnusephqsphat& Isomerase 26,600
from rabbit muscle

Fonte: Prestained Molecular Weight
Posteriormente este gel foi corado com o corante Coomassie Blue por 30
minutos a temperatura ambiente, seguido de tratamento com o descorante (metanol
30%, acido acético 10% e H,O 60%) com intervalos de 10 em 10 minutos.
Apbs coloragdo por Coomassie blue, o gel foi acondicionado no "bastidor"
entre duas folhas de papel celofane umedecidas em &gua. Este foi mantido a

temperatura ambiente até secagem do gel.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Perfil eletroforético de proteinas do veneno de B. erythromelas diante do
soro de individuos envenenados.

Ao se realizar a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS observou-se
bandas proteicas que reafirmaram o que foi observado nos experimentos realizados
por Luna et al. (2010), com os quais observou-se um padréo de bandas com peso
molecular entre 29 KDa e 31 KDa (Figura 7) que nao sofrem neutralizacdo mesmo
ap0s o tratamento soroterapico dos pacientes envenenados.

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

A formacéo de complexo imune observada no primeiro gel, esta relacionada a
presenca do veneno no sistema, uma vez que os anticorpos do soro dos pacientes
reagiram e interagiram com as proteinas do veneno. E 0 mesmo ndo se observa no

segundo gel, onde ndo houve a adi¢cdo do veneno da B.erythromelas.
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Figura 7: Gel 1: Coluna 1: PM (Sigma-ColorBurst; com "range" entre 6.5 a 200 KDa);
Coluna 2: Veneno; Colunas 3, 4, 5 coletas | de soro de pacientes em zero hora
(antes do tratamento soroterapico) + veneno, Colunas 6, 7, 8: coletas Ill de soro de
pacientes (24 horas apoés tratamento soroterapico) sem veneno.

Gel 2: Coluna 1: PM(Sigma-ColorBurst; com "range" entre 6.5 a 200 KDa); Coluna 2:
Veneno, Colunas 3, 4, 5 coleta | de soro de pacientes em zero hora (antes do
tratamento soroterapico), Colunas linhas 6, 7, 8: coletas Il de soro de pacientes (24
horas apés tratamento soroterapico) sem veneno.

PM (KDa) 1 2 3 4 56 7 8 1 2 3 4 5 6 78 PM (KDa)
220 220
100 100

60 60
45 45
30 30
20 20
12 12
8 8

As bandas que se encontram destacadas no esquema (FIGURA 7) , a saber,
29 a 31 KDa, bem como a de aproximadamente 59 KDa, podem constituir um grupo
de proteinas que ndo sdo neutralizadas pelo tratamento soroterapico, corroborando
com os resultados de Luna et al. (2010).

Resultados semelhantes foram observados no estudo com veneno de outras
espécies de Bothrops, como a Bothrops jararacussu que também apresentou
bandas que n&o foram neutralizadas pelos antiveneno comercial indicado para o
género, a saber o soro antibotrépico (SAB) , como foi relatado por Netto (2007).

Os soros antibotrépicos atualmente utilizados no Brasil sédo produzidos pelo
Instituto Butantan — IB (SP), Instituto Vital Brasil — IVB (RJ) e Fundagao Ezequiel
Dias — FUNED (MG), por meio da imunizag&o de cavalos com venenos provenientes
das cinco espécies do género Bothrops mais prevalentes no Brasil: B. jararaca —
50%, B. alternatus, B. moojeni, B. jararacussu e B. neuwiedi — 12,5% cada (BRASIL,

1996), e sdo distribuidos pelo Ministério da Saude, através da Fundacao Nacional de
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Saude (FUNASA). O veneno da serpente Bothrops erythromelas, diferentemente do
veneno de B. jararacussu, ndo faz parte do pool para a producdo do soro
Antibotropico.

Jorge et al. (2014), viram que serpentes da espécie B. erythromelas possuiam
variacdes na composicdo quimica do seu veneno de acordo com a sua localizagédo
geografica. O que sugere que dentro da mesma espécie pode ocorrer tipos de
envenenamentos diferentes, quanto a sua gravidade, mostrando que 0 Ssoro
poliespecifico ndo configura a melhor op¢éo no tratamento para reverter o quadro de
envenenamento de vitimas de acidentes ofidicos, mas que um soro produzido a
nivel de espécie seria mais eficiente na neutralizagdo de todos os componentes do
veneno, pois como Netto (2007) relatou, mesmo estando presente no pool de
fabricacdo do soro antibotrépico, o veneno de B. jararacussu nao € bem neutralizado

pelo antiveneno comercial.

3.2"Western blotting" para avaliacdo do cruzamento entre soro de
individuos envenenados por serpentes dos géneros Cr otalus e

Philodryas com veneno da serpente  B. erythromelas

Os resultados indicam que os antigenos do veneno da serpente B.
erythromelas ndo apresentaram reacdo cruzada com o soro de individuos
envenenados por outros géneros de serpente (FIGURA 8), uma vez que nao se
observou bandas presentes na membrana de nitrocelulose, principalmente na nossa
banda de interesse, localizada na regido de 29-31 KDa, como destacado na figura 8.
Este resultado é promissor, uma vez que o marcador que estudamos, banda de 29-
31 KDa, pode vir a ser um diferenciador importante para o diagnostico de
envenenamento pela serpente B. erythromelas no Nordeste. Este dado portanto

corrobora mais uma vez com os de Luna et al. (2010).
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Figura 8: Western Blot. Coluna 1: Padrdao de Massa molecular (Sigma-ColorBurst)
com "range” entre 6.5 a 200 KDa. Coluna 2: veneno da serpente B. erythromelas;
Coluna 3: soro de individuo envenenado por C. durissus; Coluna 4: soro de individuo
envenenado por Philodryas sp.; Coluna 5: soro de individuo envenenado por C.

durissus; Coluna 6: soro de individuo envenenado por Philodryas sp.

PM 12 3 4 5 6

T |

200KDa
116 KDa

97 KDa
66 KDa

55 KDa

45 KDa

36 KDa

29 KDa

Fonte: Elaborada pela autora.

A necessidade de se observar a ocorréncia de uma reagao cruzada entre 0s
venenos de Bothrops erythromelas e Phillodryas. sp. se da devido as semelhancas
dos quadros fisiopatoldgicos, entre estes envenenamentos (FAN; CARDOSO 1995,
FRANCA; MALAQUE 2003). De acordo com estudos realizados por Tanjoni et al.
(2003) onde foi utilizando o anticorpo monoclonal anti-jararagina que reconhece um
epitopo presente na regido Cterminal do dominio desintegrina-like, uma
metaloproteinase do veneno de Bothrops jararaca, demonstraram pela técnica de
Dot Blot que estes anticorpos reagiram com o0s venenos de P. olfersii e P.
patagoniensis, sugerindo que as metaloproteinases destes venenos apresentam
epitopos comuns aos de B. jararaca. Corroborando tais achados, Rocha et al. (2006)
demonstraram que o soro antibotrépico comercial apresentou reatividade cruzada
com o veneno das serpentes P. olfersii e P. patagoniensis sendo capaz de

neutralizar a acdo hemorragica, e eficientemente a atividade toxica destes venenos
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(P. olfersii e P. patagoniensis), com eficiéncias similares aos obtidos com o veneno
de B. jararaca.

Com relacdo ao que se sabe sobre os venenos das serpentes pertencentes
aos géneros Crotalus e Bothrops, possuem bioquimica diferenciada. De acordo com
Breithaupt (1976) os principais componentes do veneno crotélico sdo: fosfolipases
A, , Crotapotina, Crotoxina, Crotamina e Girotoxina. O veneno botrdpico por sua vez
possui em sua composicado quimica, Botropsina | e IlI, Trombocitina, Jararacina,
metaloproteinases, Jararacafribase, e outras enzimas pro-coagulantes. (HOMSI-
BRANDEBURGO et al., 1988). Contudo Spencer (1998) indica que umas das
principais fracdes da peconha da serpente Bothrops jararacussu, a Bothropstoxin-1
€ uma fosfolipase A, Assim, as fosfolipases sdo constituintes tanto do veneno
botrépico como do crotalico. Dai se da a necessidade de se observar uma possivel

reacao cruzada entre estas duas peconhas.

3.3Ensaios de neutralizacdo do veneno da serpente B. erythromelas diante
dos antivenenos comerciais.

A figura 9 mostra o perfil de neutralizacdo apresentado quando 10 pL do
veneno da serpente B. erythromelas foi incubado com 10 pL (Coluna 2); 50 pL
(Coluna 3); 100 pL (Coluna 4) e 200 pL (Coluna 5), respectivamente, do soro
antibotropico comercial. Nas colunas 6 e 7 temos veneno bruto em tampédo da
amostra.

Como é possivel observar, na coluna 2, a concentragdo de SAB (10 pL) ndo
foi suficiente para neutralizar o veneno, uma vez que as bandas referentes aos

componentes do mesmo ainda sao bem visiveis.
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Figura 9: Gel 2: Coluna 1: PM (Prestained Molecular Weight) com rage de 26,6 a
180 KDa; Coluna 2: Veneno + SAB 10 pL; Coluna 3 veneno + SAB 50 uL; Coluna 4:
veneno + SAB 100 pL; Coluna 5: veneno + SAB 200 uL. Colunas 6 e 7: veneno +
tampéao da amostra. Coluna 8: PM (Prestained Molecular Weight) com rage de 26,6
a 180 KDa.

PM(KDa) Lt 2 3 4 s 67 s| pPM(KDa)

180 180
116 116
90 90
58 58
48,5 48,5
36,5 36,5
26.6 26.6

Fonte: Elaborada pela autora.

Nas colunas 3 (50 pL SAB), 4 (100 uL SAB), 5 (200 pL SAB) é possivel
observar que apenas uma banda do veneno aparece idéntica a banda observada na
coluna com veneno ( Coluna 6 e 7). Essa linha, apesar de ndo bem visualizada na
coluna referente ao padrdo de massa molecular (Coluna 8) , é alusiva a banda de
31KDa.

Como a visualizacdo da banda de veneno apenas mostrou uma concentracao
muito grande de veneno por poco de gel, corremos um novo gel com 5 pL de veneno
incubado com 10pL, 50 pL, 100 pL e 200 pL de soro antiveneno comercial. E
também utilizamos um novo padrdo de massa molecular para uma melhor

visualizacdo das bandas néo neutralizadas (Figura 10).
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Figura 10: Gel 1: Coluna 1: Veneno + SAB 10 pL Coluna 2: veneno + SAB 50 pL,
Coluna 3: veneno + SAB 100 pL; Coluna 4: veneno + SAB 200 pL ; Coluna 5:
veneno + Tampao de Amostra; Coluna 6: PML1 (Sigma-ColorBurst) com "range”
entre 6.5 a 200 KDa. e Coluna 7 : PM2 (Product Booklet) com "range" de 14.4 KDa
a 97.0 KDa.

PM1

Colunal Coluna2 Coluna 3 Coluna 4 Coluna 5

— — -— —

97 KDa

— dﬂq 66 KDa

45 KDa

30 KDa

20 KDa
14 KDa

Fonte: Elaborada pela autora.

Como é possivel observar o perfil de neutralizacdo permanece o0 mesmo, na
Coluna 2, assim como no primeiro experimento, a quantidade de soro antiofidico
para a quantidade de veneno no sistema néo surtiu o efeito desejado uma vez que é
possivel observar nitidamente as bandas ndo neutralizadas no gel. A medida que se
aumenta a concentracdo do soro, observa-se que mais bandas vao sendo
neutralizadas e que algumas, especialmente aquela localizada na regido de 31KDa
permanece inalterada, assim como foi observado no primeiro experimento. Portanto
mais uma vez estes resultados apoiam os de Luna et al. (2010).

Em estudos realizados por Boechat et al. (2001), foi observado que o soro
antibotropico possuia uma eficacia de apenas 58% na letalidade da ac&o do veneno
da Bothrops erythromelas quando comparado ao de Bothrops jararaca , que possui

uma eficiéncia de 100% . Essa diferenca na acdo de neutralizacdo dos venenos

PM2

200KDa
116 KDa

97 KDa
66 KDa

55 KDa

45 KDa

36 KDa

29 KDa

24 KDa
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botrépicos colocam em questdo a qualidade do soro comercial antibotrdpico
fornecido pelo Ministério da Saude, uma vez que a B.erythromelas € a principal
responsavel pelos acidentes ofidicos registrados na regido nordeste do Brasil.

Nossos resultados confirmam o que foi observado por Bezerra (2000), que
estudando a eficiéncia do soros antibotrépicos poliespecifico e monoespecifico,
mostrou que é necessario o dobro de concentracdo do soro poliespecifico para
neutralizar a acdo do veneno de B.erythromelas, quando comparado a atividade
neutralizante do soro monoespecifico, que por sua vez se mostrou mais eficaz,
comprovando o déficit de neutralizacdo quando se utiliza um soro produzido a nivel
de género.

Bezerra (2000) justificou que a diferenca entre estes soros, no que se refere a
atividade de neutralizacdo poderia ser justificada pelo maior numero de
determinantes antigénicos na peconha de B. erythromelas diante do soro
antibotrépico monoespecifico, tornando este soro mais avido a estes antigenos.

E importante ressaltar que ambos os soros, seja ele mono ou poliespecifico,
reconhecem as proteinas da peconha de B.erythromelas, porém devido a
intensidade das bandas e reatividade do soro monoespecifico frente a este veneno é
significativamente maior do que o soro poliespecifico comercial. (BEZERRA, 2000)

Em seus estudos Zappellini (1991), observou que a dose de soro
recomendada pelo Instituto Butantan ndo consegue inibir a letalidade do veneno de
B.erythromelas, afirmando que se fez necessario em sua pesquisa aumentar a
dose em 10 vezes para inibir tal letalidade e que mesmo aumentando em 30 vezes
esta dose, o soro comercial ndo foi capaz de controlar a hipotensdo causada pela
peconha. Foi observado também que o uso do soro antibotrépico comercial como
Unica opcdo para o tratamento de pessoas acidentas por B. erythromelas e por
outras serpentes, ndo seria eficiente contra todos os efeitos causados pelo
envenenamento.

Esta observacdo frente a acdo de neutralizante do soro comercial
antibotropico foi também observado em experimentos com outras espécies do
género, Dos Santos et al. (1992), em seus estudos realizados com Bothrops
jararacussu observou que a acao do soro antibotropico comercial ndo se mostrou
tdo eficiente na neutralizacdo desta peconha quando comparado ao soro

antibotropico-crotalico, principalmente no que se refere a acdo de PLA,, e a acdo
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miotoxica deflagrada por este tipo de envenenamento, confirmando o que ja havia
sido aferido por Vital Brazil (1901).

Deve-se considerar que a técnica de incubacdo do veneno com o SAB
mimetiza 0 que ocorre no organismo vivo. Porém, também devemos salientar que,
em um envenenamento ndo é possivel saber a quantidade de veneno inoculada e,
certamente, o tempo decorrido entre a ligacdo dos antigenos presentes no veneno
com os anticorpos do soro, € bem maior. Ou seja, de acordo com os resultados
descritos na figura 10, uma quantidade maior de soro pode sim ajudar na
neutralizagdo de toxinas em periodo de tempo menor.

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

O tempo decorrido entre 0 envenenamento e o tratamento deve ser levado
em consideracdo, pois, de acordo com nossa experiéncia clinica no Estado da
Paraiba, observamos que pacientes que levam mais de 6 horas para chegar ao
socorro hospitalar e realizar o tratamento apresentam, com frequéncia, hemorragias
disseminadas. Essas hemorragias, entretanto, podem ser revertidas apés correto
tratamento soroterapico (SANO-MARTINS; SANTORO, 2003). Porém, deve-se
considerar que, se a banda mais importante encontrada neste estudo, 29KDa-
31KDa, for responsavel por causar hemorragias, estamos diante de potentes toxinas
especifica desse veneno, e que ndo sao neutralizadas com o tratamento
soroterapico em uso.

Em outro trabalho realizado na Paraiba (dados ainda n&o publicados),

observou-se que, mesmo apos 24 horas de tratamento soroterapico, 100% dos
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individuos envenenados pela serpente B. erythromelas e atendidos no Hospital de
Trauma de Campina Grande, apresentaram tempo de coagulacéo alterado. (LEITE,
2014).
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4  CONCLUSOES

Dessa forma, pode-se concluir, que ao se analisar o perfil de neutralizagéao
das toxinas presentes no veneno da serpente B. erythromelas frente ao soro de
individuos envenenados antes e apds a soroterapia , observou-se que as bandas de
29 a 31 KDa apresentaram padrdo de neutralizacdo diferenciado, uma vez que
mesmo 24 horas apés a submissao do paciente ao soro antibotrépico, estas bandas
permaneceram ndo neutralizadas.

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

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

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

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

Estes resultados ajudam a direcionar novas pesquisas para o melhoramento
de futuros tratamentos através da inclusdo de soros mais especificos no tratamento
de individuos envenenados por serpentes, um problema de saude publica

negligenciado. Essa estratégia pode levar a diminuicdo da letalidade, morbidade e
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de danos irreversiveis que possam ser causados pelos envenenamentos causados

por esta espécie de serpente.



37

STUDY OF NEUTRALIZATION OF COMPONENTS THE POISON BY SNAKE
Bothrops erythromelas.

ABSTRACT

Snakebites occur worldwide and are a neglected public health problem,
affecting about 1.8 million people a year and involving 94 000 deaths. The Bothrops
genus is responsible for 90.6% of poisonings, with about 0.45% lethality in the
treated cases in Brazil. In northeastern Brazil, the endemic species is Bothrops
erythromelas, is responsible for the largest number of accidents recorded in Paraiba.
The Bothrops venom induces local and systemic bleeding, coagulopathy, edema,
and necrosis, and can lead to death and / or permanent disability. Since little was
known about isotypes and specificity of antibodies produced by patients poisoned by
shakes of B.erythromelas species, aimed to evaluate the toxin of the serpent, against
the recognition of molecules and antibodies present in the serum of individuals
poisoned by snake other genres, and front of the Brazilian commercial serum.
Proteins were separated on a polyacrylamide gel, later were transferred to a
nitrocellulose membrane. After the neutralization was analyzed against commercial
poison serum, which were made serum pools with poison, and then the samples
were subjected to electrophoresis process. The results showed that bands 29-31
KDa are not well neutralized even after serum therapy in patients poisoned by the
serum serpent. It was also observed that there was no cross-reactivity between the
poison of that snake and the poison of species belonging to the genre Crotalus and
Philodryas. Finally it was seen that the commercial serum is not able to neutralize the
bands from 29 to 31 KDa found in the venom.
Keywords : Poisoning. Snakebites. Commercial serum.
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