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RESUMO

Bothrops erythromelas, popularmente conhecida por jararaca-da-seca, € uma serpente
endémica da Caatinga brasileira. O envenenamento causado por ela apresenta um quadro
patolégico caracterizado por dor local, edema, eritema e equimoses. A acao também induz
alteracdes sistémicas que resultam em uma coagulopatia de consumo, o qual torna o
sangue da vitima incoagulavel. O tratamento consiste na administracdo do antiveneno
botrépico, em cujo pool ndo esta o veneno de B. erythromelas. Mesmo assim, o antiveneno
apresenta eficacia para neutralizar os processos fisiopatologicos sistémicos. Entretanto,
exibem reduzida eficacia terapéutica nos danos tissulares no local da picada. Assim, o
presente estudo teve por objetivo investigar a patogénese local e hematoldgica modulada
pelo veneno de B. erythromelas, bem como explorar alternativas complementares a
antivenémica, que visem a prevencgdo e o tratamento dos danos causados pela espécie. Para
isso, utilizaram-se testes de coagulacdo (in vitro) em modelos experimentais com plasma
humano. Apds a injecdo do veneno intradermicamente do dorso de camundongos swiss, foi
verificada a resposta hemorragica. Foram realizados ensaios de inducdo de edema de pata e
hemogramas (in vivo) em camundongos. Adicionalmente, tecidos lesionados foram
dissecados e submetidos a analise histopatoldgica. Para os ensaios de neutralizacdo de
dano tecidual, foi adotado o teste edema de pata. Para tanto, diferentes concentragdes de
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) e heparina sodica foram pré-incubadas a
37°C e administradas via intraplantar em camundongos swiss. Confirmou-se que o0 veneno
de B. erythromelas apresenta um alto potencial coagulotdxico, ndo sendo possivel estimar
a dose minima coagulante. O veneno apresentou uma dose minima hemorragica estimada
em 3,5 pg, com a hemorragia deflagrada, principalmente, na hipoderme. Quanto ao efeito
edematogénico, sua dose minima foi de 1,75 pg havendo separagdo dermo-epidérmica. O
edema modulado pelo veneno ndo apresentou resolucdo em até 12 horas apds o
envenenamento. Esse efeito foi neutralizado pelo EDTA e pela heparina sodica. O veneno
induziu um quadro de leucopenia, caracterizado pela queda de mondcitos, neuréfilos e
linfdcitos. Esse conjunto de dados sugere que o veneno de B. erythromelas apresenta um
alto potencial coagulante. Durante o estabelecimento da lesdo hemorragica, que foi
percebida na hipoderme, 0 veneno causou alteracdes na pele de camundongos. Seu efeito
edematogénico comprometeu a juncdo dermo-epidérmica. O EDTA e a heparina sodica se
revelaram agentes promissores para serem utilizados na terapia antivendémica, uma vez que
inibiram o efeito edematogénico do veneno de B. erythromelas.

Palavras-chave: jararaca da seca, fisiopatologia, inflamacdo, hemorragia, terapia
antivendmica.



ABSTRACT

Bothrops erythromelas, popularly known as jararaca-da-seca, is a snake endemic to the
Brazilian Caatinga. The poisoning caused by it presents a pathological condition
characterized by local pain, edema, erythema and ecchymoses. The action also induces
systemic changes that result in consumption coagulopathy, which makes the victim's blood
incoagulable. Treatment consists of the administration of the botrdpico antiveneno, in
whose pool is not the envenoming of B. erythromelas. Even so, antivenom is effective in
neutralizing systemic pathophysiological processes. However, they exhibit reduced
therapeutic efficacy in tissue damage at the site of the bite. Thus, the present study aimed
to investigate the local and hematological pathogenesis modulated by B. erythromelas
venom, as well as to explore complementary alternatives to antivenomics, aiming at the
prevention and treatment of the damages caused by the species. For this purpose,
coagulation tests (in vitro) were used in experimental models with human plasma. After
injection of the venom intradermally from the back of swiss mice, the hemorrhagic
response was verified. Induction studies of paw edema and hemograms (in vivo) were
carried out in mice. In addition, injured tissues were dissected and submitted to
histopathological analysis. For tissue neutralization tests, the paw edema test was used. To
this end, different concentrations of Ethylenediamine Tetra-Acetic Acid (EDTA) and
sodium heparin were preincubated at 37 ° C and administered intraplantarly in swiss mice.
It was confirmed that B. erythromelas venom has a high coagulotoxic potential, and it is
not possible to estimate the minimum coagulant dose. The venom presented a minimal
hemorrhagic dose estimated at 3.5 pg, with hemorrhage triggered, mainly, in the
hypodermis. As for the edematogenic effect, its minimum dose was 1.75 ug with dermo-
epidermal separation. Poison modulated edema did not present resolution within 12 hours
after poisoning. This effect was neutralized by EDTA and sodium heparin. The venom
induced a leukopenia characterized by the fall of monocytes, neurophilic and lymphocytes.
This data set suggests that B. erythromelas venom has a high coagulant potential. During
the establishment of the hemorrhagic lesion, which was noticed in the hypodermis, the
venom caused changes in the skin of mice. Its edematogenic effect compromised the
dermo-epidermal junction. EDTA and sodium heparin proved to be promising agents for
use in anti-venom therapy, since they inhibited the edematogenic effect of B. erythromelas
venom.

Keywords: jararaca da seca, pathophysiology, inflammation, hemorrhage, antivenomic
therapy.
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Capitulo I: Referencial teorico

Figura 1 - Mecanismo de danos a membrana celular pela atividade sinérgicadas miotoxinas
Aspd9 e Lys49. Em A, as toxinas ligam-se a membrana da célula muscular, por
mecanismos que ainda sdo desconhecidos. Cada tipo de toxina por si s6 tem a capacidade
de induzir citotoxicidade in vitro ou mionecrose in vivo através de danos na membrana. A
ligacdo de miotoxinas Asp49 a membrana gera uma desestabilizagdo na estrutura
supramencionada atraves da hidrdlise enzimatica dos fosfolipidios (PL) e consequente
producdo de liso-PL e acidos graxos (FA). Por outro lado, as miotoxinas Lys49 exercem
um mecanismo de permeabilizacdo direta via sua regido C-terminal (B). Atuando em
associacao, os FA gerados pela acdo da miotoxina Asp49 geram novos sitios anidnicos
(esferas vermelhas) facilitando a ligacdo da miotoxina Lys49 pelo intermédio de interagdes
eletrostaticas (C). Devido a hidrélise da PL, a membrana torna-se mais instavel. Ocorre
ainda o acumulo dos produtos da reacdo das miotoxinas (lysoPL e FA). Como resultado
dessas acOes combinadas das miotoxinas Asp49 e Lys49, os danos na membrana sao

aumentados e a célula torna-se irreversivelmente danificada (D). ......cccccoocerevierieiiieiiveienne, 34

Figura 2 — Classificacao das snake venom metaloproteases. SVMPs Pl sdo as mais simples
apresentando apenas um dominio de metaloprotease (M) na sua forma madura. SVMP P-II
contém um dominio M seguido por um outro dominio desintegrina (D). Na maioria dos
casos, estas sofrem uma protedlise produzindo desintegrinas ndo enzimaticas que possuem
uma forte atividade inibidora da agregacdo plaquetaria. Os SVMP P-llI contém os
dominios M, D e ricos em cisteina (C) de desintegrina (R). Os SVMP P-Ill sdo ainda
divididos em subclasses com base em suas distintas modificagdes pds-traducdo. Fonte:
LI LG P O TR 36

Figura 3 - Estrutura geral de um tipico SVTLE (ID DO PDB: 4E7N). (A) Representacao
dos desenhos animados. Os residuos do site ativo sdo representados como bastdes verdes.
A N-acetilglucose amina (NAG) e as pontes dissulfureto séo representadas por bastdes
amarelos. As algas que circundam a cavidade do sitio ativo também séo indicadas (B). Os

residuos envolvidos na catalise (triade catalitica) SA0 destacados. ...........cccevververeeieeiesiennns 39



Figura 4 — Representacdo esquematica da reacdo catalisada por uma L-aminoacido
oxidases. Durante a semi-reacdo de reducdo, o substrato de aminoacidos é oxidado a um
amino&cido, com uma reducdo concomitante do cofactor FAD. O iminoacido passa entdo
por hidrolise ndo enzimatica, produzindo a-cetodcido e amdnia. Outra meia reacdo de
oxidacdo completa o ciclo catalitico, reoxidando FADH2na presenca de oxigénio

molecular e, assim, gerando peroxido de hidrogénio. Fonte: Izidoro et al., 2014.................... 40

Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura de uma L-aminoacido oxidase. (A)
Representacdo dos trés dominios da estrutura: coloracdo magenta representa o dominio de
ligacdo FAD, ciano representa o dominio de ligacdo do substrato e o verde representa o
dominio helicoidal. (B) Representacdo superficial acessivel da estrutura: a entrada de
aminoacidos e 0s pontos de entrada de oxigénio sdo marcados com setas e o sitio ativo
circundado. Fonte: Kang et al., 2011, .......ccocoviieiieie e 41

Figura 6 - Representacdo da estrutura cristal da BjcuL e do local de ligagao de carboidrato.
A) A estrutura descamérica BJcul esquematizada a partir de sua vizualizagdo do eixo
quintuplo com cinco mondmeros (A a E), no espectro azul e cinco mondmeros no fundo
(A’ a E’), no espectro verde que estdo representadas como fita mais 50% de superficie
transparente. Os ions célcio e sddio estdo representados por esferas, respectivamente nas
cores preta e vermelha. B) Estrutura decamerica da Bjcul, interface interpentero
representada como 80% superficie transparente. Lectinas apresentam um sitio de ligagédo
de carboidratos, na estrutura apresentada da BjcuL esse sitio esta representado em azul
claro e a estrutura de RSL em cinza claro. O laco dissulfeto entre os monémeros A e E
'(Cys86-Cys86) estdo esquematizados como um bastdo na cor laranja. Os ions célcio e
sodio estdo representados por esferas, respectivamente nas cores preta e vermelha. C)
Pentdmeros individuais formados pelos monémeros A-E e A'-E' esquematizados como fita
em azul e verde, respectivamente. Sitio de ligacdo ao Nat+ da estrutura BJcuL esta
representado em azul claro e a estrutura RSL em cinza claro. Atomos de oxigénio e
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respectivamente. O ion sddio esta representado como esfera vermelha. Vetores mostrando
o0 sentido de rotacdo de monodmeros BJcuL quando comparados com a estrutura de RSL sdo

representados como setas cor de rosa. Fonte: Sartim et al., 2017... ....ccccevvviveieiieieeie e 42



Capitulo I1: Bothrops erythromelas (Amaral, 1923) (Serpentes: Viperidae): Veneno e

envenenamento

Figura 1 - Alinhamento sequencial do subdominio desintegrina (Da) da berythractivase em
comparagdo com a jararagina. Destacado em amarelo residuos que correspondem a uma
regido homologa ao loop RGD das desintegrinas classicas. As alteragdes de residuos que
estdo acessiveis para a ligacdo MAJar 3 estdo sublinhadas. Reproduzido de Moura-da-Silva
et al., (2008). Copyright, 2008, EISEVIE.........ccccuiiiiiiiieieie e 65

Figura 2 - Estruturas tercidria da berythractivase. (A) Estrutura da bertractivase
representada pela superficie acessivel ao solvente. O anticorpo MAJar 3 ndo reconhece o
subdominio Da. Imagens em A: MP, dominio de metaloprotease (vermelho); Ds (roxo), Da
(ciano) e Cw (azul escuro) sdo subdominios correspondentes a Takeda et al., (2006);
Dominio rico em cisteina rico em Cys (branco). (E) Superposi¢do do subdominio Da da
bertractivase (branco). Visualizacdo da superficie acessivel do subdominio Da (vista
externa, dominio MP atrés). (B) Superposicdo do subdominio Da jararagina (preto) e
bertractivase (branco). Visualizagdo da superficie acessivel do subdominio Da (vista
lateral, dominio MP acima). Em (B) as superficies correspondentes as mudancas de
residuos que sdo acessiveis para a ligacdo MAJar 3 (residuos sublinhados em (A) sdo
representadas. Um conjunto de alteracdes relevantes pode ser encontrado, e 0s residuos
correspondentes foram coloridos conforme indicado nas legendas abaixo das imagens. (C)
Representacdo da superficie do subdominio Da da bertractivase. (C): os potenciais
eletrostaticos negativos sao representados em potenciais eletrostaticos vermelho e positivo
em azul. Reproduzido de Moura-da-Silva et al., (2008). Copyright, 2009, Elsevier. .............. 65

Figura 3 - Agéo do veneno de Bothrops erythromelas na progressédo do ciclo celular de
células de cancer cervical da linhagem SiHa. As células na fase G1 durante a exposic¢ao ao
veneno gue entram no estagio subsequente sdo interrompidas e entram em apoptose, ndo
havendo progressao de células nas fases G2 / M e S. O o0 veneno causa inibi¢do na funcédo
mitocondrial, levando a reducdo do potencial de membrana mitocondrial das células SiHa
através da despolarizacdo, induzindo consequentemente a morte celular por apoptose

através da via mitocondrial.O processo inicia-se com alteracdes fisiologicas mitocondriais



que leva a liberacdo do citocromo C para o0 espaco citosolico. Apés liberado no citosol, as
moléculas do citocromo C associam-se com proteinas citoplasmaticas, as Apaf-1,
formando uma estrutura conhecido por apoptossomo. O apoptossomo, conhecido também
como a roda da morte, procede entdo para realizar a conversdo de uma enzima inativa para
sua forma ativa, a procaspase 9. Quando convertida de procaspase 9 para caspase 9 pelo
apoptossomo, a caspase 9 cliva a procaspase 3 iniciando uma cascata de conversdo de
procaspases para caspases. Uma vez ativa, as capazes atuam sobre os substratod de morte
levando a formacdo de corpos apoptoticos. Além da liberacdo do citocromo C, a
mitocondria libera ainda um grupo de proteinas, as Smac/DIABLO que inativam um
segundo grupo de proteinas que atuam inibindo a atividade das caspases, as proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs). Fonte: Bernardes-Oliveira et al., 2016. Weinberg, 2013.

lustracao: Joeliton Cavalcante, 2019........ccccveiiiiiiiee e 69

Capitulo I1l: Efeitos coagulante, locais e hematoldgicos induzidos pelo veneno da

serpente Bothrops erythromelas (Amaral, 1923) (Squamata, Viperidae)

Figura 1 - Avaliacdo da atividade coagulante do veneno de Bothrops erythromelas em

TUNGAOD da dOSE/TEMPO- TESPOSTA. ....eviveeiieiieie ettt 94

Figura 2 - Avaliagdo da dose-resposta para atividade hemorragica do veneno de Bothops

erythromelas: Determinacdo da Dose Minima Hemorragica (DMH). .........cccccevviiiiiiiieennen, 95

Figura 3 - Andlise macroscépica e microscopica da lesdo hemorragica induzida pelo
veneno da de Bothrops erythromelas. O veneno de Bothrops erythromelas foi injetado via
intradérmica no dorso em camundongos swiss apds a regido ser tricomizada. O
desenvolvimento da lesdo hemorragica da face interna foi acompanhado por 15, 30, 60 e

120 minutos apds a injecdo (Figuras B, C, D e E, respectivamente) ..........cccccevevervreevenenns 96

Figura 4 - Avaliacdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops erythromelas: (A)
Perfil temporal da resposta edematogénica induzida por diferentes doses do veneno de
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1 APRESENTACAO

Os venenos sdo substancias complexas compostas por proteinas, peptideos e
aminoécidos (CALVETE et al., 2017). Em serpentes do género Bothrops, familia
Viperidae, apresentam majoritariamente em sua composi¢cdo metaloproteases dependentes
de zinco (SVMPs), fosfolipases A2 (PLA2S) e serinoproteases (SVSPs) (DA COSTA
GALIZIO et al., 2018), que em situacdes de envenenamento humano, deflagram um amplo
espectro de manifestagdes fisiopatoldgicas (GUTIERREZ et al., 2017). Os efeitos podem
ser locais, com danos teciduais (GUTIERREZ et al., 2018), até sistémicos, como a
desestabilizacdo funcional do sistema de coagulacdo, por exemplo (SANCHEZ et al.,
2017). Porém, em estudos recentes percebe-se que o foco das pesquisas recai nas
patologias que conferem o dano tecidual local, tais como bolhas, comprometimento da
juncio derme-epiderme, degradacio de componentes da matriz extracelular (GUTIERREZ
et al., 2018), dano ao sistema de vasos que irrigam os tecidos locais e, por fim, degradacao
e necrose do tecido muscular (SEO et al., 2017; HERRERA et al., 2018).

O edema ¢é um dos primeiros efeitos deflagrados pelo veneno e é caracteristico do
envenenamento botropico (MAGALHAES et al., 2017). Varias toxinas podem ser
responsaveis pelo efeito edematogénico, dentre elas as PLA2 Asp 49 ou Lys 49 e SVMPs,
que induzem, ou ndo, manifestacbes hemorragicas que atuam em sinergia (MORA-
OBANO et al., 2014). Ao agirem de forma expedita no tecido conjuntivo e muscular,
induzem a liberacdo de varios mediadores inflamatorios enddgenos, que culmina no
decréscimo da eficicia da terapia convencional - com antivenenos -, que preza pelo
controle dessas reacdes inflamatdrias (FELIX-SILVA et al., 2017; RUCAVADO et al.,
2016).

A acdo dos venenos botrdpicos resulta em sequelas permanentes em decorréncia do
dano tecidual que apresenta uma patologia diversificada e complexa (VALLE et al., 2018).
Em parte, essas manifestacdes sdo causadas por mediadores inflamatorios e padrdes
moleculares associados a dano (DAMPS) formados a partir da protedlise pela acdo de
SVMPs e ativacdo enddgena de proteinases pela lise celular. Em consequéncia, ha a
liberacdo do contetdo proteico citoplasmatico modulada pela acdo citotoxica de PLA2s
dos venenos (RUCAVADO et al., 2016).

A formacdo de bolhas e do dano epitelial sdo achados comuns nos pacientes
acometidos (MAGALHAES et al., 2017; VALLE et al., 2018). Esse efeito é resultante da
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acdo de SVMPs de classe P-l, desprovidas de efeito hemorragico, mas que
experimentalmente induzem a separacdo das camadas da pele (derme-epiderme)
(GUTIERREZ et al., 2016).

Além de alteragdes entre as juncBes das camadas de tecidos que formam a pele,
SVMPs e hialuronidases, presentes nos venenos, causam alteracdes difundidas pela matriz
extracelular devido a acdo catalitica direta sobre as proteinas estruturais (GUTIERREZ et
al., 2016). Através da aplicacdo protedbmica, investigacGes de tecidos lesionados e seus
exsudatos tém evidenciado a presenca de fragmentos de muitas das proteinas constituintes
da matriz que atuam em inUmeras funcdes, tais como as proteinas que conferem a
arquitetura do tecido e organizacao espacial de suas células (ESCALANTE et al., 2011;
HERRERA et al., 2015). As inimeras clivagens proteicas que ocorrem culminam na
producdo de moléculas bioativas envolvidas na angiogénese, fibrogénese e quimiotaxia
(GUTIERREZ et al., 2018).

Artérias, veias e vasos do sistema linfatico também séo reportados como alvos de
toxinas. Sofrem alteracdes as juncdes de células endoteliais e células musculares lisas de
arteriolas e veias (HERRERA et al., 2016). As SVMPs comprometem a integridade da
microvasculatura pela hidrolise de componentes da membrana basal do endotélio e de
outros componentes da matriz extracelular, o que leva a um estado de fragilidade da
estabilidade mecénica dos capilares (ESCALANTE et al., 2011).

Os procedimentos terapéuticos, em casos de envenenamento por serpentes,
constituem na administracdo de antivenenos. Um antiveneno € um produto que apresenta
em sua composicdo anticorpos, ou fragmentos desses, que atua sobre as toxinas ativas que
estdo em circulagio no plasma da vitima (GUTIERREZ, 2019). E produzido a partir da
imunizacao de modelos animais (equinos no Brasil) com pools de venenos de determinadas
espécies. Para a sua validagédo, é submetido a uma bateria de ensaios pré-clinicos para a
avaliacdo da dose efetiva que neutralize os mais diversos efeitos tdxicos induzidos pelos
venenos, dentre eles, os danos locais, como a miotoxicidade, e o efeito edematogénico
(GUTIERREZ et al., 2017).

Em oposicdo a sua eficacia em neutralizar os processos fisiopatoldgicos sistémicos,
0s antivenenos apresentam baixa eficacia terapéutica nos danos tissulares no local da
picada (FELIX-SILVA et al., 2017). Diante do contexto emergencial do desenvolvimento
do dano tissular e do atraso da vitima até a chegada ao centro de salde com soroterapia
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disponivel, a clinica do paciente fica comprometida, e sequelas temporéarias e/ou
permanentes se desenvolvem (CHIPPAUX, 2017).

Atualmente, diversos estudos investigam possiveis candidatos terapéuticos, com
diversos principios ativos, a fim de suprir a deficiéncia apresentada pelos soros. Entretanto,
os trabalhos muitas vezes se resumem a dados morfométricos, e mais raramente,
apresentam algum tipo de anélise histoldgica (FELIX-SILVA et al., 2017; SACHETTO et
al., 2018). Dessa forma, os mecanismos de atuacdo de novas drogas antivendmicas
permanecem ndo elucidados, o que se deve a complexidade de estudos que revelem a
composigdo de novos produtos naturais. Os trabalhos se desenvolvem de forma lenta e
muitas vezes sdo invalidados por essas novas substancias. Essas, a0 mesmo tempo que
exibem um potencial antiofidico relevante, apresentam, também, elevadas taxas de
toxicidade e necessitam de inimeros ensaios que levam tempo e demandam recursos
econdmicos.

A falta de investigacGes mais especificas se torna ainda mais contundente quando
se avalia a auséncia de informacgGes disponiveis sobre a patogénese das alteracdes
induzidas pelo veneno de serpentes na pele, em detrimento da sua relevancia clinica.
Outrossim, sdo indiscutiveis a magnitude de investigacbes da patogénese local e
hematolégica modulada por venenos e a urgéncia do desenvolvimento de tratamentos
alternativos/complementares a antivenémica, que visem a prevencdo e o tratamento desses

danos.
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1.0 Venenos de serpentes: Um coquetel quimico perfeito

Novas adaptacGes devem se originar e ser funcionais dentro de um genoma ja
estabelecido, permitindo, portanto, que percursos evolutivos anteriormente inacessiveis se
tornam dependentes da historia particular da populagdo em que surgiram (MCGLOTHLIN
et al., 2016). Acredita-se que o mecanismo primario para a evolucdo do veneno envolve a
duplicacdo génica que codificam proteinas com papeis endofisioldgicos, seguido pelo
recrutamento do gene duplicado para a glandula de veneno. Na glandula de veneno, o gene
é seletivamente expresso e neofuncionalizado em direcdo a toxicidade por sele¢do natural
para caracteristicas troficas adaptativas (CALVETE et al., 2017).

Os venenos de serpentes sdo um sistema complexo e multifuncional de proteinas
exofisiologicas e peptideos farmacologicamente ativos que evoluiram de proteinas com
funcdes endofisiologicas (CASEWELL et al., 2013). Exibem efeitos potentes, letais e
debilitantes, sendo considerado uma “arma devastadora” que auxilia na captura e morte de
presas, sendo esta, a funcdo primaria dos venenos, enquanto simultaneamente é disparado
0 processo de digestdo. Adicionalmente, os venenos apresentam uma fungdo secundaria,
que consiste em ferramentas utilizadas como mecanismo de defesas contra seus predadores
(JACKSON et al., 2016).

O veneno apresenta-se como reflexo de sua fungdo. Sua relagéo entre ecologia
alimentar e composicdo do veneno provavelmente é similarmente complexa, com muitos
fatores que modificam a influéncia um do outro. Quando utilizadas para forrageamento
apresentam um alto grau de variagdo, possibilitando as serpentes peconhentas alta
capacidade de adaptacdo a diferentes nichos ecoldgicos (JACKSON et al., 2016).

Adicionalmente, a composicdo do veneno pode sofrer  variacdes
inter/intraespecificas, em funcdo da espécie envolvida (LOMONTE et al., 2016), idade
(PLA et al., 2017), sazonalidade e dieta (JACKSON et al., 2016; SOUSA et al., 2018). As
variabilidades podem ainda estar ligadas ao sexo (AMORIM et al., 2018), a distribuicdo
geografica (GONCALVES-MACHADO et al., 2016) e a mecanismos de selecdo genética
(CALVETE, 2017).
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1.1 Composigdo quimica do veneno de Bothrops (Viperidae)

Esta bem documentado que multiplas toxinas em um Gnico veneno podem interagir,
facilitando ou potencializando o efeito de outro. Os complexos de toxinas em que Vvarias
dessas estdo ligadas umas as outras, apresentam componentes que individualmente sdo
toxicos e as vezes completamente ndo-tdxicos (CALVETE, 2017).

O género Bothrops, altamente diversificado, corresponde a um grupo de serpentes
de alta significancia para satde publica nas Américas por serem responsaveis pela maioria
dos casos de acidentes ofidicos (SINAN, 2019). Os venenos dessas serpentes induzem uma
série de manifestagdes locais e sistémicas, tais como edema, mionecrose, desordens
hemostéaticas entre outras como resultado da acdo de uma gama de toxinas (VALLE et al.,
2018).

Ferramentas baseadas na descomplexacdo de venenos, através de abordagens
protedmicas e transcriptomicas (AMAZONAS et al., 2018), tem sido cada vez mais
revelado a composicdo desses venenos, bem como a abundancia das familias de proteinas
que o compdem (CALVETE, 2017). Majoritariamente, 0s venenos botrépicos sdo
compostos por fosfolipases A, (PLA2), snake venom metaloproteases (SVMPs), snake
venom serinoproteases (SVSPs), L-amino oxidases, lectinas do tipo C, peptidios
potencializadores da bradicinina, além de outras fracbes em menor abundancia
(TASOULIS; ISBISTER, 2017). Entretanto, 0s venenos apresentam variacbes em seu
proteoma de forma multifatorial, o que os torna altamente complexos (CALVETE, 2017;
SOUSA et al., 2018).

1.1.1 Fosfolipases A, (PLA,)

As PLA: encontradas no veneno de serpentes sdo uma superfamilia de enzimas que
catalisam especificamente a hidrolise da ligacdo 2-acil éster de glicerofosfolipidios e
lisofosfolipidios de membranas celulares, originando produtos metabdlicos, como o acido
araguidonico (OJEDA et al., 2018). Os produtos secundarios da hidrolise de fosfolipidios
consistem em percussores de diversas moléculas que participam em diferentes vias de
sinalizacdo celular (JAMI et al., 2018). O &cido araquidbnico, por exemplo, pode ser
convertido em eicosanoides, incluindo prostaglandinas e leucotrienos, 0s quais atuam sobre

respostas imunes, inflamacéo e dor (ZAMBELLI et al., 2017).
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As PLA:s séo classificadas conforme estrutura apresentada pelo seu sitio ativo: em
K49 (possuem uma lisina na posi¢do 49 da cadeia), D49 (quando apresenta na posi¢do 49
um aspartato) e S49 (serina na posicdo 49), sendo a S49 pouco frequente. Os isotipos K49
e S49 possuem uma cinética de hidrolise de fosfolipidios muito mais lenta que D49, mas
apesar dessa diferenca, os efeitos toxicos também sdo pronunciados (DOLEY; ZHOU;
KINI, 2016).

Dois subtipos de PLA;s que apresentam potencial indutor de mionecrose,
miototoxinas, Asp49 e Lys49, coexistem em venenos de serpentes viperideas. A
miotoxicidade desencadeada por essas toxinas consiste na atuacdo sinérgica entre as
miotoxinas Asp49 e Lys49 (Figura 1) que aumentam o influxo de ions Ca®" e, resultam
consequentemente em morte celular (MORA-OBANDO et al., 2014).

A Binding and interfacial adsorption B Membrane damage
' '
PLA, activity direct
R s oee =lyso-PL+FA permeabilization

C New anionic sites are generated D Irreversible lesion and cell death
membrane becomes weakened

Figura 1 - Mecanismo de danos a membrana celular pela atividade sinérgicadas miotoxinas Asp49 e Lys49.

Em A, as toxinas ligam-se & membrana da célula muscular, por mecanismos que ainda sdo desconhecidos.
Cada tipo de toxina por si s6 tem a capacidade de induzir citotoxicidade in vitro ou mionecrose in vivo
através de danos na membrana. A ligacdo de miotoxinas Asp49 a membrana gera uma desestabilizacdo na
estrutura supramencionada através da hidrdlise enzimatica dos fosfolipidios (PL) e consequente producéo de
liso-PL e &cidos graxos (FA). Por outro lado, as miotoxinas Lys49 exercem um mecanismo de
permeabilizacdo direta via sua regido C-terminal (B). Atuando em associacdo, os FA gerados pela acdo da
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miotoxina Asp49 geram novos sitios aniénicos (esferas vermelhas) facilitando a ligacdo da miotoxina Lys49
pelo intermédio de interacdes eletrostaticas (C). Devido a hidrolise da PL, a membrana torna-se mais
instavel. Ocorre ainda o acimulo dos produtos da reagdo das miotoxinas (lysoPL e FA). Como resultado
dessas agBes combinadas das miotoxinas Asp49 e Lys49, os danos na membrana sdo aumentados e a célula
torna-se irreversivelmente danificada (D).

A atividade anticoagulante de certas enzimas de PLA>s € desencadeada a partir de
sua interacdo com proteinas de coagulacdo sanguinea (KINI, 2006). Apresentando ainda
atividade sobre uma variedade de células, especialmente eritrécitos (hemolise) e nas
células do musculo esquelético (rabdomidlise), o que contribui largamente para o estresse
oxidativo (BARONE; FREZZATTI; SILVEIRA, 2014). Tendo acesso ao sistema
circulatorio, as PLAs causam hemdlise, visando a quebra dos lipideos de membrana de
eritrocitos e, consequentemente, liberacdo de hemoglobina (Hb). A Hb livre de células
sofre oxidacdo espontanea, e também reage com o 6xido nitrico (NO), um vasodilatador
produzido por células de vasos endoteliais, para gerar metahemoglobina (MtHb). MtHb é
altamente pré-oxidante na natureza que pode prontamente liberar heme férrico, que
atravessa facilmente a membrana celular e aumentar a atividade oxidante de células
proximas. Ao longo das linhas de Hb, a mioglobina sofre oxidacéo e liberta ferro, que pode
catalisar a formagdo de radicais livres. Assim, a acdo da PLA. promove um gatilho no
cendrio de estresse oxidativo sisttmico e inflamacdo (SUNITHA et al., 2015).

1.1.2 Metaloproteases (SVMPs)

As SVMPs compreendem uma subfamilia de enzimas que depende de ions
metalicos para exercerem suas fun¢des. Compdem uma importante classe de toxinas que
estd presente no veneno das serpentes, com representacdo de aproximadamente 32% da
composicdo da peconha de Viperideos (KINI; KOH, 2016). Apresentam massa molecular
variavel, de 20 a 100 kDa, sdo classificadas em trés grupos (PI, P1l e P-I11) conforme sua
organizacdo de dominio (Figura 2) (TAKEDA, 2016).

A forma madura da classe Pl é composta apenas do dominio da metaloprotease com o
caracteristico sitio de ligagdo ao zinco, o qual esta presente em todas as classes de SVMPs,
MMPs (Metaloproteases de Matriz) e alguns ADAMs (Desintegrina Metaloproteases). As
SVMP P-Il e P-1ll1 exibem dominios ndo cataliticos adicionais, tais como dominios

desintegrinas, dominios ricos em desintegrina e dominios ricos em cisteina, semelhantes



36

aos encontrados em ADAMs, que estdo relacionados as propriedades adesivas (SANCHEZ
etal., 2017).
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Figura 2 — Classificacdo das snake venom metaloproteases. SVMPs Pl sdo as mais simples apresentando
apenas um dominio de metaloprotease (M) na sua forma madura. SVMP P-Il contém um dominio M seguido
por um outro dominio desintegrina (D). Na maioria dos casos, estas sofrem uma proteolise produzindo
desintegrinas ndo enziméticas que possuem uma forte atividade inibidora da agregagdo plaquetaria. Os
SVMP P-111 contém os dominios M, D e ricos em cisteina (C) de desintegrina (R). Os SVMP P-lll sdo ainda
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divididos em subclasses com base em suas distintas modificagdes pds-tradugdo. Fonte: Takeda, 2016.

As SVMPs da classe P-IlIl de alto peso molecular sdo caracterizadas por maior
atividade hemorragica do que a classe Pl de SVMPs, que possui apenas um dominio de
metaloprotease catalitica. Os SVMPs P-111 sdo capazes de induzir ndo apenas hemorragias
locais, mas também sistémicas, enquanto as SVMPs Pl induzem, principalmente a
hemorragia local (TAKEDA, 2016).

Essas toxinas desempenham um papel fundamental nos acidentes ofidicos, uma vez
que desencadeiam uma série complexa de efeitos fisiopatoldgicos locais e sistémicos. No
local da inoculagéo do veneno, induzem edema, mionecrose, bolhas, dermonecrose, reagéo
inflamatdria proeminente e hemorragia, sendo essa Ultima atividade a de maior interesse
(GUTIERREZ; RUCAVADO; ESCALANTE, 2016; FOX; GUTIERREZ, 2017).

A patogénese da hemorragia induzida por veneno envolve dano direto de vasos
sanguineos pelas SVMPs dependentes de Zn?*, que compartilham motivos estruturais e
funcionais com outras metaloproteases, como MMPs e ADAMs (FLOREA; KELEMEN;
MUNTEAN, 2016). Apesar da sélida evidéncia experimental que sustenta a hipotese de
que a degradacdo da membrana basal € o passo chave na patogénese dos danos nos
microvasos, uma visdo alternativa emergiu recentemente. Ela se baseia na observacdo de
que uma SVMP hemorragica cliva os receptores relacionados a lipoproteina de baixa
densidade 5 e 6 (LRP5 / 6) em células endoteliais e, causa uma realocagdo de VE-caderina
e y-catenina, com a consequente abertura das jungdes intercelulares e extravasamento
(SEO et al., 2017).

SVMPs também interagem com proteinas contendo dominios VWF-AL, atraves do seu
dominio rico em Cys. Isso sugere um mecanismo adicional pelo qual os SVMPs interferem
na adesdo plaquetaria, com consequente manifestacdes hemorragicas. As SVMPs P-11 e P-
Il apresentam atividade inibitéria da agregacdo plaquetaria induzida por clivagem do
colageno. Em adicdo, essas interferem a ativacdo de plaquetas dependentes de VWF por
ligacdo e/ou hidrdlise dos receptores VWF e GPIb (SAJEVIC et al., 2011).

1.1.3 Desintegrinas: Polipeptidios Ricos em Cisteina

As desintegrinas correspondem a uma familia de pequenos polipeptidos ricos em

cisteina (quarenta a cem aminoacidos), que apresentam um baixo peso molecular (5 a 9
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kDa). Estruturalmente, as desintegrinas estdo classificadas em cinco grupos diferentes,
conforme o comprimento e o numero de ligacGes dissulfureto dos polipeptidos (CALVETE
et al., 2005).

O primeiro grupo inclui desintegrinas curtas compostos de 41 a 51 residuos e
quatro ligacOes dissulfeto. O segundo grupo € formado por desintegrinas de tamanho
médio, que contém cerca de 70 amino&cidos e seis ligagdes de cisteina. O terceiro grupo
inclui desintegrinas longas, com um polipéptido de aproximadamente 84 residuos
reticulados por sete pontes dissulfureto. O quarto grupo é composto por homo e
heterodimeros. As desintegrinas diméricas contém subunidades de cerca de 67 residuos
com dez cisteinas envolvidas na formacdo de quatro dissulfuretos intra-cadeias e duas
ligacdes de cisteina entre cadeias (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2016).

As desintegrinas sdo ricas em pontes dissulfeto, derivadas de venenos de serpentes
que contém uma sequéncia formada por arginina, glicina e acido aspartico (Arg-Gly-Asp),
que caracteriza seu sitio ativo. Esse sitio interage com as integrinas na superficie da célula
e, bloqueia a ligacdo de fibrinogénio e complexos do fator de VonWillebrand (FvW)
(GPII/11a) que sdo mediadores da agregacdo plaquetaria (MATSUI; HAMAKO; TITANI,
2010). As desintegrinas-like ou desintegrinas-simile constituem uma classe de toxinas de
peptideos de baixo peso molecular, encontradas no veneno de forma livre e associadas a

metaloproteases, que compdem assim o dominio desintegrina (CALVETE, 2013).

1.1.4. Serinoproteases (SVSPS)

As SVSPs, com uma diversidade de funcdes bioldgicas, compreendem um grupo de
enzimas que catalisa uma ampla gama de reacfes que envolvem a cascata de coagulacéo,
os sistemas de kallikreina-kinina, fibrinolitico e complemento, células endoteliais e
plaquetas sanguineas. Apresentam um sitio catalitico comum composto pelos residuos de
aminoacido serina, histidina e &cido aspéartico reativo (Figura 3 b) (PHILLIPS;
SWENSON; MARKLAND, 2016).

Apesar de um alto grau de identidade de sequéncia mutua, a especificidade do
substrato entre as SVSPs difere consideravelmente. Um subgrupo de SVSPs, SVSP de
trombina (TL-SVSPs), contém proteinases funcionalmente relacionadas & trombina. Essas
apresentam acdo fibrinogenolitica sobre uma das cadeias do fibrinogénio, que resultam

em uma forma frouxa (ou solavel) de fibrina. Essas também enzimas induzem a formacéo
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de codgulos instaveis, por ndo serem capazes de ativar o fator XIIlI da coagulagdo,

responsavel pelas ligacdes cruzadas entre os polimeros de fibrina (ULLAH et al., 2018).

Ser195

146—160[) 770_1001)

Figura 3 - Estrutura geral de um tipico SVTLE (ID DO PDB: 4E7N). (A) Representacdo dos desenhos
animados. Os residuos do site ativo sdo representados como bastdes verdes. A N-acetilglucose amina
(NAG) e as pontes dissulfureto sdo representadas por bastdes amarelos. As alcas que circundam a cavidade
do sitio ativo também sdo indicadas (B). Os residuos envolvidos na catélise (triade catalitica) sdo
destacados.

1.1.5 L-aminoé&cido oxidases (LAAQS)

As LAAOs sao flavoenzimas pertencentes a classe de oxidoreductases que
catalisam a desaminacdo oxidativa estereospecifica de L-aminoacidos (IZIDORO et al.,
2014). Apresentam em sua composicao trés dominios: o primeiro dominio é de ligacao ao
FAD, o segundo de ligacdo ao substrato e o dltimo, um dominio helicoidal (Figura 4). O
dominio de ligacdo do FAD é responsavel pela ligacdo das por¢des de adenina, ribose e
pirofosfato do cofator de nucleotideo (COSTA et al., 2014).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da reacdo catalisada por uma L-aminoacido oxidases. Durante a semi-
reacdo de reducdo, o substrato de aminoacidos é oxidado a um aminoacido, com uma reducéo concomitante
do cofactor FAD. O imino&cido passa entdo por hidrélise ndo enzimética, produzindo a-cetoacido e amdnia.
Outra meia reacdo de oxidagdo completa o ciclo catalitico, reoxidando FADH2na presenca de oxigénio
molecular e, assim, gerando peroxido de hidrogénio. Fonte: Izidoro et al., 2014.

O mecanismo de acdo da LAAO na toxicidade da peconha ofidica ainda é
desconhecido. Entretanto, especula-se que o peroxido de hidrogénio, resultante da sua
reacdo oxidativa, esteja relacionado a essa toxicidade (FUNG; LEE, TAN, 2015). Estudos
indicam que as LAAOs séo enzimas multifuncionais que apresentam indugdo de edema,
inducdo ou inibicdo plaquetaria, inducdo de apoptose, bem como efeitos antibacterianos,
anticoagulantes, anti-HIV e anti-tumorais (TAN; FUNG, 2016).

O dominio apresenta de ligagdo apresenta uma sequéncia de consenso de residuos
de glicina (G 40 XG 42 XXG 45), encontrado na curva entre a primeira cadeia B e a hélice
a. O dominio de ligagdo do substrato € composto majoritariamente de uma folha de
plissado B misturada de sete cadeias. O dominio helicoidal é constituido por residuos de
aminoacidos 130-230, que contribui para entrada com forma afunilada para o sitio ativo da
enzima, localizado em um bolso profundamente enterrado no nucleo da proteina localizada

proxima a fracdo isoaloxazina do cofator de flavina (Figura 5) (KANG et al., 2011).
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Figura 5 — Representagdo esquematica da estrutura de uma L-aminoacido oxidase. (A) Representacdo dos
trés dominios da estrutura: coloracdo magenta representa o dominio de ligacdo FAD, ciano representa o
dominio de ligacdo do substrato e o verde representa o dominio helicoidal. (B) Representagdo superficial
acessivel da estrutura: a entrada de aminoécidos e os pontos de entrada de oxigénio sdo marcados com setas e
o sitio ativo circundado. Fonte: Kang et al., 2011.

1.1.6 Lectinas

Os venenos de serpente apresentam em sua composicao dois tipos de lectinas tipo C
que sao classificadas com base nas caracteristicas estruturais e propriedades funcionais
(SARTIM; SAMPAIO, 2015). Estéo presentes na forma de homodimeros af} ligados por
pontes dissulfeto com dois polimeros homologos (Figura 5) e apresentam a capacidade de
aglutinar eritrocitos e se ligar a carboidratos (ARLINGHAUS; EBLE, 2017). As lectinas
do tipo C sdo distinguidas de outras lectinas animais por compartilharem conservado
dominio de reconhecimento de carboidrato dependente de célcio (CRD) de
aproximadamente 120 aminoacidos (DU; CLEMETSON, 2016).

Entre as lectinas de venenos botrépicos, a BjculL, isolada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu encontra-se amplamente caracterizada quanto as suas funcgdes
estruturais (Figura 6) e biologicas. Sua capacidade de reconhecer e ligar-se a
glicoconjugados especificos contendo galactose permite que a BJcuL promova uma ampla
variedade de atividades bioldgicas. Essa lectina apresenta capacidade de inibir a agregagédo
plaquetaria (CLEMETSON, 2010), atividade antitumoral (CALDERON et al., 2014; De
CASTRO-DAMASIO et al., 2014) e antibacteriana frente a biofilmes (KLEIN et al.,
2015).
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Figura 6 - Representacdo da estrutura cristal da BjcuL e do local de ligacdo de carboidrato. A) A estrutura
descamérica BJcul esquematizada a partir de sua vizualizac¢do do eixo quintuplo com cinco mondémeros (A a
E), no espectro azul e cinco monémeros no fundo (A’ a E’), no espectro verde que estdo representadas como
fita mais 50% de superficie transparente. Os fons Ca?* e Na* estdo representados por esferas, respectivamente
nas cores preta e vermelha. B) Estrutura decamerica da BjcuL, interface interpentero representada como 80%
superficie transparente. Lectinas apresentam um sitio de ligacdo de carboidratos, na estrutura apresentada da
BjcuL esse sitio esta representado em azul claro e a estrutura de RSL em cinza claro. O lago dissulfeto entre
0s mondmeros A e E '(Cys86-Cys86) estdo esquematizados como um bastdo na cor laranja. Os fons Ca®* e
Na* estdo representados por esferas, respectivamente nas cores preta e vermelha. C) Pentdmeros individuais
formados pelos mondmeros A-E e A'-E' esquematizados como fita em azul e verde, respectivamente. Sitio de
ligagdo ao Na* da estrutura BJcuL esta representado em azul claro e a estrutura RSL em cinza claro. Atomos
de oxigénio e nitrogénio de ambas as estruturas estdo representados nas cores vermelho e azul escuro,
respectivamente. O ion Na* est4 representado como esfera vermelha. Vetores mostrando o sentido de rotagéo
de monémeros BJcuL quando comparados com a estrutura de RSL sdo representados como setas cor de rosa.
Fonte: Sartim et al., 2017.
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1.1.7 Fatores de Crescimento Endotelial (VEGFs)

Os VEGFs sdo proteinas diméricas ligantes a receptores do tipo tirosina-quinase,
intimamente envolvidos em processos de neovascularizacdo, como vasculogénese e
angiogénese (MELINCOVICI et al., 2018). Tais processos regulam vérias vias de
sinalizacdo e induzem a expressdo de receptores nucleares da familia NR4A e reguladores
da sinalizacdo de célcio e da MAP cinase (TOIVANEN et al., 2017).

Quando isolado da serpente B. insularis, identificou-se uma forma ativa de
SsVVEGF capaz de promover um aumento da permeabilidade vascular (DE AZEVEDO et
al., 2001). Esses svVEGFs funcionam como dimeros, cada cadeia € composta por
aproximadamente 110 a 122 residuos de aa. O dominio de cisteina, a caracteristica da
familia de proteinas VEGF, é completamente conservada em svWEGFs e a identidade da
sequéncia com VEGF165 humano é préximo a 50%. Os svWEGFs contribuem para o
aumento da toxicidade no envenenamento, e apresentam caracteristicas bioldgicas
individuais que proporcionam divergéncias na classificacdo da serpente hospedeira
(GASMI et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2004; TAKAHASHI; SHIBUYA, 2005).

1.1.8 Peptideos Potencializadores da Bradicinina

Os BPPs, encontrados em venenos de serpentes, sdo fontes bioldgicas ricas, porém
ainda pouco explorados. Descobertos por Sérgio Ferreira — ao estudar o veneno da B.
jararaca nos anos 60 — essas moléculas sdo responsaveis por potencializar a acdo da
bradicinina in vivo, através da inibicdo das enzimas conversoras de angiotensina, e assim,
atua como substancia vasodilatadora (NEIVA et al., 2012). Apds a administracdo, o efeito
fisioldgico global € a diminuicdo da pressao arterial (SCIANI; PIMENTA, 2017).

Considerando a elevada especificidade pelo seu alvo, seu tamanho
consideravelmente pequeno, sua estabilidade estrutural e a facilidade de sintese quimica,
0s peptideos tornam-se alternativas promissoras para o0 desenvolvimento de novos
farmacos. Alguns componentes presentes no veneno podem ser usados diretamente ou
como protétipos de drogas para o tratamento de doencas que ndo respondem a drogas
disponiveis atualmente (GEORGIEVA; ARNI; BETZEL, 2008).
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2.0 Acidentes ofidicos: Perfil epidemioldgico e desafios

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), acidentes ofidicos sdo
enquadrados na Categoria A das doengas tropicais negligenciadas devido as elevadas taxas
de morbimortalidade (CHIPAUX, 2017a). Os envenenamentos por serpentes s&o,
geralmente, registrados em areas rurais e geograficamente de dificil acesso. O que, por sua
vez, dificulta que a vitima receba os devidos cuidados, fato que influencia no curso clinico
da enfermidade e na acessibilidade aos antivenenos (CHIPPAUX, 2017b).

E uma doenca que afeta desproporcionalmente os segmentos socioecondmicos
inferiores da sociedade. As populagdes de risco, geralmente, s&0 compostas por pessoas
com casas mal construidas e que vivem distantes do acesso a educacdo e a assisténcia a
salide (MAGALHAES et al., 2018). Os paises com maior niimero de acidentes sdo aqueles
com baixo Produto Interno Bruto (PIB), baixo indice de Desenvolvimento Humano (IDH)
- estatistica composta de expectativa de vida, educacéo e renda - e baixos gastos com salde
(LONGBOTTON et al., 2018). O que direciona os carentes cada vez mais para a pobreza
em virtude dos altos custos de tratamento, emprestimos forcados e perda de renda,
consequéncias resultantes do envenenamento (KASTURIRATNE et al., 2017).

Um agravante a situacdo de envenenamentos por serpentes, com impacto a nivel
mundial é a pouca atencdo direcionada a doenga pelos 0Orgdos de financiamento,
autoridades de saude publica, responsaveis da industria farmacéutica e grupos de defesa da
salde, resulta em uma maior inviabilidade e/ou dificuldade para o desenvolvimento de
intervencdes efetivas com vistas a reducio no impacto social (GUTIERREZ et al., 2017)

As serpentes sdo animais ectotérmicos abundantes em climas mais quentes.
Restrigindos as regides hiperendémicas para acidentes, principalmente, em paises tropicais,
0 que a caracteriza uma doenca tropical do mundo em desenvolvimento (LONGBOTTON
et al., 2018), especialmente alguns paises africanos e asiaticos (WILLIAMS et al., 2011),
latino-americanos (CHIPAUX, 2017a) e oceanicos (JOHNSTON et al., 2017).

A ocorréncia do envenenamento estd intimamente vinculada a dindmica climatica,
bem como, ao aumento da atividade humana sobre o meio decorrente do clima,
particularmente, na estacdo chuvosa, quando a atividade humana (agricultura) coincide
com o periodo reprodutivo das serpentes (CHAVES et al., 2015). No Brasil, entre as
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, observam-se maiores registros de acidentes no

periodo de setembro a marco. Na regido Nordeste, os maiores registros sdo no periodo de
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janeiro a maio, na regido Norte, ndo se observa sazonalidade marcante, ocorrendo 0s
acidentes de forma uniforme durante todo o ano (CHIPPAUX, 2015).

O envenenamento por serpentes é caracterizado por ser uma doenca ocupacional e
ambiental, que atinge, principalmente, jovens e trabalhadores agricolas adultos. Entretanto,
as populagBes mais susceptiveis variam de criangas - expostas a serpentes enquanto
auxiliam nas atividades de cunho agricola, quando andam descalgas ou colocam as méaos
em tocas de roedores - catadores, trabalhadores da cana-de-agucar, pescadores que usam
redes e linhas manuais em mares tropicais, além de gravidas, cujo o envenenamento por
serpentes representa em alguns paises uma importante causa de hemorragia anteparto, bem
como a perda materna e fetal (GUTIERREZ et al., 2017).

Segundo dados epidemioldgicos, aproximadamente 95% dos acidentes ofidicos tém
como agentes causadores serpentes da familia Viperidae (SINAN, 2019). Nos estudos de
Moreira e Morato (2014), essa familia representa 94,08% dos acidentes ofidicos, sendo que
81,70% tem como agentes causadores serpentes do género Bothrops, seguidos de 8,93%

por Crotalus e 3,45% Lachesis.

3.0 Fisiopatologia do envenenamento botropico

A fisiopatologia do envenenamento botropico decorre das principais acoes
apresentadas pelo veneno: inflamatdria, miotoxica, coagulante e hemorragica. O acidente
botropico causa manifestacdes locais e sistémicas que auxiliam na classificagdo do
acidente (Tabela 1) (BRASIL, 2001; MAGALHAES et al., 2017).

Tabela 1 - Classificacdo do acidente ofidico perante as manifestacdes locais e sistémicas apresentadas pela
vitima. Fonte: Brasil (2001).

Manifestacoes Classificacao do acidente
Leve Moderado Grave
Locais Ausentes ou Evidentes Intensas
Dor, edema e equimose discretas
Sistémicos Ausentes Ausentes Presentes

Hemorragia grave, choque e
andria

Tempo de Coagulacéo Normal ou alterado Normal ou alterado Normal ou alterado
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Dentre as manifestacdes locais estdo o surgimento de lesbes hemorragicas, a
mionecrose e 0 edema intenso, o exsudato purulento e a dor forte no local da mordida, em
casos mais graves, pode haver dano tecidual, o que pode resultar em perda funcional ou
permanente do tecido ou do membro afetado (MAGALHAES et al., 2017).

O processo de algesia, ocorréncia relatada em acidentes envolvendo vitimas
humanas, € uma consequéncia das alteracfes na transducao nos nociceptores modulada por
uma série de mediadores inflamatorios, como histamina, 5-hidroxitriptamina, bradicinina e
mediadores derivados de lipidios (prostaglandinas, leucotrienos e PAF), bem como a
participacdo de células leucocitarias (HERRERA et al., 2018; ZAMBELLI et al., 20018).
Essa “sopa inflamatdria” desencadeia modificagdes no microambiente quimico de fibras
nervosas, com consequente sensibilizacdo periférica. Os compostos sensibilizadores sao
moléculas sinalizadoras para receptores expressos nos neurdnios nociceptivos, por
exemplo, os receptores acoplados a proteina G (GPCR), receptores de tirosina quinase e
receptores ionotropicos. A ativacdo desses receptores eleva a sensibilidade da fibra
nervosa, ou seja, hiperalgesia (JI; XU; GAO, 2014).

Adicionalmente, no local da picada ainda é caracteristica a formacao de edema e
bolhas, devido a alteracdes em varias camadas da pele, normalmente, com a separacdo da
juncdo derme-epiderme. As bolhas decorrem da influéncia do veneno sobre a matriz
extracelular e componentes de adesdo celular (GUTIERREZ et al., 2018). Incrementos na
permeabilidade vascular, como consequéncia da acdo de varios mediadores, contribuem
para 0 edema caracteristico desses envenenamentos. O efeito tem varias implicacGes
fisiopatologicas, como a hipovolemia e o aumento da pressdo intersticial dentro dos
compartimentos musculares (GUTIERREZ et al., 2017).

A necrose do membro lesionado, pelas diversas acdes do veneno botrdpico, é a
mais dramatica das sequelas, sendo responsavel por perdas definitivas de tecido e
consequente perda de funcdo e amputacdes. Pode ser causada pelo préprio veneno e/ou
pela isquemia de vasos da regido afetada (MAGALHAES, 2017).

Com relacdo ao quadro sistémico, as atividades coagulante, hemorragica e
proteoliticas apresentam-se bem estudadas. A atividade sobre a coagulacdo sanguinea é o
resultado da acdo de toxinas do veneno capazes de ativar fibrinogénio, protrombina e
fatores de coagulacdo, ocasionando um consumo de fibrinogénio e formacéo de fibrina
intravascular, tendo efeito anticoagulante (SANCHEZ et al., 2017).
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Apesar das propriedades toxicas procoagulantes do veneno devido a
fibrinogendlise, as toxinas desencadeiam um quadro de coagulopatias de consumo que
tornam o sangue parcialmente ou totalmente incoagulavel. Isso ¢ justificado pelo fato de o
homem n&o ser o principal alvo das serpentes (LOMONTE et al., 2014; SOUSA et al.,
2018). Suas presas, sdo, principalmente, animais de pequeno porte em que, apés a
inoculacdo do veneno na corrente sanguinea do animal, ocorre uma coagulacdo sanguinea
massiva em segundos, com consequente obstrucdo circulatéria e morte rapida (JACKSON
et al., 2016).

Em seres humanos, em funcdo do maior volume sanguineo, a quantidade de veneno
inoculada em um acidente ofidico ndo é suficiente para desencadear os mesmos efeitos que
sdo de esperar, por exemplo, num anfibio, (SOUSA et al., 2018). Assim, o trombo formado
é rapidamente dissolvido por plasmina. Essa formacéo repetida, e a subsequente dissolucédo
de trombos ténues, produz uma coagulopatia de consumo, que leva a incapacidade de
formar trombos estaveis. 1sso contrasta com a trombina, que serve para formar trombos
estaveis (KUMAR et al., 2014).

A atividade hemorrégica € o resultado do dano direto de vasos sanguineos pelas
SVMPs dependentes de Zn?*, que lesionam o endotélio vascular ao degradar componentes
da matriz extracelular, uma vez que atuam como desintegrinas. Essa manifestacdo é
resultante de danos na parede dos vasos sanguineos, que consiste na camada de células
endoteliais e na matriz extracelular subjacente, que decorrem na hidrélise de proteinas da
membrana basal (GUTIERREZ et al., 2016). A clivagem proteolitica de proteinas de
matriz extracelular, de fatores de coagulacdo sanguinea e de receptores de adesdo celular
em plaquetas e células endoteliais por SVMPs sdo as principais razdes para hemorragias
durante o periodo de envenenamento (KINI, KOH, 2016).

A complicacgéo presente em acidentes botropicos, nos casos que levam ao 6bito das
vitimas no Brasil, é a insuficiéncia renal aguda. Tal processo ocorre devido a soroterapia
tardia ou até mesmo apds o tratamento soroterapico em razdo da hemdlise intravascular e
deposicdo de fibrina nos capilares glomerulares (SENISE; YAMASHITA; SANTORO,
2015). Adicionalmente, as vitimas de acidentes dos casos mais graves desenvolvem
morbidade crénica, incapacidade e sequelas psicoldgicas ap0s envenenamento. Tais como
amputacOes, transtorno de estresse pds-traumatico, cegueira, perda materna e fetal,

contraturas (isto é, encurtamento permanente de um muasculo ou articulagdo que
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frequentemente leva a deformidade ou rigidez), infeccBes crénicas e Ulceras malignas
(MAGALHAES et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2018).
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Resumo:

Trabalhos ja& realizados com a serpente Bothrops erythromelas desde sua biologia até
estudos experimentais utilizando seu veneno reforcam necessidades de investigar
caracteéristicas do veneno proveniente dessa espécie. Estudos relacionados a composi¢éo e
o perfil de N-glicanos deste veneno, bem como a complexa rede de variagbes sobre seu
contetdo proteico sdo apresentados nessa resivdo. Além disso, aspectos dos mecanismos
gue orquestram a fisiopatologia durante o envenenamento por B. erythromelas e
investigacdes quanto sua citotoxicidade. Considerando ainda que as toxinas isoladas séo
ferramentas relevantes para a compreensdo do papel do veneno como um todo, a saber:
berythractivase snake venom metaloprotease P-11, fosfolipase A2 acida Asp49 (D49) e
svVVEGF do veneno também sdo descritas. Visando a importancia da biodistribuicdo das
toxinas no organismo durante 0 envenenamento, apresentamos ainda o perfil
farmacocinético deste veneno, neutralizacdo de atividades toxicas, bem como novas fontes
que, possivelmente, possam ser empregadas para fins terapéuticos.

Palavras-chave: Jararaca da seca, ofidismo, toxinologia, veneno de serpentes.
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1 Introducéo

A serpente Bothrops erythromelas (Amaral, 1923) (Serpentes, Viperidae),
popularmente conhecida como "jararaca-da-seca" ou "jararaca-malha-de-cascavel”, é a
principal responsavel pelos envenenamentos por serpentes no Nordeste brasileiro
(OLIVEIRA et al., 2010, SINAN, 2018). E um viperideo de pequeno porte, a menor do
género, que estd inserido no grupo neuwiedi, juntamente a outras oito espécies
(MACHADO et al., 2014). S&o viviparas e apresentam um periodo de gestacdo de no
minimo 123 dias. A prole é constituida por aproximadamente 11 neonatos, cujo tamanho
médio varia de 16,80 a 19,20 cm (LIRA-DA-SILVA et al., 1994).

A espécie é endémica das regides quentes e aridas do Nordeste brasileiro, com
destaque para o dominio da Caatinga, bioma exclusivo do territorio brasileiro,
apresentando distribuicdo geogréfica nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (LIRA-DA-
SILVA et al., 2009). A espécie foi considerada por muito tempo restrita a Caatinga.
Entretanto, a sua distribuicdo é ampla, sobretudo, em ambientes aridos e semi-aridos que
circundam florestas tropicais secas e deciduas, areas rochosas, vegetacOes rasteiras de
bromélias terrestres e margens de rios (CAMPBELL; LAMAR, 1989, 2004). Alem disso,
ja foi registrada na Regido Metropolitana do Salvador. A ampliacdo da distribuigdo dessa
espécie ndo esta restrita a Bahia, mas também a Paraiba, Alagoas e Rio Grande do Norte,
ressaltando que, nesse ultimo, a caatinga atinge o litoral (MISE et al., 2003).

A espécie esta inserida no grupo B. neuwiedi que filogeneticamente, € um grupo
monofilético. B. erythromelas é o grupo irm@o do grupo B. neuwiedi remanescente. As
populacbes de B. erythromelas encontradas ao longo das margens do rio Sdo Francisco
indicam que a estrutura interna do clado ndo corresponde a barreira geografica formada
pelas margens do rio (MACHADO et al., 2014), como observado para outros géneros de
herpetofauna como Calyptommatus e Nothobachia (SIEDSCHLAG et al.,, 2010) e
Eurolophosaurus (PASSONI et al., 2008). Uma ruptura foi verificada na regido do médio
rio S&o Francisco entre a provincia fitogeografica norte-nordeste do Cerrado e a Caatinga
(RATTER et al., 1997), que corresponde aos subclados dentro de B. erythromelas.

A concordancia temporal, mesmo com divergéncias quanto ao processo de
diversificacdo da herpetofauna encontrada na Caatinga, indica que 0s mesmos eventos que

orquestraram a distribui¢do das espécies durante o Pleistoceno (2,28-0,78 Ma) tenham sido
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responsaveis pela diversificacdo das espécies (MACHADO et al.,, 2014). O haplétipo
partilhado entre as espécies B. lutzi e B. erythromelas é hipotetizado pela introgressao, e a
presenca de B. lutzi em certas areas ou habitat isolados no sudeste do Brasil. Esse ultimo
evento poderia ser hipotetizado pela dindmica ecoldgica que resultou na expansdo e/ou
retracdo da Caatinga e do Cerrado durante o Pleistoceno (TOBY PENNINGTON et al.,
2000, PRADO; GIBBS, 1993, WERNECK, 2011, MACHADO et al., 2014).

Bothrops erythromelas foi a primeira divergéncia que ocorreu dentro do grupo B.
neuwiedi. Essa divergéncia ocorreu na Caatinga e sequencialmente no Cerrado com B.
lutzi. Sucessivamente, ocorreu a divergéncia dos demais clados no Cerrado, sofrendo pelo
menos uma vez a diversificagdo nas florestas do Chaco, Pampas e Araucéria. Um padrdo
que corrobora a afirmacdo de que o nucleo do Cerrado parece ser o estagio central da
dindmica de especiacdo com ecossistemas adjacentes (ALMEIDA et al., 2007, WERNECK
et al., 2009, 2012).

Mesmo com as divergéncias ocorridas dentro do grupo B. neuwiedi e também em
outros grupos de Bothrops, ocorreu conservacdo filogenética. Por exemplo, residuos dentro
do C-desintegrina-like de uma metaloprotease classe Pl (SVMPs P-IIl), e jararagina no
veneno dessas serpentes até B. erythromelas, em que a berythractivase (SVMPs P-I111)
apresenta 59% de identidade preservada (TANJONI et al., 2003).

2.0 Veneno de Bothrops erythromelas: Composi¢cdo molecular e variacdo

intraespecifica

Os venenos de serpentes consistem em uma mistura complexa de componentes
(proteinas, peptideos e aminoacidos) que atuam de maneira isolada ou sinérgica e induzem
uma série de alteracdes fisiopatoldgicas, que vao desde alteragdes locais até efeitos
sistémicos complexos (JACKSON et al., 2016).

Uma nova era na caracterizacdo dos venenos de serpentes se iniciou a partir da
introducdo de métodos que utilizam ferramentas tecnoldgicas de protebmica e afins, o que
propiciou a expansao rapida do conhecimento acerca da composicdo geral do veneno de
serpentes. A partir das analises em protedmica, uma plataforma de dados sem precedentes
estd se formando com o objetivo de contribuir no entendimento desses coquiteis toxicos

fascinantes, mas perigosos (OJEDA et al., 2017).
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Com a modificacdo de um método cromatografico que visava preservar a atividade
de proteases do veneno de B. erythromelas, 2mM de CaCl2 foi adicionado ao tampédo de
filtracdo em gel. Essa pequena mudanca na composicao induziu diferencas significativas
no perfil de eluicdo de veneno no Superdex 200, o que acarretou na reducdo da interagdo
hidrofébica de PLA2. Outros constituintes do veneno, incluindo peptidios
potencializadores de bradicinina (BPP) e provaveis snake venom metaloproteinases
(SVMPs) hemorragicas, foram similarmente afetados. A fosfolipase A2 PLA, do veneno
interage de forma hidrofébica com a resina matriz constituida de agarose e dextrana,
retendo assim a proteina. Além disso, diferentes tamp&es com variagGes quanto aos pHs e
solventes orgénicos, como acetonitrila (30%), podem ser usados para melhorar a resolucao
cromatografica (AIRDS, 2004).

O veneno de B. erythromelas apresenta um proteoma altamente conservado quando
se confronta a influéncia da distribuicdo geografica sobre a composi¢do do veneno. Ao
comparar populagdes da regido Nordeste, oriundas do Ceard, Pernambuco, Paraiba e Bahia
verifica-se a existéncia de uma maior quantidade de peptideos potencializadores de
bradicinina (BPP) no proteoma das espécies encontradas no estado da Paraiba, fosfolipase
A, acida (Asp49/D49), serinoproteases e metaloproteinase da classe Il em amostras da
Bahia e Lectina do Tipo- C no estado do Ceard (Tabela 1) (JORGE et al., 2015).

A impressdo digital por espectrometria de massa tem sido usada para estudar as
variacdes do veneno e para analises taxondmicas baseadas em componentes de veneno. A
espectrometria de massa com ionizagdo por nanoelectrospray por infusao direta (nano-ESI-
MS), empregada no estudo dos perfis peptidicos de venenos de Bothrops com a analise de
componentes principais, indica a presenca de peptideos comuns entre os venenos de B.
alternatus, B. erythromelas, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. leucurus e B.
moojeni. Assim, foi constatado que o veneno de B. erythromelas é o mais proximo
filogeneticamente do veneno de B. alternatus, porém mais distante do veneno de B.
leucurus (SOUZA et al., 2008).
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Tabela 1. Variacdo geografica do veneno da serpente Bothrops erythromelas. Fonte: Jorge et al., 2015.

Familia de proteinas

CE

PE

% do valor total de proteinas do veneno

Metaloproteases da classe Pl
Metaloproteases da classe PlII
Fosfolipase A2
Serinoprotease
Fator de crescimento endotelial vascular de veneno de
serpente
Desintegrina-like / cisteina-dominio rico
Desintegrina
Fosfolipase B
Fosfodiesterase
5'-nucleotidase
Peptideo potencializador da bradicinina
Proteina de secretéria rica em cisteina

Lectina do tipo C — simile

7

36

13.8

1.5

11

3.6

<01

0.4

21.6

7.2

38

13.5

2.4

1.3

3.4

0.4

9.3

0.4

18

BA

29.8

10.5

9.7

2.3

2.1

5.3

0.1

PB BA
144 2.7
354 455
10.1 105
5.8 9.7
1.3 2.3
0.9 2.1
8.9 5.3
-- <01
145 122
8.7 8.4

Quanto ao perfil de N-glicanos, o veneno de B. erythromelas apresenta 20

estruturas diferentes, das quais duas pertencem ao alto tipo manose e 18 ao tipo

hibrido/complexo. No entanto, diferente dos N-glicanos dos venenos do Complexo

Jararaca (B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca), cujas estruturas sdo idénticas em todas as

espécies e apenas 13 das 20 estruturas do veneno de B. erythromelas mostraram-se

idénticas aos venenos das outras espécies do grupo (B. jararacussu, B. moojeni e B.

neuwiedi). Mesmo assim, as sete estruturas que ndo foram detectadas em todos os venenos

podem estar presentes com suas porcdes de carboidratos, mas em menor abundancia.
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Diferente das estruturas identificadas nos venenos do Complexo Jararaca, antenas de
venenos de B. erythromelas, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi contendo a
composicdo NeuAc-GalNAc-GIcNAc foram identificadas em 12 das 13 estruturas comuns
de N-glicanos (ANDRADE-SILVA et al., 2018).

2.1 Fosfolipase A2 acida Asp49 (D49) do veneno de B. erythromelas

A fosfolipase A> (Asp49) presente no veneno, BE-I-PLA;, apresenta um peso
molecular estimado por espectrometria de massa que corresponde a 13 649,57 Da. O
cDNA completo de BE-I-PLA>, clonado através de uma biblioteca de cDNA da glandula
produtora de veneno de B. erythromelas, revelou que a sequéncia de cDNA possui 457 pb,
que leva a codificacdo de uma fosfolipase Az que se apresenta similar a outras fosfolipases
A, presentes nos venenos de outras espécies de serpentes. Sobre o plasma rico em
plaquetas, BE-I-PLA: apresenta um alto potencial inibitério na agregacdo através do &cido
araguidonico e colageno, sem acdo nos principais receptores plaquetarios. A BE-I-PLA;
ndo induz apoptose, nem proliferacdo em células endoteliais das veias do cordao umbilical
humano. Porém causa liberagéo de prostaglandina l2) nesse modelo celular, sugerindo um
aumento de sua potencial atividade antiplaquetaria in vivo (DE ALBUQUERQUE
MODESTO et al., 2006).

2.2 Berythractivase

A berythractivase (B. erythromelas prothrombin activase) é uma metaloprotease que
ativa protrombina de forma dose-dependente, sem dependéncia de fosfolipideos e Ca?".
Sua atividade é rédpida e completamente inibida por agentes quelantes de metal
(ophenanthroline e EDTA). Entretanto, berythractivase apresenta atividade maxima sob pH
8.0 e 9.0, havendo discrepancia de sua atividade sobre a protrombina sob pH abaixo de 6.0
e acima de 10. A acdo da berytractivase € direcionada para a cadeia Ao da molécula de
fibrinogénio sem afetar as cadeias B ou y (SILVA et al., 2003). A berythractivase possui
atividades pro-inflamatérias induzindo a sintese de NO e PGIl, que consistem nos
principais inibidores da funcdo plaquetaria derivados de células endoteliais. Ainda, a
berytractivase desencadeia a expressao endotelial de ICAM-1 e VCAM-1 (SCHATTNER
et al., 2005).
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Andlises da sequéncia do cDNA indicam que a berythractivase € um membro da
familia de proteinas metaloproteases P-1l1 que apresenta seu multidominio estrutural de
acordo com modelo precursor de metaloproteinases de veneno de serpentes
desintegradores (Silva et al., 2003; ITO et al., 2001). O alinhamento sequencial do
subdominio desintegrina e o modelo tridimensional da berythractivase (Figuras 1 e 2)
foram desvendados em um estudo comparativo entre ela e a jararagina (MOURA-DA-
SILVA et al., 2008).

GSQCGHGDCCEQCKFSKSGTECRASMSECDPAEHCTGQSSECPADVFHK

GSQCVEGLCCDQCRFRKTGTECRASMSECDLPESCTGQSSECPADDFQK

Figura 1 - Alinhamento sequencial do subdominio desintegrina (Da) da berythractivase em comparagdo com
a jararagina. Destacado em amarelo residuos que correspondem a uma regido homéloga ao loop RGD das
desintegrinas classicas. As alteracbes de residuos que estdo acessiveis para a ligagdo MAJar 3 estdo
sublinhadas. Reproduzido de Moura-da-Silva et al., (2008). Copyright, 2008, Elsevier.

Jararhagin
Py As oV e

berythractivase bervthracli

Figura 2 - Estruturas terciria da berythractivase. (A) Estrutura da bertractivase representada pela superficie
acessivel ao solvente. O anticorpo MAJar 3 ndo reconhece o subdominio Da. Imagens em A: MP, dominio de
metaloprotease (vermelho); Ds (roxo), Da (ciano) e Cw (azul escuro) sdo subdominios correspondentes a
Takeda et al., (2006); Dominio rico em cisteina rico em Cys (branco). (E) Superposicédo do subdominio Da da
bertractivase (branco). Visualizacdo da superficie acessivel do subdominio Da (vista externa, dominio MP
atrés). (B) Superposicdo do subdominio Da jararagina (preto) e bertractivase (branco). Visualizacdo da
superficie acessivel do subdominio Da (vista lateral, dominio MP acima). Em (B) as superficies
correspondentes as mudancas de residuos que sdo acessiveis para a ligacdo MAJar 3 (residuos sublinhados
em (A) sdo representadas. Um conjunto de alteragBes relevantes pdde ser encontrado, e os residuos
correspondentes foram coloridos conforme indicado nas legendas abaixo das imagens. (C) Representacdo da
superficie do subdominio Da da bertractivase. (C): os potenciais eletrostaticos negativos sdo representados
em potenciais eletrostaticos vermelho e positivo em azul. Reproduzido de Moura-da-Silva et al., (2008).
Copyright, 2009, Elsevier.
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2.3 Snake Venom Vascular Endothelial Growth Factor (svWEGF) do veneno da serpente

Bothrops erythromelas

Ao se utilizar um anti-soro produzido em camundongos que foram imunizados
contra sSVWEGF de B. insularis, foi investigada a amplitude de distribuicdo dessa toxina
entre venenos de serpentes brasileiras. O Western blot com esse anti-soro revelou a
presenca de uma faixa imunoreativa com massa molecular de aproximadamente 15 kDa no
veneno da serpente B. erythromelas. Uma massa molecular j& previsivel para monémeros
de svWEGF de B. insularis sob condicGes redutoras, sugerindo fortemente a presenca de
uma toxina relacionada também em B. erythromelas (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al.,
2004).

A sequéncia nucleotidica do svWEGF de B. erythromelas possui 1213 pb e uma
ORF de 146 aminoacidos. Apresenta um codon de iniciacdo ATG na posicdo 205 e codon
de finalizagcdo TGA na posicdo 643, com alta similaridade a sequéncias de svSVEGF do
veneno de B. insularis e B jararaca. Porém, difere dessas em certos nucleotideos na regido
codificante em algumas sequéncias de lacunas e insergdes em 5’ ¢ 3' UTR. O ¢cDNA possui
um incomum sinal de poliadenilacdo dupla sobreposto (AATAAATAAA) localizado 11 pb
a montante da cauda poli A", que esta presente nos svVWEGFs botrépicos. A proteina
madura, na forma monomérica, tem uma massa molecular prevista de 13,8 kDa e um pl de
7,74, massa semelhante a observada em Western-blots (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et
al., 2004).

2.4 Outras toxinas e suas atividades bioldgicas

Os venenos de algumas espécies de Bothrops produzem bloqueio neuromuscular
devido a presenca de neurotoxinas. Porém, ainda inexistem estudos que apresentem
neurotoxinas isoladas e caracterizadas para o veneno de B. erythromelas (NERY et al.,
2016). Entretanto, ja é conhecido que, em preparacdes nervo-musculo de aves e mamiferos
in vitro, o veneno de B. erythromelas induziu bloqueio na juncdo neuromuscular de forma
dependente do tempo (47,4 + 6,4 min) e concentra¢ao (200 ug / ml). Em preparagdes do
musculo biventer cervicis isolado estdveis na auséncia de veneno com respostas
musculares para ACh (60 e 120 uM) e KCI (13,4 mM) de 98 = 14% e 91 + 3% (KCI). O
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veneno de B. erythromelas reduziu as contraturas musculares para ACh e KCl em >80%
nas concentragdes > 50 pg / ml (ZAUMUNER et al., 2004).

A andlise comparativa da atividade coagulante de venenos de serpentes foi
realizada em 26 espécies de Bothrops com a utilizagdo de sistemas de coagulacéo
especificos para as atividades do tipo trombina e do fator X-ativador. O veneno de B.
erythromelas néo apresentou atividade semelhante a trombina, sendo justificado pelo efeito
fibrinogenolitico do veneno. Adicionalmente, o veneno de B. erythromelas ndo depende
dos fatores de coagulacdo VII, VIII, IX, XIl e XIII para sua atividade, ja que sua acao
coagulante é completa (NAHAS et al., 1979).

Um soro com anticorpos anti-miotoxinas, produzido experimentalmente em
camundongos, foi testado contra a atividade miotoxica do veneno de B. erythromelas e de
outras espécies do género Bothrops. Contudo ndo ocorreu reatividade do soro com o
veneno da espécie supramencionada. A relacdo entre a presenca de bandas de miotoxinas e
a atividade miotdxica, induzida pelo veneno de B. erythromelas, foi confirmada por analise
dos niveis de creatina kinase, indicando baixo potencial miotoxico (MOURA-DA-SILVA
et al., 1990.

3.0 Atividades do veneno da serpente Bothrops erythromelas sobre diferentes modelos

celulares e tecidos

A acdo fosfolipasica desse veneno induz a migracdo de neutrofilos para as
cavidades peritoneais de modelos experimentais in vivo. Quando injetado na cavidade
peritoneal de ratos e em bolsas de ar subcutaneas, o veneno induz a migracéo das células
para o local da injecdo. Entretanto, o veneno de B. erythromelas apresenta uma atividade
de fosfolipase duas vezes menor do que a exibida pelo veneno de B. alternatus (FLORES
etal., 1993).

Em estudo sobre a viabilidade celular de Human Umbilical Endothelial Cells
(HUVECS), apds a exposicdo ao veneno de B. erythromelas foi investigada através da
disfuncdo mitocondrial, foi constatado que a berythractivase ndo alterou a morfologia
celular de HUVECs e nem induziu apoptose (SCHATTNER et al., 2005). A
berythractivase ndo induz a liberagdo do FvW, ou a nova sintese do FYW em células
endoteliais HUVECs, devido a incapacidade que a SVMP tem de modular

significativamente a sintese de mRNA do FvW. Entretanto, a berythractivase modifica a
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atividade pré-coagulante do TF na superficie das HUVECs e a liberacdo de t-PA
(PEREIRA et al., 2006).

Em esplendcitos murinos, o veneno de B. erythromelas induz a producdo
significativa de Oxido nitrico (NO) e também apresenta alta taxa de inducdo da morte
celular. O veneno induz uma resposta imunomoduladora através de citocinas (IFN- e IL-6)
e produgdo de NO promovendo um perfil pro-inflamatdrio. E em comparagdo ao veneno de
Crotalus durissus cascavella apresenta um efeito anti-inflamatorio (LUNA et al., 2011).

O veneno ¢ citotoxico para as células epiteliais renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK). Em andlises realizadas por citometria de fluxo, foram encontradas populacées de
células apoptoticas precoces e de células apoptoticas tardias significativamente aumentadas
apos 24 horas, com uma pequena percentagem de células necréticas. Em conjunto, esses
resultados mostram que a apoptose € predominante. O veneno estimula a expressdo da
caspase-3 que, uma vez ativada, cliva proteinas chave que processam a apoptose (DE
SOUSA et al., 2016).

O potencial citétoxico apresentado por venenos, proteinas e peptideos ativos
isolados podem vir a ser protétipos para o desenvolvimento de novas drogas, inclusive
antitumorais. A terapia para o tratamento do cancer € uma das principais areas para 0 uso
de proteinas e peptideos ativos presentes em toxinas de animais, uma vez que algumas
proteinas ou peptideos, apresentam-se ligantes especificos a membranas de células
cancerigenas, com comprometimento da sua migracao e proliferacdo (JUSTO et al., 2011).

As linhagens tumorais de células de cancer cervical SHeLa e SiHa (I e Il), apés
serem tratadas com o veneno de B. erythromelas, reduziram gradualmente em tamanho,
ocorreu a condensacdo da cromatina e o aparecimento de corpos apoptéticos e vesiculas
nucleares. O veneno causa uma inibi¢do na funcdo mitocondrial, o que leva a reducdo do
potencial de membrana mitocondrial das células SiHa através da despolarizacdo. E induz,
consequentemente, apoptose atravées da via mitocondrial (BERNARDES-OLIVEIRA et al.,
2016).
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Figura 3 — Acdo do veneno de Bothrops erythromelas na progressdo do ciclo celular de células de cancer
cervical da linhagem SiHa. As células na fase G1 durante a exposi¢do ao veneno que entram no estagio
subsequente sdo interrompidas e entram em apoptose, ndo havendo progressdo de células nas fases G2/ M e
S. O o veneno causa inibicdo na funcdo mitocondrial, levando a reducdo do potencial de membrana
mitocondrial das células SiHa através da despolarizacdo, induzindo consequentemente a morte celular por
apoptose através da via mitocondrial.O processo inicia-se com alteragdes fisioldgicas mitocondriais que leva
a liberagdo do citocromo C para o0 espaco citosolico. Apos liberado no citosol, as moléculas do citocromo C
associam-se com proteinas citoplasmaticas, as Apaf-1, formando uma estrutura conhecido por apoptossomo.
O apoptossomo, conhecido também como a roda da morte, procede entdo para realizar a conversdo de uma
enzima inativa para sua forma ativa, a procaspase 9. Quando convertida de procaspase 9 para caspase 9 pelo
apoptossomo, a caspase 9 cliva a procaspase 3 iniciando uma cascata de conversdo de procaspases para
caspases. Uma vez ativa, as capazes atuam sobre os substratod de morte levando a formacdo de corpos
apoptoticos. Além da liberacdo do citocromo C, a mitocdndria libera ainda um grupo de proteinas, as
Smac/DIABLO que inativam um segundo grupo de proteinas que atuam inibindo a atividade das caspases, as
proteinas inibidoras da apoptose (IAPs). Fonte: Bernardes-Oliveira et al., 2016. Weinberg, 2013. llustragao:
Joeliton Cavalcante, 2019.

4.0 Perfil farmacocinético do veneno da serpente Bothrops erythromelas

Compreender a farmacocinética do veneno de serpentes, sobretudo de espécies
endémicas que muitas vezes sdo exclusas do pool utilizado para a fabricacdo de
antivenenos € essencial para o desenvolvimento de estratégias de avaliacdo de risco, além
de determinar a dose ideal e o tempo de acdo do antiveneno necessario para neutralizar

essas substancias em pacientes vitimas de ofidismo (SANHAJARIYA et al., 2018).
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A inoculacéo do veneno de B. erythromelas, por via subcutdnea em camundongos,
resulta em uma maior quantidade de veneno nos tecidos subcutaneos do que no coracdo, na
bexiga, no cérebro ou diafragma. Isso indica que o veneno de B. erythromelas nédo se
distribui na maioria dos 6rgédos internos, assim, os processos fisiopatoldgicos que ocorrem
no envenenamento de B. erythromelas, possivelmente, estdo relacionados a acdo indireta
do veneno (VASCONCELOS et al., 1998). Detalhadamente, o estudo de Vasconcelos e
colaboradores (1998) constatou que, apds 30 min da inoculacdo do veneno, a pele continha
mais de 50% do veneno. Até a terceira hora ap6s a injecdo, 0 veneno se concentrou no
estomago, intestino delgado e, em 6 horas, se concentra no intestino grosso.
Adicionalmente, ocorreu baixa ligacdo do veneno no figado, na tireoide e nos pulmdes,
além destes, nenhuma concentracdo de veneno foi detectada no cérebro, coracéo,
diafragma, baco ou bexiga.

Na presenca de um antiveneno, o perfil farmacocinético do veneno de B.
erythromelas apresenta-se modificado, sua atividade no plasma é maior e sua meia-vida de
eliminacdo menor que na auséncia do soro. Isso indica que ocorre uma redistribuicdo do
veneno dos tecidos para o compartimento vascular, associado com o tratamento de
envenenados com antiveneno apos 15 minutos (ROCHA et al., 2008).

Dessa forma, os efeitos fisiopatologicos decorrentes no envenenamento por B.
erythromelas sdo consequéncias de mecanismos de acdo indireta deste veneno, uma vez
que ndo tem como alvo Orgdos internos. Entretanto, a redistribuicdo apresentada pelo
veneno de regides centrais para regides periféricas, associada a infusdo do tratamento
soroterapico em 15 minutos apds a inoculacdo do veneno, é de dificil compreensdo. E
grande a relevancia de uma exploracdo adicional entre pardmetros e covaridveis para
examinar os fatores que podem influenciar nos perfis farmacocinéticos do veneno e
construir um modelo substancial a partir de dados em uma série maior de casos de

envenenamento por serpentes.

5.0 Acidentes ofidicos por Bothrops erythromelas: Aspectos epidemioldgicos e clinicos

No Nordete brasileiro, B. erythromelas é a principal responsavel por casos de
envenenamento em humanos, sendo indicada pela populagdo como a serpente pegonhenta
potencialmente letal ao homem. Geralmente, suas vitimas sdo trabalhadores rurais que,

durante suas atividades se deparam com essa espécie, 0 que resulta em casos de
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envenenamento (FERNANDES-FERREIRA et al., 2011, SINAN, 2018). Os perfis clinicos
e epidemioldgicos de envenenamentos humanos com B. erythromelas sdo escassos. No
entanto, o Centro de Assisténcia e Informacdo Toxicologica da Paraiba, identificou que B.
erythromelas foi responsavel pela maioria dos casos de ofidismo notificados (OLIVEIRA
et al., 2010). Ainda, os casos de ofidismo apresentam uma incidéncia anual de 5.5 casos
por cada 100.000 habitantes, com uma alta propor¢éo de picadas por B. erythromelas nos
membros inferiores, que se relaciona com o tamanho da espécie, a qual em sua idade
adulta, atinge, aproximadamente 54 centimetros (OLIVEIRA et al., 2010, JORGE et al.,
2015).

A fisiopatologia do envenenamento botropico decorre das principais ac¢des
apresentadas pelo veneno: inflamatéria, miotoxica, coagulante e hemorragica (VALLE et
al., 2018). Dentre as manifestacdes locais estdo: surgimento de lesbes hemorragicas,
mionecrose e edema intenso, exsudato purulento e dor forte no local da mordida, em casos
mais graves, pode haver dano tecidual, e resultar em perda funcional do tecido ou do
membro afetado (MAGALHAES et al., 2017). O veneno dessa serpente exibe um perfil
hemorragico bastante consideravel. Nos casos de ofidismo humano, sdo reconhecidas
manifestagdes hemorragicas sisttmicas nos pacientes mesmo ap0s a soroterapia.
Geralmente, 0s pacientes apresentam lesdes hemorrdgicas (equimose, patéquias
hemorrégicas cutaneas) e gengivorragia, sem sinal adicional de sintomas de transtornos
hemorragicos (CAVALCANTE et al., 2017 a).

A nivel sisttmico, as toxinas do veneno de B. erythromelas deflagram uma
coagulopatia de consumo e a reducdo progressiva da contagem de plaquetas circulantes,
quando se considera o parametro tempo pds-envenenamento até o atendimento hospitalar.
A causa primaria para a ocorréncia de plaguetopenia consiste na formacdo de trombina
pelos componentes do veneno com acao pré-coagulantes, que proporciona a ativacdo das
plaquetas e, consequentemente, elevacdo do seu consumo (CAVALCANTE et al., 2017 b).

A capacidade que o veneno de B. erythromelas apresenta para ativar protrombina
foi constatada inicialmente em 1992. O veneno apresenta propriedades com atividades
enzimaticas sob Fator Il (FIl) e Fator X (FX) de coagulacdo. Acreditava-se que as toxinas
responsaveis pela ativacdo de Fator Il (Protrombina) e FX seriam metaloproteases com
pesos moleculares de 90 kDa e 70-90 kDa, respectivamente. O veneno também
apresentava dois fatores hemorragicos (58 e 105 kDa) e duas enzimas fibrinoliticas (18 e
58 kDa) (MURUYAMA et al., 1992).



72

6.0 Neutralizagdo das atividades do veneno da serpente Bothrops erythromelas

Os antivenenos injetados via intravenosa (imunoglobulina 1gG) ou os fragmentos
de anticorpos [F (ab ) 2 ou Fab], se ligam e neutralizam o veneno livre no plasma do
paciente, que tem como objetivo reverter ou evitar mais efeitos toxicos, salvando milhares
de vidas todos os anos (SEGURA et al., 2010). Para que ocorra a validagdo da efetividade
do produto, esse € submetido a ensaios que avaliem seu potencial neutralizante contra o
efeito letal de venenos. Atualmente, mesmo com um grande universo heterogéneo de
industrias produtoras de antivenenos, as limitacGes na disponibilidade, na acessibilidade do
antiveneno e na eficicia da neutralizacdo de atividades toxicas em vérias partes do mundo
representam um problema de grande relevancia de salde plblica (GUTIERREZ et al.,
2017).

A dose e o tempo de administragdo do antiveneno ainda sdo, em grande parte,
empiricos e muitas vezes baseados em estudos de neutraliza¢cdo em animais, nos quais 0s
efeitos toxicos diferem em relacdo aos humanos. Na pratica, a dose administrada é
determinada pelos médicos que tratam com base em sintomas subjetivos ou resultados
clinicos e laboratoriais (SANHAJARIYA et al, 2018). A composi¢do protedbmica do
veneno de serpentes sofrem grandes variagcdes conforme os niveis taxondmicos, sejam eles
a nivel de género, espécie e até mesmo entre populagdes e individuos da mesma especie,
fato que ocorre em funcédo da idade, dieta, sexo, distribuicdo geogréafica e por mecanismos
de selecdo genética (JACKSON et al.,, 2016). Dessa forma, as imunoglobulinas
empregadas na terapéutica de envenenamento de serpentes diferem de sua especificidade
segundo as caracteristicas individuais dos venenos selecionados no processo de produgdo
de anticorpos (GUTIERREZ et al., 2017).

A quantidade de ampolas preconizada pelo Ministério da Saude para o tratamento
de casos leves (n = 3 ampolas), moderados (n = 6 ampolas), e graves (n = 12 ampolas) nao
apresentam o efeito desejado quando aplicada no tratamento da incoagulabilidade
sanguinea em vitimas de ofidismo por B. erythromelas (CAVALCANTE et al., 2017).
Adicionalmente, uma proteina de 38KDa é observada antes e 24h ap0s a terapia de
envenenamento por essa espéecie, ou seja, a proteina nao € reconhecida pelos antivenenos
botropicos brasileiros, mesmo ap6s 24 horas ap6s a introducdo soroterapica (LUNA et al.,
2010).
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O antiveneno botrépico do Instituto Vital Brazil aboliu a contratura muscular de
longa duracdo, induzida pelo veneno de B. erythromelas, previnindo apenas parcialmente o
bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno. Outrossim, o antiveneno botropico nao
preveniu significativamente a redugdo nas respostas contrateis ao KCl ou a ACh
(ZAUMUNER et al., 2004). Antivenenos brasileiro do Instituto Vital Brazil, Brasil e
costarriquenho ndo apresentaram imunorreatividade contra os BPPs encontrados no veneno
de B. erythromelas. Esses antivenenos mostram reconhecimento parcial da PLA2, com
excecdo para 0 veneno das populacbes distribuidas na Paraiba. Além disso, a
imunorreatividade ndo é eficiente para desintegrina (JORGE et al., 2015). O potencial
neutralizante do antiveneno botrépico, produzido pelo Instituto Butantan, Brasil, foi
investigado frente as atividades enzimaticas (fosfolipasica, hialuronidasica e proteolitica)
do veneno de B. erythromelas. Assim, o antiveneno em dose fixa equivalente a 2uL
apresentou uma taxa de neutralizacdo da atividade de PLA: abaixo de 10%, ndo ocorrendo
a neutralizacdo da atividade proeolitica. Por outro lado, a atividade de hialuronidases foi
neutralizada acima de 60% (QUEIROZ et al., 2008).

Adicionalmente, o potencial de neutralizacgdo do antiveneno botropico
poliespecifico, produzido na Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), Brasil foi avaliado frente
a atividade letal do veneno de B. erythromelas. O antiveneno mostrou-se eficaz
neutralizando a letalidade apresentada pelo veneno. E indicou alta reatividade cruzada
devido as altas quantidades de anticorpos, reagindo de forma cruzada com os componentes
presentes no veneno de B. erythromelas (CAMEY et al., 2002).

A dificuldade encontrada na neutralizagcdo do veneno de B. erythromelas pode ser
justificado pela auséncia da peconha dessa serpente no pool de venenos usado no Brasil
para fabricacdo do soro antibotropico, que é constituido a partir do veneno da B. jararaca,
B. jararacussu, B. alternatus, B. moojeni e B. neuwiedi (Segura et al., 2010). A mistura de
venenos para a imunizacdo empregada na producgédo de antivenenos tem sido amplamente
baseado em critérios empiricos e ndo em uma avaliacdo rigorosa das melhores
combinacges de veneno (LOMONETE; CALVETE, 2017).

A heparina, tem sido empregada como complemento nos procedimentos
terapéuticos de acidentes botropicos. Destarte, a heparina nas doses 3 e 6 Ul, ndo apresenta
eficécia para neutralizacdo das atividades hemorragica e coagulante do veneno. Entretanto,
a heparina na dose de 6 Ul € capaz de neutralizar a inducdo de edema pelo veneno de B.

erythromelas e aumentar a eficacia do antiveneno. A heparina também neutraliza a
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atividade fosfolipasica A.. Outrossim, o tratamento associado, heparina e antiveneno, é
mais efetivo na neutralizacdo de sua atividade letal (BOECHAT et al., 2001).

6.1 Extratos vegetais com potencial neutralizante para o veneno de Bothrops erythromelas

A dificuldade em neutralizar os efeitos do veneno de B. erythromelas com
antivenenos tem levado cientistas a buscarem novas fontes terapéuticas em extratos
vegetais. O uso de fontes vegetais, como alvo de investigagdo no caminho por novas
férmulas antiofidicas, da-se pela importancia da biodiversidade para a saide humana, que é
constantemente destacada, sendo facilmente constatada quando mais de 50 % do arsenal
terapéutico disponivel comercialmente derivam-se de bioativos extraidos de fontes
vegetais ou outras substancias de origem ndo humana.

O extrato aquoso de Jatropha mollissima (Pohl) Euphorbiace apresenta um
potencial redutor sobre a atividade hemorragica causada pelo veneno de B. erythromelas.
Além do potencial redutor de hemorragia, o extrato aquoso de J. mollissima apresenta
atividade antiedematogénica é capaz de causar uma reducdo do influxo leucocitario. E em
adicdo, reduz os niveis de creatina kinase, o que indica propriedades inibitorias da
atividade miotdxica causada pelo veneno (GOMES et al., 2016).

Outro extrato aquoso com propriedades terapéuticas para atividades téxicas do
veneno de B. erythromelas, é obtido a partir da espécie vegetal J. gossypiifolia L. O extrato
dessa planta inibiu quase que completamente o efeito edematogénico do veneno quando
administrado antes da inoculacdo do veneno. Porém, ndo produziu um efeito inibitorio
quando o extrato foi administrado ap6s o veneno. Parcialmente, o extrato inibiu a
hemorragia causada por esse veneno. Foi observado o mesmo efeito no potencial
edematogénico, em que houve uma inibicdo estatisticamente significativa quando feita a
utilizacdo do extrato antes da inoculagcdo do veneno. Outro potencial inibitério importante
foi encontrado sobre as atividades enziméticas (fosfolipdsica, hialuronidasica e
proteolitica) (FELIX-SILVA et al., 2017).

Adicionalmente, os extratos aquosos de folhas de J. gossypiifolia (AEJg) e J.
mollissima (AEJm), quando administrados por via oral, inibem significativamente a
atividade edematogénica do veneno de B. erythromelas, em cerca de 50%, com intensidade
semelhante a dexametasona. Em contraste, quando administrados por via intraperitoneal o

AEJg apresenta efeito antiedematogénico (76,4% de inibicao) significativamente maior do
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que o AEJm (31,9% de inibicdo). Curiosamente, quando administrados por via
intraperitoneal, o AEJg apresenta maior eficacia na reducdo do edema induzido pelo
veneno do que a dexametasona e 0 AEJm, que passou a inibir a atividade edematogénica
do ap6s 60 min, enquanto o AEJg e a dexametasona, pela mesma via, estavam ativos em
até 15 min apos a injecdo do veneno (FELIX-SILVA et al., 2018).

6.2 Fatores antibotropicos encontrados em organismos animais

A partir do isolamento de moléculas que conferem resisténcias a presas de
serpentes, podem-se adquirir fortes modelos para estudos neutralizantes de toxinas que
podem acarretar no desenvolvimento de novos farmacos. A fim de permanecer como uma
“arma” de grande eficacia, o veneno deve ser capaz de "ficar a frente" da capacidade da
presa/ameaca de evoluir e adquirir resisténcia. Mesmo assim, alguns animais conseguem
desenvolver estratégias para sua propria imunizacdo contra determinados tipos de venenos
(ROCHA et al., 2000; TRENTO et al., 2001).

Assim, um fator antibotropico isolado do soro de Didelphis marsupialis quando
submetido ao processo de incubagdo com o veneno de B. erythromelas, bloqueia os efeitos
do veneno sobre pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal, transporte de K* e Na®.
Outrossim, esse fator antibotropico ndo reverte os efeitos do veneno sobre o fluxo urinario
e as taxas de filtracdo glomerular (MARTINS et al., 2005).

Um namero crescente de notificacdes de inibidores enddgenos da PLA2 (PLIS) no
soro de serpentes vem sendo relatadas. Esses inibidores tem a funcdo de proteger
fisiologicamente a serpente contra um vazamento acidental do contetdo de glandulas de
veneno. A presenga de cDNAs codificando para yPLIs foi investigada no tecido hepatico
de B. erythromelas. Foi confirmada a presenca de transcritos para yPLI Homodlogos (CNF)
de Crotalus durissus terrificus, o que, futuramente, pode vir a ser um modelo forte para o
desenvolvimento de novos farmacos (ESTEVAO-COSTA et al., 2009).

6.3 Nanoparticulas de quitosana e veneno de Bothrops erythromelas
Embora a administracdo de antivenenos em acidentados tenha sido eficiente,

estudos devem ser realizados para identificar um adjuvante menos téxico que seja capaz de

induzir titulos de anticorpos maiores que aqueles produzidos pela abordagem ja
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estabelecida (MOHAMED et al., 2016; GUPTA et al., 2017). Proteinas do veneno de B.
erythromelas, carregadas de nanoparticulas de quitosana foram analisadas
eletroforeticamente e o destaque das bandas entre 55,5 e 42,7 kDa, bem como as de 14,3 e
6,5 kDa, foi evidente. Em comparacdo com o perfil eletroforético das nanoparticulas
isentas de proteina, as nanoparticulas carregadas de proteina do veneno demonstraram a
capacidade das nanoparticulas de quitosana de serem um nanocarreador para as proteinas
carregadas negativamente examinadas (SOARES et al., 2018).

Em adicéo, as bandas de proteinas do veneno ndo foram detectadas nas amostras de
nanoparticulas, o que confirma a formagdo de complexos de nanoparticulas de proteina de
veneno. Considerando os niveis de anticorpos produzidos com nanoparticulas de quitosana,
verifica-se um desempenho equivalente ou melhor que o hidroxido de aluminio como
imunoadjuvante. E valido ressaltar que a quitosana é um biopolimero menos inflamatorio
que requer uma dose menor de antigeno, provavelmente, devido a sua liberacdo
modificada. Trata-se de uma nova abordagem adjuvante de imunizagdo para 0 veneno de
serpentes, sobretudo, para o veneno de B. erythromelas, que poderia ser aplicada para obter
soro policlonal (SOARES et al., 2018).
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7.0 Consideracoes finais

Muitas contribuicbes tém permitido uma melhor compreensdo dos mecanismos
pelos quais ocorrem 0s processos fisiopatoldgicos decorrentes da acdo das toxinas animais,
como impedi-los e tratad-los. No entanto, o nimero de publicacBes disponiveis ndo é
suficiente para elucidar os mecanismos de acdo do veneno da B. erythromelas, e o
reconhecimento deste por soros antiofidicos. Salienta-se que tais investigacdes sdo de
grande relevancia, uma vez que esta espécie é a causa da maioria dos acidentes ofidicos no
Nordeste do Brasil. Verifica-se entdo a presenca de trés grandes desafios:

O primeiro desafio consiste na obten¢do de um quadro de referéncia abrangente
para efeitos do veneno no organismo, que podera ser utilizado para o delineamento de
intervencgdes clinicas mais adequadas em casos de envenenamento nas regides em que
ocorrem os acidentes por essa espécie. Para isso, sdo necessarios estudos que investiguem
0s mecanismos pelos quais o0 veneno induz hemorragia, juntamente com outros processos
que resultam em distarbios da hemostasia, ainda ndo esclarecidos para o envenenamento
em questao.

O segundo desafio consiste em explorar a eficacia dos antivenenos brasileiro no
reconhecimento imunoldgico de componentes do veneno da referida espécie. Bem como,
na investigacdo da eficacia da neutralizacdo dos soros sobre a toxicidade coagulopatica
desencadeada por veneno de populagdes de diferentes regides geogréaficas, sexo e idade.
Com isso, poderédo ser delineados melhores protocolos para a terapéutica e evolucdo dos
quadros clinicos de pacientes.

O terceiro desafio consiste no melhoramento e/ou desenvolvimento de um produto
mais eficaz, bem como sua validacdo por um estudo clinico em seres humanos antes de
poder ser comercializado. Isto permitird a obtencdo de um antiveneno eficiente para o

tratamento eficaz e seguro para pacientes acometidos pela B. erythromelas.
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Resumo:

O envenenamento da serpente sul-americana Bothrops erythromelas causa dor local,
edema, eritema e equimoses. Induz, ainda, um quadro de alteracdes sistémicas que resulta
em uma coagulopatia de consumo, o que torna o sangue da vitima incoagulavel. O objetivo
do trabalho foi investigar a interface das alteracdes locais e hematologicas, com a
simulagdo experimental de um cenério inicial e o estabelecimento das manifestagdes
patoldgicas coagulotoxica, hemorragica e inflamatdria. Para o estudo do efeito coagulante,
foi utilizado um pool de plasma humano, o qual foram acrescidas diferentes doses de
veneno de B. erythromelas. O tempo de coagulagéo foi cronometrado. Para investigar o
perfil hemorragico e inflamatério induzido pelo veneno foram utilizados camundongos
swiss (n=6 para cada tratamento). O modelo inflamatério foi embasado no teste do edema
de pata. Para investigar a atividade hemorragica, os camundongos receberam o veneno de
B. erythromelas via intradérmica. Posteriormente, o halo hemorragico formado foi
mensurado com paquimetro digital. Amostras da lesdo hemorragica foram dissecadas e
submetidas a analise histopatoldgica. O veneno de B. erythromelas foi injetado via
intraplantar e o edema mensurado com um paquimetro digital. Amostras da pata seguiram
para a analise histopatoldgica. Por fim, amostras de sangue foram coletadas por pungédo
cardiaca e submetidas a analise hematologica. Como resultado do seu alto potencial
coagulante, ndo foi possivel determinar a dose minima coagulante. Por outro lado, foi
estabelecida em 3,5 pg de veneno a dose minima hemorragica. Macroscopicamente, nas
condicOes testadas, a lesdo hemorragica comecou a se manifestar 15 minutos apds o
envenenamento intradérmico e se estabeleceu aos 60 minutos, sendo que nos 120 minutos
subsequentes sua area foi ampliada. Na analise histopatoldgica, 30 minutos apds o
envenenamento, foi constatada hiperceratose e irregularidade epidérmica. Um quadro
hemorrégico intenso situado, principalmente, na hipoderme, foi verificado 60 minutos apos
0 envenenamento experimental. Adicionalmente, se observou um processo de
saponificacdo. Findado os 120 minutos, foi constado um intenso quadro de hemorragia e
saponificacdo. A injecdo intraplantar do veneno, em todas as concentra¢fes adotadas,
deflagrou efeito edematogénico, cuja resolugdo foi imperceptivel em até 12 horas. Foi
identificado que o mecanismo do edema induzido pelo veneno de B. erythromelas se deu
pela separacdo dermo-epidérmica crescente de forma dose-resposta. A dose minima
edematogénica para o veneno foi estimada em 1,75 ug. Essa dose nao afetou os parametros
hematoldgicos: contagem de hemacias, hemoglobina, hematédcrito e nem induziu
trombocitopenia. Por outro lado, verificou-se um quadro de neutrofilia, monocitopenia e
linfopenia. O presente estudo revela que o veneno de B. erythromelas apresenta um alto
potencial coagulante. O veneno causou alteracdes na pele de camundongos durante o
estabelecimento da lesdo hemorrégica, que foi percebida na hipoderme. Seu efeito
edematogénico comprometeu a juncdo dermo-epidérmica.

Palavras-chave: Edema, inflamacao, hemorragia, jararaca-da-seca.
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1 Introducéo

O envenenamento por serpentes € uma doenca que atinge paises tropicais e
subtropicais (CHIPPAUX, 2017; JOHNSTON et al., 2017; WILLIAMS et al., 2011) e
afeta os segmentos socioecondmicos mais baixos da sociedade (KASTURIRATNE et al.,
2017; LONGBOTTOM et al., 2018). Constitue um problema negligenciado de salde
publica que tem recebido pouca atencdo dos 6rgdos de fomento, autoridades em salde
publica, industria farmacéutica e grupos de defesa da salde, o que prejudica o
desenvolvimento de intervencdes efetivas para reduzir sua magnitude social (GUTIERREZ
etal., 2017).

As populacdes de risco, geralmente, sdo compostas por pessoas com casas mal
construidas e que vivem distantes do acesso a educacdo e assisténcia a saude. 1sso
direciona os carentes cada vez mais para a pobreza em virtude dos altos custos dos
tratamentos, empréstimos forcados e perda de renda e outras consequéncias resultantes do
envenenamento (GUTIERREZ et al., 2017; KASTURIRATNE et al., 2017).

No Brasil, as espécies de serpentes do género Bothrops sdo responsaveis pela
maioria dos casos de envenenamento humano (MOREIRA; MORATO, 2014). A
fisiopatologia induzida pelo veneno por essas espécies abrange véarias manifestacdes
complexas a nivel local e sistémica, entre elas, edema, dor, hemorragia, necrose e
distdrbios hemostaticos (MAGALHAES et al., 2017; VALLE et al., 2018). A serpente
Bothrops erythromelas, comumente chamada “jararaca da seca”, tem sido apontada como
o principal agente causador de acidentes ofidicos no Nordeste brasileiro (OLIVEIRA et al.,
2010). Com ocorréncia no bioma Caatinga, a espécie tem registros nos estados de Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte
e Sergipe (LIRA-DA-SILVA et al., 2009). Nesses locais é elencada como uma das
espécies mais perigosas (FERNANDES-FERREIRA et al., 2012).

A B. erythromelas foi considerada por muito tempo restrita a Caatinga. Entretanto,
a sua distribuicdo € ampla, sobretudo, em ambientes aridos e semi-aridos que circundam
florestas tropicais secas e deciduas, areas rochosas, vegetacdes rasteiras de bromélias
terrestres e margens de rios (CAMPBELL, 2004). Além disso, ja foi registrada a sua
ocorréncia na Regido Metropolitana de Salvador. A ampliagdo da sua distribui¢do ndo esta
restrita & Bahia, mas também a Paraiba, Alagoas e Rio Grande do Norte (LIRA-DA-
SILVA et al., 2009).
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Bothrops erythromelas apresenta em seu veneno cinco principais familias de
toxinas: snake venom metaloproteases (SVMPs), fosfolipases A2 (PLA2), snake venom
serinoproteases (SVSPs), lectinas do tipo C (CTL), peptideos potencializadores de
bradicinina (BPP) e desintegrina (JORGE et al., 2015). Nesse coquetel quimico, as SVMPs
se destacam pela abundancia, assim como relatado para outras espécies de Bothrops (GAY
et al., 2016; GONGCALVES-MACHADO et al., 2016; TASOULIS; ISBISTER, 2017),
responsaveis pela hemorragia no envenenamento (GUTIERREZ et al., 2016).

Embora ja seja conhecido o proteoma do veneno de B. erythromelas, a
caracterizacdo bioldgica desse veneno foi pouco explorada. O veneno ndo apresenta
atividade trombina-simile devido o seu potencial fibrinogenolitico, mas apresenta toxinas
com alto potencial de ativacdo do fator Stuart-Prower e Protrombina (NERY et al., 2016).
A toxina responsavel por este Gltimo efeito, a berytractivase, ja foi isolada e caracterizada
(SILVA et al., 2003).

A dificuldade de se identificar precocemente e, apenas pelos sinais clinicos, se 0
acidente foi provocado por uma serpente da espécie B. erythromelas ou por uma outra
espécie, agrava ainda mais o cenario. A escassez de trabalhos que relatem as alteracdes
locais e hematologicas que esse veneno venha a deflagrar, dificulta ainda mais o real
diagndstico quanto ao quadro clinico do paciente. Nos acidentes ofidicos, de forma geral,
mas principalmente no acidente causado por B. erythromelas, quanto mais rapido o
diagnostico preciso for feito e o antiveneno for administrado, menores as chances de o
quadro clinico se agravar.

De acordo com o exposto, é possivel perceber que os problemas existentes, estdo
relacionados com a caréncia de informacGes basicas sobre os potenciais efeitos locais e
hematologicos deflagrados pelo veneno de B. erythromelas. Outrossim, é necessario
entender melhor os principais mecanismos de toxicidade dos venenos clinicamente
relevantes, em condi¢Oes experimentais, bem como quantificar sua intensidade. 1sso
norteia os futuros ensaios de avaliacdo pré-clinica de antivenenos e/ou substancias
antiofidicas e fornecerd um quadro mais abrangente a profissionais da saude sobre a
patologia causada pelo veneno dessa espécie.

O presente estudo visa conhecer a interface das alteracfes locais e hematologicas,

com a simulacéo experimental de um cenério inicial e o estabelecimento da patologia.
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2 Mterial e métodos

2.1 Veneno

Para a obtencdo das amostras de veneno de B. erythromelas, os espécimes foram
anestesiados com o auxilio de CO2. Apos a extracéo, o veneno foi liofilizado e armazenado
a -20°C até o momento da utilizacdo. As amostras foram obtidas através da colaboracdo
com a Profa. Dra. Roberta Jeane Bezerra Jorge do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

2.2 Plasma

O plasma humano de voluntérios adultos e sadios foi adquirido da DiaMed. Para
realizacdo dos bioensaios de coagulacdo, o volume total do frasco liofilizado foi
reconstituido com exatamente 1,0 mL de &gua bidestilada por 2 horas a 25° C. Tal

procedimento foi realizado seguindo as intrugdes do fabricante.

2.3 Animais

Os estudos utilizando como modelo experimental camundongos swiss, 0S quais
foram fornecidos pelo Ndacleo de Mutagénese Ambiental, Universidade Estadual da
Paraiba. Camundongos machos e fémeas, com peso entre 20 — 25g foram mantidos em
temperatura ambiente em estante ventilada, com fotofase de 12 horas e oferta de agua e racédo
ad libitum. Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica
em Uso de Animais (protocolo 2018.01-04).

2.4 Atividade coagulante

A atividade coagulante do veneno de B. erythromelas foi avaliada utilizando plasma
humano. Foram mantidas aliquotas de 200 uL de solu¢dao de plasma humano citratado a
37°C durante 2 minutos. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas (100 pL) de
amostras de veneno diluidas em phosphate buffered saline (PBS) e o tempo de coagulagédo
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registrado. Os tempos de coagulacdo foram mensurados em triplicata a 37°C com o auxilio

do Coaguldmetro Monocanal Semi-Automatico - Max Coag® (Cddigo: 10591).

2.5 Determinagao da Dose Minima Hemorragica

Ap0s tricotomia do dorso, grupos de camundongos swiss fémeas (n=5) pesando 20
- 25 g, receberam uma injecdo contendo 1,5; 2,5 e 3,5 pg de veneno diluida em 100uL de
PBS via intradérmica. Ap6s 2 horas, os animais foram submetidos a eutanasia e, em
seguida, uma amostra de pele foi removida (cerca de 5 centimetros de didmetro a partir do
ponto de administragdo). Sequencialmente, o halo hemorragico, formado na face interna da

pele, foi mensurado em milimetros. No grupo controle foi administrado 100 uL de PBS.

2.6 Perfil temporal da atividade hemorragica

Grupos contendo camundongos swiss fémeas (n=5) foram injetados
intradermicamente com o veneno de B. erythromelas (3,5 pg) dissolvido em 50 pL de
PBS. O grupo controle recebeu apenas 50 pL de PBS. Apos 15, 30, 60 e 120 minutos, 0s
animais foram sacrificados e a pele dorsal, cincunvizinha ao local da injecdo, foi
cuidadosamente dissecada. Apds fotodocumentacdo das amostras, essas foram fixadas em
solucdo de metacarnose (60% de metanol, 30% de cloroférmio, 10% de acido acético
glacial) por 3 horas a 4°C e depois desidratadas em etanol. Cortes de 5 um foram aderidas
a laminas de vidro e secas a temperatura ambiente. As se¢Oes foram desparafinadas em
xileno e hidratadas em &gua destilada, e coradas com hematoxilina e eosina para analise

histopatoldgica.

2.7 Atividade edematogénica: Perfil temporal da atividade e Dose Minima Edematogénica

Para a determinacdo da Dose Minima Edematogénica (DME), buscou-se
inicialmente conhecer o perfil temporal dessa atividade. Para isso, trés doses de veneno
(1,25; 2,5 e 5,0 pg) foram injetadas, via intraplantar, na pata direita de camundongos swiss
(n=5). O edema foi mensurado por meio de um paquimetro digital em diferentes periodos
de tempo (0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11 e 12 horas) a fim de definir o pico de

atividade edematogénica do veneno.
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Apos conhecer o tempo para 0 veneno atingir atividade edematogénica maxima, 0s
camundongos (n=5) foram injetados, via intraplantar, na pata direita com diferentes doses
(1,75 e 2,0 pg) do veneno de B. erythromelas. O edema foi mensurado com a utilizacao de
um paquimetro digital. Os resultados foram expressos como a porcentagem de aumento em
relacdo ao tamanho inicial. A DME consiste na quantidade de veneno que induz um

incremento de 30% no volume da pata ou na espessura apos a sua injecao.

2.8 Andlise histopatoldgica

Amostras contendo a almofada da pata dos camundongos utilizados no ensaio
edematogénico, fixadas em formalina tamponada a 10%, foram submetidas a uma bateria
de desidratacdo em solugbes crescentes de alcool etilico e, por fim, diafanizadas em xilol.
As amostras desidratadas foram emblocadas em parafina e submetidas a microtomia. Os
cortes de 5 um gerados foram aderidos a laminas de vidro e secos a temperatura ambiente.
Apos, foram desparafinados em xileno e hidratados em agua destilada. Para analise

histopatologica, cortes foram corados com hematoxila e eosina.

2.9 Andlise hematologica

A analise de parametros hematologicos foi realizada utilizando como modelo de
envenenamento a inducdo do edema de pata. Para isso, camundongos swiss foram injetados
com PBS (controle) (n=5) e 1,75 ug de veneno de B. erythromelas (n=5), via intraplantar,
na pata direita. As analises foram realizadas em dois tempos, 30 e 60 minutos apds o
envenenamento. Utilizou-se grupos experimentais independentes. Ao atingirem o tempo de
envenenamento adotado, os camundongos foram anestesiados e a coleta de sangue foi
realizada via puncdo cardiaca. As amostras de sangue foram acondicionadas em tubos de
coleta a vacuo com EDTA (Labor import®). A contagem diferencial das populacdes
celulares foi realizada com um equipamento ABX Pentra XL 80 (Horiba Medical®).

Os parametros hematologicos foram:

- Serie vermelha: NUmero de celulas vermelhas (RBC), hemoglobina (HGB) e
hematdcrito (HCM).
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- Série branca: Numero de células brancas (WBC), contagem diferencial (absoluta e
relativa) de neutréfilos, linfocitos (totais, atipicos e tipicos), mondcitos, eosinofilos e
basofilos.

- Numero total de plaquetas.

2.10 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versdo 7.00
(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) San Diego, sendo consideradas
estatisticamente significativas as diferencas com o p<0,05. Os resultados obtidos na
atividade edematogénica (perfil edematogénico) foram comparados utilizando o teste
ANOVA para medidas repetidas, seguido pelo teste de Tukey. Os dados foram
representados como média + erro padrao da média. O recurso grafico foi gerado a partir do

software supramencionado.


https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
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3 Resultados
3.1 Atividade coagulante

Uma variagdo significativa foi evidente na toxicidade pro-coagulante nas
concentrag0es de veneno adotadas para a investigacdo. No presente estudo ndo foi
executavel a determinacdo da dose minima coagulante (DMC), devido o alto potencial
coagulotéxico do veneno de B. erythromelas. O total de veneno que apresentou tempo de
coagulagdo mais aproximado a DMC foi 0,12 pg, sendo essa dose responsavel pela

coagulacdo do plasma em 28,91 segundos (Figura 1).
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Figura 1 - Avaliacdo da atividade coagulante do veneno de Bothrops erythromelas em fungéo da dose/tempo-
resposta.

3.2 Dose Minima Hemorragica

Nas condic¢fes do ensaio, 0 veneno teve uma atividade hemorragica minima (DMH)
estimada em aproximadamente 3,5 g, ou seja, a dose que causou como resposta uma area

hemorragica com 10 mm de didmetro.
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Figura 2 - Avaliacdo da dose-resposta para atividade hemorrdgica do veneno de Bothops erythromelas:
Determinagdo da Dose Minima Hemorréagica (DMH).

3.3 Alteracbes morfoldgicas induzidas pelo veneno de B. erythromelas na pele de

camundongos

No inicio do periodo analisado (15 minutos), o estudo se concentrou na acéo direta
das toxinas do veneno na génese hemorrégica, evitando interferéncia de efeitos secundarios
de componentes enddgenos liberado pela reagdo local até o estabelecimento da lesdo
hemorrégica.

Validou-se, inicialmente, a alteracdo deflagrada pelo PBS, que apresentou apenas
um pequeno ponto hemorragico no local da injecdo. Essa alteracdo observada na amostra
durante todos os intervalos a qual foi realizado a anélise (Figura 3 A).

Apos verificar que o PBS, solucdo utilizada para a dissolucdo do veneno, nédo
induziu hemorragia, procedeu-se a investigacdo das amostras com injecdo do veneno. O
grupo amostrado injetado com veneno apresentou suas primeiras manifestacdes
hemorragicas macroscépicas 15 minutos apds o envenenamento com a formacao de areas
hemorragicas de coloracdo suave (Figura 3 B). Entretanto, apds 30 minutos, a analise
macroscopica da pele injetada, revelou que o veneno induziu alteragfes no sistema
hemostatico, sendo perceptivel atraves da aparicdo de vasos com fluxo sanguineo intenso

(Figura 3 C). Finalmente, a lesdo hemorrégica evoluiu entre 60 e 120 minutos, e nesse
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altimo tempo, pode-se observar uma lesdo hemorragica intensa e concentrada (Figura 3 D)
que evoluiu, amplificando sua area (Figura 3 E).

A anélise morfologica sob microscopia de luz mostrou que o PBS ndo induziu
alteracBGes no tecido, que teve suas caracteristicas histoldgicas preservadas. A epiderme
estava com a camada basal organizada, a derme possuia constituicdo normal, assim como a
hipoderme que também ndo apresentou modificacdes (Figura 3 F). Decorrendo 15 minutos
apos a injecdo do veneno, pode-se verificar alteracdes quanto ao formato das células
(Figura 3 G).

Apo6s 30 minutos da injecdo, o tecido apresentou-se livre de manifestacdes
hemorragicas, embora pudesse ser observada, microscopicamente, alteracdes no tecido. Foi
possivel visualizar a epiderme mais espessa do que o controle, caracterizando um cenario
de hiperceratose. Adicionalmente, pode-se observar que a epiderme se tornou bastante
irregular, bem como a morfologia dos foliculos pilosos (Figura 3 H).
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Figura 3 - Analise macroscépica e microscopica da lesdo hemorragica induzida pelo veneno da de Bothrops
erythromelas. O veneno de B. erythromelas foi injetado via intradérmica no dorso em camundongos swiss
apos a regido ser tricomizada. O desenvolvimento da lesdo hemorrégica da face interna foi acompanhado por
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15, 30, 60 e 120 minutos apos a inje¢do (Figuras B, C, D e E, respectivamente). Fotografias realizadas sob
objetivas de 20x.

Finalmente, 60 minutos apds envenenamento, foi indentificada uma hemorragia
dréstica na hipoderme de camundongos injetados com o veneno (Figura 1), situada,
principalmente, acima da camada hipodérmica com trechos de congestdo vascular. A nivel
hipodérmico foi identificada sobreposicdo de células adipdcitas e irregularidade
morfologica dessas células, o que caracteriza o processo de saponificacdo (Figura 3 K).

As amostras de pele, 120 minutos ap6s a injecdo do veneno, apresentaram varios
focos hemorragicos distribuidos na regido epidérmica sobreposta a hipoderme. Nao fora
encontrado trechos de congestdo vascular e a visualizagdo dos vasos sanguineos foi
comprometida devido a intensa hemorragia (Figuras 3 J e L). Ainda, pode-se observar uma
hipoderme totalmente desconfigurada, preenchida por células sanguineas e intensa

alteracdo morfologica dos adipdcitos devido a intensa saponizacdo (Figura 3 L).

3.4 Atividade edematogénica

O veneno de B. erythromelas (diluido em 50 pL de salina; 6 animais por grupo) foi
injetado pela via subcutanea na pata direita dos camundongos Swiss, para a determinacao
da atividade edematogénica. O tamanho do edema foi acompanhado até 12 horas apos a
inoculacdo. A amplitude do pico do edema foi proporcional a dose de veneno (Figura 10
A), bem como a evolucdo do perfil edematogénico. O edema induzido pelo veneno de B.
erythromelas apresentou um Pméax em 0,5 horas (30 minutos), apresentando regressdo do
edema nos momentos subsequentes. Foi possivel observar a ndo resolucdo do edema
induzido pelo veneno em até 12 horas ap6s a inoculacao (Figura 4 A).

Doses superiores ou igual 2,0 ug de veneno causaram a formacdo de lesdes
hemorragicas. A formacdo das manifestacGes hemorragicas desencadearan a formacdo de
platdbs durante o mapeamento da atividade edematogénica, resultando assim, numa

alternancia entre o aumento e a regressdo da porcentagem de edema de pata.



98

A
30
—e— 1.25ug
2.5ug
2 ~ 5.04g
S
[5+]
g \'/\\
5
w Se—"°
104
04 T T T T i} T T T T i } T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 101 2 3 4 5 6 6 8 10 12

Tempo (h)

20 g 25 g

Figura 4 - Avaliacdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops erythromelas: (A) Perfil temporal
da resposta edematogénica induzida por diferentes doses do veneno de Bothrops erythromelas. (B)
ManifestacGes hemorragicas modulada pelo veneno de Bothrops erythromelas durante o ensaio da atividade
edematogénica. Fotos: Originais de Joeliton Cavalcante, 2018.

Apos a elucidacdo do perfil da atividade edematogénica, ou seja, que 0 veneno leva
0,5 hora para apresentar atividade edematogénica maxima, utilizou-se entdo o tempo
supramencionado (pico de edema) para se determinar a DME do veneno de B.
erythromelas. Dessa forma, o presente ensaio permitiu o insight de que, 1,25ug de veneno
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é responsavel por induzir 23,6% de edema, auxiliando na projecéo das doses utilizadas na
proxima etapa.

Posterior a constatacdo da atividade edematogénica desencadeada tempo-resposta,
pode ser observado uma relagcdo de dose-resposta na atividade induzida pelas diferentes
quantidades de veneno de B. erythromelas (1,25; 1,75; 2,0; 2,5 e 5,0 ug) testadas. A dose
correspondente a inducdo de 30% do aumento do volume da pata (edema) foi de +1,75ug
(Figura 5). Assim como nos ensaios do mapeamento do perfil edematogénico, foi
constatado que doses superiores a +1,75ug causam lesdes hemorragicas. Isso compromete
a biodistribuicdo do veneno, interferindo consequentemente, na evolugdo da bioatividade
como evidenciado pela redugdo do potencial edematogénico. Em contraste, doses
inferiores a 1,75ug induziram aumento inferior a 30%. Entretanto, todas as doses

induziram edema estatisticamente significativo quando comparados ao controle (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops erythromelas: Determinacdo da
dose minima edematogénica. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais. *p<0.1;
**p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.

3.5 Anaélise histopatoldgica

A andlise histopatoldgica das secGes da almofada da pata desses camundongos
expostos ao veneno mostrou separacdo dermo-epidérmica em todas as concentracGes de

veneno adotadas para o estudo. Adicionalmente, o veneno de B. erythromelas induziu



100

infiltracdo de células inflamatdrias e eritrocitos extravasados, o que caracteriza um cenario
hemorrégico intenso.

As imagens histopatologicas apresentam hemorragia tissular progressiva. A injecéo
com PBS adotada como controle no experimento ndo apresentou capacidade de inducdo
hemorrégica (Figura 6 A). Quando administrado uma dose correspondente a 1,25 pg de
veneno de B. erythromelas, pode-se verificar extravasamento sanguineo da hipoderme até,
de forma parcial, a epiderme. Nessa concentracdo pode-se observar o comprometimento
da juncdo dermo-epidermica (Figura 6 B). Dobrando a dose para 2,5ug (Figura 6 C),
ocorreu 0 aumento da distancia entre a derme-epiderme e em paralelo, a intensificagdo
hemorragica, apresentando-se mais intensa e atingindo toda a epiderme. As doses de
veneno correspondentes a 1,25 e 2,5 pg de veneno de B. erythromelas foram responsaveis
por causar um cenario caracteristico de inflamacao serosa, marcada pelo derramamento de
fluido, que pode ser derivado do plasma que se acumula nas bolhas formadas devido a
separacdo dermo-epidérmica. Por outro lado, a dose de veneno correspondente a 5,0 ug
(Figura 6 D), acarretou um cenario caracteristico da formacdo de bolhas com contetdo
sanguinolento. O presente cenario foi constatado pela presenca marcante de eritrocitos
dentro da bolha.

Sequencialmente, procedeu-se a analise morfometrica da distancia dermo-
epidérmica induzida pelo veneno de B. erythromelas. Comparadas ao controle, que se
utilizou o PBS, os microambientes lesionados com o veneno apresentaram dissimilaridade,

sendo contatada uma distancia entre a derme e epiderme de forma progressiva (Figura 7).
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Figura 6 — Analise histopatologica dos microambientes tissualeres da pata de camundongos swiss afetados
com a injecdo do controle (A) e 1,25; (B) 2,5; (C) e 5,0 ug (D) de veneno de B. erythomelas. Setas pretas
indicam a separacdo dérmico-epidérmica, exceto no controle, no qual a seta indica a juncdo supramencionada
sem alteragbes. Setas cinzas indicam a presenca de hemorragia (células inflamatérias e eritrocitos

extravasados) na derme e hipoderme.
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Figura 7 - Avaliagdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops erythromelas: Analise microscépica
quantitativa da separacdo dermo-epidérmica induzida nas patas de camundongos swiss. Os valores
representam a média + erro padrdo da média de 6 pontos distintos da separacdo dermo-epidérmica. *p<0.1;
**p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.

3.6 Alteracbes hematoldgicas

No presente estudo, a administracdo de 1,75 pg do veneno de B. erythromelas via
intraplantar ndo induziu alteracdes significativas nos valores hematoldgicos atribuidos a
série vermelha (Figura 8). Os valores de eritrocitos totais (RBC), hemoglobina (HGB) e o
hematédcrito (HCT), permaneceram constantes quando comparado ao grupo controle,
injetado com PBS, dentro dos periodos analisados.

Semelhantemente, 0s camundongos envenenados ndo apresentaram niveis
plaquetimetricos dissimilares (Figura 9) quando comparados ao grupo controle. Aos 30
minutos apOs envenenamento, os valores de plaguetas entre o grupo controle e
envenenamento apresentaram valores proporcionais. Decorrendo 60 minutos ap6s o
envenenamento, os valores ndo apresentaram reducdo, nao diferindo do grupo controle

injetado com PBS
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Figura 8 - Analise comparativa de pardmetros hematologicos apds envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos dos eritrocitos totais (RBC) circulantes,
niveis de hemoglobina (HGB) e hematécrito (HCT). Os valores representam a média + erro padrdo da média
de 6 animais para cada tratamento. *p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.
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Figura 9 - Andlise comparativa de parametros hematoldgicos ap0s envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos de plaquetas totais circulantes. Os valores

representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento. *p<0.1; **p<0.01;
***p<0.001 e ****p<0.0001.
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Por outro lado, os valores referentes ao leucograma dos camundongos envenenados
apresentaram dissimilaridade estatisticamente significativa quando comparados aos valores
do grupo controle. E possivel verificar que o veneno de B. erythromelas induziu um quadro
de leucopenia constante quando considerado o parametro tempo pds-envenenamento
(Figura 10).
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Figura 10 - Anélise comparativa de pardmetros hematol6gicos ap6s envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos de leucdcitos totais circulantes. Os valores
representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento. *p<0.1; **p<0.01;
***n<0.001 e ****p<0.0001.

Apos certificar-se que o veneno de B. erythromelas induziu um quadro de
leucopenia, procedeu-se a contagem diferencial de leucdcitos, visando elucidar quais as
células brancas que decresceram quantitativamente. A contagem absoluta de neutrofilos
apresentou reducdo significativa (Figura 11 A) 30 minutos, ap0s a inje¢do do veneno. Por
outro lado, quando avaliada a contagem relativa, essa apresentou um aumento expressivo
60 minutos apo6s a injecdo do veneno, 0 que caracteriza um quadro de neutrofilia em
comparagdo com ao controle (Figura 11 B).

Na contagem dos mondcitos observou-se um quadro de monocitopenia absoluta
(Figura 12 A). Os valores dos mondcitos circulantes apresentaram-se constantes 30
minutos apds o envenenamento experimental quando comparados ao controle. Em 60

minutos, constatou-se o decréscimo dos valores numéricos absolutos de mondcitos. Por
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outro lado, os valores relativos de mondcitos (Figura 12 B) ndo apresentaram diferenca

significativa.
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Figura 11 - Andlise comparativa de parametros hematolégicos ap6s envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos (A) e relativos (B) de neutrofilos
circulantes. Os valores representam a média * erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento.

*p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 & ****p<0.0001.
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Figura 12 - Andlise comparativa de pardmetros hematoldgicos apds envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos (A) e relativos (B) de mondcitos
circulantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento.

*p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 & ****p<0.0001.

Em relacdo a contagem dos linfocitos, houve um quadro de linfopenia significativa

em relacdo ao grupo controle. Apdés 30 minutos, observou-se o0s valores mais

siginificativos em relacdo ao controle, e 60 minutos apds a administracdo do PBS e do

veneno, em ambos 0s casos, 0s valores absolutos de linfocitos decairam (Figura 13 A). Os

valores relativos apresentaram constante,
significativa (Figura 13 B).

sem ser constatada qualquer alteracdo
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Figura 13 - Analise comparativa de parametros hematoldgicos apds envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos (A) e relativos (B) de linfocitos totais
circulantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento.
*p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.

A contagem de linfécitos diferencial em tipicos e atipicos também apresentou
dissimilaidade significante. Os valores de linfécitos tipicos absoluto ndo apresentou
dissimilaridade (Figura 14 A). No que se refere aos dados relativos, estes apresentaram
cenario semelhante, em ambos os periodos da analise, 30 e 60 minutos caractere zados pelo
constante nimero de células nos grupos tratados com o veneno (Figura 14 B). Os valores
absolutos de linfocitos atipicos (Figura 14 C) revelaram um quadro de linfopenia. Por outro
lado, os valores relativos demonstraram constantes aos 30 minutos, sem ser constatada
diferenca significativa (Figura 14 D).

No que diz respeito as contagens dos eosinéfilos, constatou-se que tanto os
parametros absolutos (Fgura 15 A) quanto os relativos (Figura 15 B) ndo apresentaram
dissimilaridade significativa entre controle e envenenados.

Tendo em consideracdo os valores quantitativos absolutos (Figura 16 A) e relativo
(Figura 16 B) de basofilos, percebe-se similaridade entre os grupos tratados com o PBS e
com o veneno de B. erythromelas. Na contagem absoluta, aos 30 minutos, verifica-se uma
quantidade significativa de basofilos entre os grupos, com a subsequente queda desses aos
60 minutos. N&o foi constatado basofilia relativa no grupo envenenado quando em

contraste com o grupo tratado com o PBS.
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Figura 14 - Andlise comparativa de parametros hematolégicos ap6s envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos e relativos de linfécitos tipicos (A e B) e
atipicos (C e D) circulantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada
tratamento. *p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.
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Figura 15 - Andlise comparativa de parametros hematoldgicos apdés envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos (A) e relativos (B) de eosinéfilos
circulantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento.
*p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.
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Figura 16 - Andlise comparativa de parametros hematolégicos ap6s envenenamento experimental de
camundongos swiss por Bothrops erythromelas: Valores absolutos (A) e relativos (B) de basofilos

circulantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento.
*p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.
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4 Discussao

4.1 O veneno de Bothrops erythromelas apresenta um alto potencial coagulotoxico

Os dados obtidos atraves da investigacdo coagulotoxica do veneno de B.
erythromelas sugerem que o veneno apresenta alto potencial pré-coagulante. Ao utilizar
valores de venenos variantes entre 0,12 a 1,25 pg de veneno, nenhuma das doses
caracterizou-se como a dose minima coagulante para este veneno. A dose minima
coagulante refere-se ao resultado expresso como a minima quantidade de veneno/proteina
que induza a formacdo da rede de fibrina em 60 segundos (GUTIERREZ et al., 2017).
Neste estudo foi verificada que a menor quantidade de veneno utilizada, 0,12 pg, induziu o
processo de coagulagdo com a obtencdo de coagulos de fibrina solidos e estaveis apos
28.91 segundos.

Outros estudos indicam que o veneno de B. erythromelas fémea de origem baiana
apresenta um potencial coagulante idiossincraticamente menor (DMC> 200 pg / mL)
(SANTORO et al., 2015) que o documentado no presente estudo. Por outro lado, um pool
de veneno de outros individuos da espéecie em questdo, procedente do Instituto Butantan,
apresenta uma DMC estimada em 5,5 ug / mL (FURTADO et al., 1991). Nessa pesquisa, 0
pool de veneno extraido de dois individuos machos adultos, procedentes de Icapui, estado
do Ceard e Upanema, estado do Rio Grande do Norte. Consequentemente, a luz dessa
discussdo sugere uma possivel variacdo sexual na atividade coagulante do veneno de B.
erythromelas, ainda néo investigada.

Uma das toxinas responsaveis pelo alto efeito sobre a coagulacdo que o veneno de
B. erythromelas desencadeia é a berytractivase. Berytractivase € um ativador de
protrombina que compreende aproximadamente 5% do veneno bruto. Apresenta uma alta
similaridade estrutural com outras metaloproteinases. Entretanto, essa toxina possui
atividades funcionais distintas, caracterizada também por ndo ser indutora de

manifestacdes hemorragicas (SILVA et al., 2003).

4.2 Potencial hemorragico do veneno de Bothrops erythromelas

A Dose Minima Hemorragica (DMH) ¢ um “padrdo ouro” para a avaliagdo pre-

clinica de novos soros e/ou substancias, de origem natural e/ou sintética, com potenciais
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para a terapéutica da sindrome hemorragica durante um envenenamento ofidico
(GUTIERREZ et al., 2017). Segura et al. (2010) ao analisarem o potencial neutralizante de
antivenenos produzidos na América Latina identificaram a DMH de Bothrops asper em 1,5
ug (Costa Rica), B. atrox em 1,4 ug (Peru), B. atrox 1,4 ug (Colombia), B. jararaca em
0,26 ug (Brasil) e B. neuwiedi em 7,0 pug (Bolivia). Evidenciou-se, neste estudo, que a
DMH do veneno da B. erythromelas é 3,5 pg, diferindo-se das DMHs apresentadas pelas
espécies supracitadas.

Um outro estudo conduzido com o veneno de B. erythromelas, por Jorge et al.
(2015), estimou a DMH do veneno de B. erythromelas em 5,0 pg. A contraposi¢do dos
dados obtidos refletem a variacdo intraespecifica do veneno dessa espécie, que mesmo
apresentando um proteoma conservado, apresenta variacdes quanto ao teor de proteinas de
determinadas classes de toxinas que compde 0 veneno da espécie em questdo (JORGE et
al., 2015).

O conhecimento sobre a capacidade de venenos botrépicos induzirem hemorragia
local ja provém de estudos e relatos em outrora. Os primeiros registros sdo dados por
Lacerda, em 1984, trabalhando no Brasil, descreveu essa manifestacdo em animais
envenenados. Em seu relato sobre os efeitos patoldgicos encontrados, tem-se ipsis litteris

que:

"Le tissu cellulaire sous-cutané, est tout infiltré et présente de place en place des taches
noiratres, des points violacés et épars, des nuances livides diffuses et de nombreuses
extravasions sanguines... Le tissu cellulaire, qui cuvre les muscles, est également infiltré,

il offre un aspect gélatineux et est plus ou moins imbibé du sang noir, en partie coagulé"

"0 tecido celular subcutaneo, é todo infiltrado e apresenta de um lugar para outro, manchas
pretas, manchas arroxeadas e dispersas, nuances difusas e vivas e muitos extravasamentos
sanguineos ... O tecido celular, que trabalha os musculos, também é infiltrado, tem uma
aparéncia gelatinosa e é mais ou menos encharcado de sangue negro, parcialmente

coagulado”

Outros esforcos dos cientistas direcionados a 0 processo hemorragico dos venenos
de serpentes viperideas se estenderam ao longo da primeira metade do século XX. Tais

investigacbes foram propulsoras para o entendimento do mecanismo da atividade
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supramencionada, descrevendo observagdes macroscopicas em tecidos afetados e
introduzindo a andlise histoldgica de lesdes hemorragicas em 6rgaos.

Outrossim, pesquisadores demonstraram a acdo dos venenos de viperideos no
sistema de coagulacdo e nas plaquetas, e especularam sobre a interface desses efeitos na
patogénese hemorragica. Por conseguinte, a atividade hemorragica dos venenos de
serpentes foi um topico de interesse para 0s primeiros toxinologistas clinicos e
experimentais devido a relevancia da investigacdo de tais manifestacdes na fisiopatologia
geral do envenenamento (GUTIERREZ et al., 2017).

Evidenciada a capacidade de inducdo da hemorragia nos experimentos de edema de
pata e nos estudos de DMH, adicionou-se entdo ao scopo da pesquisa, 0 estudo das
alteracdes iniciais na pele de camundongos a nivel histoldgico, antes do estabelecimento da
lesdo hemorragica. A analise histoldgica referente as lesbes hemorragicas indicam que o
veneno induz hemorragia hipodérmica. Uma das provaveis explicagdes pelo qual essa
manifestacdo ocorre, é devido a acdo do veneno/toxinas sobre 0s componentes da matriz
extracelular. De fato, verificou-se que no decorrer do estabelecimento da hemorragia, as
fibras colagenas e a epiderme como um todo, demonstraram afrouxamento, causando
alteragdes morfologicas das estruturas presentes no tecido.

A deflagragéo da hemorragia na hipoderme e o afrouxamento do tecido decorrente
da agdo do veneno nas fibras colagenas, ja foram investigados anteriormente. Baldo et al.
(2010) constataram que a jararagina, SVMPs de classe Ill, induz um quadro hemorragico
na hipoderme de camundongos. E que a toxina causa afrouxamento dos feixes colagenos.
Assim, os efeitos histopatolégicos encontrados, provavelmente, resultam da agdo da
jararagina sobre os componentes da matriz extracelular e, em maior predominancia, sobre
o colageno.

Foram identificados, ainda, focos de congestdo vascular 30 minutos apos a injecao
do veneno, comprovando assim, o seu efeito coagulotoxico, através da conversdo de
proenzimas da cascata de coagulacio em fatores ativos. E comprovado que o veneno
botropico, ao ter acesso a circulacdo sanguinea, induz um quadro de coagulacdo
disseminada. Esse fenémeno culmina no consumo dos fatores de coagulacdo — que sdo
ativados e formam microtombos — causando a desfibrinogenacdo sanguinea e,

consequentemente, tornando o sangue incoagulével.
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Pode-se inferir que, 0 mecanismo hemorragico do veneno de B. erythromelas é a
combinacdo de efeitos sobre a parede capilar. Em adicdo, a hidrolise de componentes da
matriz extracelular, o que causa o enfraquecimento mecanico dos vasos.

Questdes referentes aos mecanismos do efeito hemorrdgico do veneno de B.
erythromelas permanecerdo obscuras até a apresentacdo destes insights. O isolamento e a
caracterizagdo de toxinas hemorrdgicas para esse veneno ainda sdo desconhecidos.
Segundo investigacdes, SVMPs da classe P-11l, sdo as principais toxinas envolvidas na
génese hemorragica (FOX; GUTIERREZ, 2018; GUTIERREZ et al., 2016). Porém, a
SVMP da classe P-lIl1, Berytractivase, apresenta-se destituida de tal atividade sendo um
potente ativador de protrombina (SILVA et al., 2003). Assim, a atividade hemorragica de
tal veneno, num primeiro momento, ndo estaria relacionada a atividade dessa SVMP da
classe P-11l. Ha evidéncias crescentes de que a composi¢do do veneno é expressivamente
afetada por mecanismos pds-gendmicos. Em venenos que atuam sobre o sistema
hemostatico, as principais familias de toxinas que apresentam maior variabilidade - lectinas
do tipo C, serina proteinases e SVMPs - sdo codificadas por mdltiplas copias génicas que
sofrem selecdo e diversificacdo adicionais em niveis pos-transcricional e pos-traducional
(MOURA-DA-SILVA et al., 2016).

Em virtude disso, sdo fornecidas com a presente investigacdo, as primeiras pecas de
um “quebra-cabegas” maior. Porém, existe a necessidade de mais estudos de cunho
molecular e histoquimico que completem, apoiem ou refutem as conjecturas aqui

apresentadas.
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4.3 Efeito inflamatério local: O veneno de Bothrops erythromelas induz edema,

extravasamento de sangue e diapedese

A acdo dos venenos de serpentes viperideas estabelece o cenario para uma resposta
inflamatdria complexa que envolve a sintese e liberacdo de uma multiplicidade de
mediadores, bem como a ativacdo do sistema complemento, células imunes residentes e a
infiltracdo de leucocitos e macréfagos como consequéncia da agdo de substancias
quimiotaticas liberadas no tecido lesado (DELAFONTAINE, 2017, 2018, TEIXEIRA;
MOREIRA; GUTIERREZ, 2018). Incrementos na permeabilidade vascular, como
consequéncia da acdo de varios mediadores, contribuem para o edema caracteristico desses
envenenamentos, efeito que tem varias implicaces fisiopatoldgicas, como hipovolemia e
aumento da pressdo intersticial dentro dos compartimentos musculares (GUTIERREZ et
al., 2017; GUTIERREZ et al., 2018).

Inicialmente, foi elucidada a proporcionalidade entre doses crescentes do veneno,
com a intensidade e duracdo do edema por monitoramento de até 12 horas. Nas doses
maiores, 0 edema foi acompanhado de hemorragia local visualizada macroscopicamente.
Esse ensaio inicial permitiu o reconhecimento de uma dose edematogénica maxima eficaz
que estivesse isenta de fendmenos hemorragicos macroscopicos. E importante destacar
que, em termos de perfil, a curva temporal do edema induzido pelo veneno bruto do
veneno de B. erythromelas, revela um periodo de instalacdo relativamente curto, seguido
de um efeito maximo 30 minutos apos a sua aplicacdo intraplantar, ndo persistindo em
niveis elevados e ndo retornando aos niveis controles em até 12 horas.

O veneno de B. erythromelas, ainda pouco explorado, foi capaz de induzir edema
de forma dose/tempo-resposta. Como evidenciado no mapeamento da atividade
edematogénica, 0 veneno apresenta um pico de atividade maximo (Pmax) aos 30 minutos
pos injecdo. Pméx analogo ao encontrado no presente estudo foi relatado por Felix-Silva et
al. (2017), que em busca da elucidagdo do potencial antiofidico do extrato aquoso de
Jatropha gossypiifolia encontraram também uma Pméax edematogénico de 30 minutos. Os
autores nao relatam a DME para o veneno de B. erythromelas.

Outro veneno que apresenta Pmax edematogénico semelhante é o de B. lanceolatus
(Fer-de-Lance). Experimentalmente - partindo da utilizacdo do mesmo protocolo
empregado no presente estudo — Delafontaine (2016) testou diferentes doses (0,5; 1,0 e 2,0
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pg) do veneno de B. lanceolatus, e constatou que, independente da dose aplicada, a
formacdo do edema apresentava um Pmax inalterado, constante em 30 minutos.

Oliveira (2014) constatou a ndo dissimilaridade estatistica significativa na
porcentagem do edema induzida pelo veneno de B. atrox entre 1 e 6 horas. Seus dados
sugerem que 0 veneno apresenta um platd de atividade (entre 1 e 6 horas) diferente do
perfil edematogénico de B. erythromelas, que ap6s atingir o Pmax em 30 minutos, nos
momentos subsequentes inicia-se o0 processo de reducdo edematogénica.

O veneno de B. insularis (0,01-2,5 pg) induziu edema na pata e, em doses elevadas
(> / = 0,5 pg) foi acompanhado por hemorragia. O Pméx de resposta edematogénica
ocorreu 3 horas ap6s a injecdo do veneno em todas as doses e diminuiu gradualmente
(BARBOSA et al., 2003). Em comparacdo com o veneno de B. erythromelas, verifica-se
diferenca tanto pelo Pmax, quanto pela dose que induziu hemorragia na pata.

Quando analisado outros venenos botrépicos em relacdo a DME pode-se perceber
que o veneno de B. erythromelas é razoavelmente edematogénico, sendo necessario uma
dose de 1,75 ug para se obter uma resposta equivalente a formacdo de edema (30%).
Oliveira (2014) constatou que a DME para o veneno de B. atrox foi de 0,175 pg. Assim, 0
veneno de B erythromelas apresenta-se menos edematogénico, uma vez que precisa de
doses superiores para deflagrar a mesma resposta obtida pelo veneno de B. atrox em
pequenas doses.

O possivel papel dos processos inflamatorios na patogénese do dano tecidual local
em envenenamentos tem sido explorado apenas de forma limitada. As respostas
inflamatorias normais preparam o0 cenario para processos reparativos e regenerativos no
tecido danificado, mas também podem contribuir para alteracdes patoldgicas quando nao
adequadamente reguladas. Entretanto, o possivel papel dos processos inflamatérios na
patogénese do dano tecidual local em envenenamentos tem sido explorado apenas de forma
limitada (TEIXEIRA; MOREIRA; GUTIERREZ, 2018).

O edema é consequéncia da atuacdo sinérgica de toxinas que atuam de forma direta
sobre 0s vasos sanguineos com outras que liberam autacoides, tais como prostaglandinas,
histamina e bradicininaEnzimas como fosfolipase A2, presente na maioria dos venenos, e
outras proteases, podem estar envolvidas na formacdo do edema, por acdo direta sobre
células endoteliais ou por ativar a cascata do complemento (GUTIERREZ et al., 2018).

Outro possivel mecanismo € & a¢do dos venenos nos vasos linfaticos. Esse efeito

pode afetar pelo menos dois aspectos do processo de envenenamento. Primeiro, 0 veneno
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pode reduzir a capacidade dos vasos linfaticos de remover o excesso de liquido acumulado
no liquido intersticial como consequéncia do edema. Também pode ter um efeito sobre o
sistema nervoso central e na absor¢do de componentes do veneno, uma vez que 0S vasos
linfaticos desempenham um papel fundamental na toxicocinética do veneno.

Além do edema, a injecdo do veneno de B. erythromelas em concentrac@es a partir
de 2,0 ug, foi acompanhada por manifestagdes hemorragicas, que puderam ser perceptiveis
macroscopicamente. Essas foram desencadeadas pelas altas concentracdes de toxinas
hemorrégicas e procoagulantes. Quando inoculadas no organismo, as toxinas hemorragicas
e coagulantes resultaram no extravasamento sanguineo, e, consequentemente, na formacéao
de coagulos localizados ao redor do local do envenenamento. Tal fato pode ter
comprometido o tempo de liberacdo sistémica de importantes toxinas peptidicas, o que
pode ser percebido pela flutuagdo no efeito edematogénico.

A formacdo de lesbes hemorragicas com o consequente codgulo formado no local
da picada, pode ter um efeito semelhante, 0 que resulta neste caso em um envenenamento
gue ndo consegue subjugar o item de presa pretendido. Se esse for o caso, € um exemplo
de sinergia negativa, em que as toxinas ndo funcionam juntas, mas atuam umas contra as
outras. A interferéncia da toxina pré-coagulante na liberacdo sistémica de toxinas pode
assim constituir uma forte pressdo de selecéo negativa que resulta na excluséo da primeira
do veneno apesar da diminui¢do da redundéncia funcional que isso acarreta (JACKSON et
al., 2016).

Na analise histologica de microambientes tissulares afetados constatou-se que o
veneno de B. erythromelas afeta a juncdo dermo-epidérmica, o que resulta na formacgéo de
uma bolha, que aumenta conforme a administracdo de doses progressivas de veneno. Na
concentracdo mais baixa do veneno utilizada, ja foi possivel diagnosticar a separacédo entre
a derme e epiderme. Porém, um achado inesperado foi a presenca do extravasamento de
eritrocitos e outras células sanguineas com a caracterizagdo de um quadro hemorragico que
contribuiu para o espessamento da pata dos camundongos, que mesmo imperceptivel a
escala macroscépica. Ambos os efeitos desencadeados, separacdo dermo-epidérmica e
hemorragia, permaneceram como achados-chave em todas as concentracfes do veneno
utilizadas. Juntos, estes dois mecanismos, podem constituir os principais responsaveis pelo
efeito edematogénico estabelecido ap6s envenenamento experimental com o veneno de B.

erythromelas.
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As SVMPs, particularmente as da classe PI, propiciam de forma experimental em
camundongos a separacdo da dermo-epidérmica, bem como o surgimento da ulceracdo que
vem sendo documentado em casos clinicos (JIMENEZ et al., 2008, OLIVEIRA et al. al.,
2017). Analises com imuno-histoquimica tém revelado a perda parcial de laminina na
interfase dermo-epidérmica (JIMENEZ et al., 2008, GUTIERREZ et al., 2009).

A presenca de fragmentos de proteinas da membrana basal detectada em exsudatos
coletados apds seccionar a pele em camundongos injetados com um Pl SVMP
(GUTIERREZ et al., 2009) resultado da hidrélise de proteinas na interfase
dermoepidérmica, a causa mais provavel de formacdo de bolhas. Porém, a identidade dos
principais componentes da membrana basal que determinam a separagdo dermo-

epidérmica permanece desconhecida.

4.4 Alteraces hematoldgicos durante o desenvolvimento do edema

O envenenamento é caracterizado por alteracfes sistémicas, avaliadas atraves de
parametros hematologicos utilizados para o acompanhamento do quadro clinico,
diagnostico e evolugdo do caso. Com base na anélise dos hemogramas de camundongos
envenenados, percebe-se que o veneno de B. erythromelas e suas toxinas ndo tém como
alvo os eritrocitos. Todos os valores da série vermelha, numero de eritrécitos, hemoglobina
e hematocrito, permaneceram dentro dos valores normais quando comparados ao grupo
controle. Contrapondo os dados obtidos no presente trabalho, Senise et al. (2015)
identificaram a presenca de hemdlise intravascular, que durou pelo menos 6 horas apds a
administracdo do veneno de B. jararaca. Os autores relatam que a cor das amostras do
plasma e da urina de camundongos envenenados era avermelhada, sugerindo
hemoglobinemia. Consequentemente, foi observado que os niveis de hemoglobina no
plasma estavam notavelmente elevados, especialmente as 3 e 6 horas, com retorno a
normalidade as 24 horas.

Em até 60 minutos apds a injecdo do veneno de B. erythromelas, os camundongos
ndo apresentaram um quadro de trombocitopenia. Santoro e Sano-Martins (2004)
constataram que o0 veneno de B. jararaca induzia uma diminui¢do acentuada das plaquetas
em 1 hora apds o envenenamento e que esse quadro de trombocitopenia permanecia até 96
horas. Cavalcante et al. (2016) ao estudar os dados plaquetimétricos de pacientes

envenenados por B. erythromelas, constataram que 3 horas ap0s envenenamentos, ocorria
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um quadro trombocitopénico. A presente investigacdo fornece dados que alertam para a
importancia do rapido atendimento ao paciente. A partir do exposto, sugere-se gque 0
quadro trombocitopénico, induzido pelo veneno de B erythromelas, ocorra em um periodo
de tempo entre 1 e 3 horas apds a exposicdo do individuo. Provavelmente, essa
manifestacdo sistémica ja relatada, poderia ser parcialmente ou totalmente inibida com a
introducéo precoce da soroterapia.

Os parametros hematoldgicos, neste estudo, foram analisados ap6s a injecdo
intraplantar do veneno de B. erythromelas, com a posterior formacdo do edema. Como
anteriormente foi constatado, que o pico maximo de atividade edematogénica do veneno
corresponde a 30 minutos e gque sua queda ocorre nos momentos subsequentes, foram
selecionados 30 e 60 minutos para a investigacdo. Assim, os valores plaquetimétricos
sugerem que nao existe envolvimento das plaquetas circulantes em relagdo ao edema
desencadeado pelo veneno. E de conhecimento que as plaquetas estio relacionadas com a
presenca da algesia e edema. Yamashita et al. (2011) obtiveram resultados contraditérios
aos aqui apresentados ao constatarem uma reducdo de cerca de 25% do edema modulado
pelo veneno de B. jararaca em ratos trombocitopénicos. Sugerindo assim, uma interface
plaquetas-edema no modelo de envenenamento.

No que se refere a anélise do leucograma dos camundogos, observou-se uma queda
significativa nos leucdcitos totais em relacdo ao grupo controle, o que caracteriza um
quadro clinico de leucopenia aos 30 e 60 minutos apds o envenenamento. Diferente dos
resultados obtidos, Yamashita (2013) identificou um quadro de leucocitose induzida pelo
veneno de B. jararaca apds 3 e 6 horas decorridas do envenenamento. De forma similar,
Santoro et al. (2008) identificaram um quadro de leucocitose em pacientes picados por B.
jararaca. Entretanto, corroborando com o presente estudo, Oliveira e et al. (2017)
identificaram um quadro de leucopenia induzido de forma dose-resposta pelo veneno de
Philodryas olfersi em camundongos.

O veneno é considerado uma inovacgdo predatoria no reino animal (CASEWELL et
al., 2013). Em contrapartida assim, a defesa fisioldgica da presa/vitima contra a acdo do
envenenamento € tentar capturar as toxinas perto do local da picada, com a mobilizacao de
leucdcitos para gerar uma armadilha extracelular (KATKAR et al., 2016). E importante
mencionar que o processo de migracdo celular, como uma estratégia de defesa para captura
de toxinas presentes no tecido local consiste também em um mecanismo de ativa¢do do

sistema de reparo tecidual (GUTIERREZ et al., 2018). Uma vez que o sistema de entrega
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do veneno, em associa¢do a toxinas citotdxicas danifica o local (JACKSON; FRY, 2016),
h& como resultado a presenca de um gradiente de substancias quimiotaticas no sitio lesado
(RUCAVADO et al., 2016).

A migracdo de leucécitos esta relacionada a uma resposta inflamatoria, assim como
0 extravasamento de liquidos e a vasodilatacdo arteriolar. Stock e Hoffman (2000)
mostram que a leucopenia é uma queda global do namero de células relacionadas a
resposta imunoldgica do organismo. Frequentemente, essa manifestacdo é desencadeada
pela reducdo no numero circulante de neutrdfilo, seguido da reducdo de leucdcitos.
Neutréfilos e mondcitos desempenham um importante papel na defesa do organismo
através da fagocitose e liberacdo de mediadores inflamatorios. Entretanto, o neutréfilo é o
tipo celular predominante durante a fase aguda do processo inflamatério, sendo depois
substituido pelos mondcitos (ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2005).

Os valores hematoldgicos de contagem de neutréfilos, valores absoluto e relativo,
reveleram um quadro de neutropenia em camundongos envenenados apés 30 minutos, para
os valores absoluto, e 60 minutos para os relativos. Um aumento progressivo de areas
lesionadas pela acdo do veneno de B. jararacussu, com a predominancia de neutrofilos, foi
constatada por Wanderley et al. (2014). Provavelmente, a neutropenia encontrada na
presente investigacdo, ao utilizar o veneno de B. erythromelas, é semelhante a induzida
pelo veneno de B. jararacussu. Isso deve-se ao fato de que os neutréfilos sdo uma das
primeiras células a deixar a vasculatura e migrar para o tecido durante o processo
inflamatorio. Essas células sdo atraidas por quimiocinas e mediadores inflamatérios, como
IL-8 e INF-g liberados pelas células endoteliais ativadas, macrofagos e mastdcitos, e pelos
produtos C3a e C5a do complemento ativado por veneno (DELAFONTAINE et al., 2017,
2018; OWEN et al., 2013). A migracdo é orientada pelo gradiente de concentracao de
mediadores (mecanismo denominado quimiotaxia) que s@o reconhecidos por receptores de
superficie dos neutrofilos. Esta interagdo favorece o deslocamento dos neutrofilos pela
matriz extracelular e sua rapida chegada ao sitio inflamatério (MESQUITA et al., 2008).

Foi verificado que os mondcitos apresentaram queda 60 minutos apds 0 presente
envenenamento experimental. Apds a resposta imunologica que induz a migracdo de
neutrofilos 30 minutos apds o envenenamento, a resposta agora foi substituida pela dos
mondcitos. Oliveira et al. (2017) constataram que o veneno de P.olfersi induz um quadro

de monocitose.
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No que se refere a populacdo linfocitéria, foi identificado um quadro de linfopenia
induzido pelo veneno de B. erythromelas em ambos os tempos de analise. Quando
investigada a diferenciacdo das populacdes linfocitarias, foi revelado que o quadro de
linfopenia deu-se devido a queda do nimero de linfécitos atipicos. Um quaro de linfopenia
também foi verificado em camundongos envenenados por P. olfersi por Oliveira et al.
(2017). Entretanto, os autores ndo realizaram a diferenciacéo lifocitaria,

Luna (2010), através da identificacdo de marcadores da superficie de células do
sangue periférico, observou uma queda em relacdo ao percentual de linfécitos T 12 horas
ap6s o tratamento soroterapico. Subsequentemente, ocorreu a manutencdo de niveis
semelhantes nos pacientes leves e um ligeiro aumento seguido de leve diminuicdo ou
manutencdo de niveis semelhantes antes do tratamento em pacientes graves ou moderados.

O quadro de linfopenia sugere que, a queda do namero de linfocitos indicaria a
migracdo dessas células para os tecidos e sistemas afetados, contribuindo e/ou regulando
os quadros inflamatdrios observados; com isso, sua diminui¢cdo no sangue periférico. No
entanto, com o fim do tratamento e a remissdo dos sintomas e o equilibrio percentual
desses linfocitos seria estabelecido.

Finalmente, as populc¢des de basofilos e eosindfilos ndo apresentaram alteragdes.
Sugere-se que essas células, nas condi¢Bes experimentais performadas, ndo participam da
resposta imunoldgica em um prazo de até 60 minutos ap6s o envenenamento. Oliveira et
al. (2017) identificaram um quadro de basofilia em camundongos 6 horas apoés

envenenamento experimental por P.olfersi.
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5 Consideracoes finais

O presente trabalho relata a primeira caracterizacdo dos efeitos locais e
hematoldgicos deflagrados pelo veneno da serpente Bothrops erythromelas, reproduzidos
experimentalmente em modelos murinos. O veneno de B. erythromelas demonstrou um
efeito tdxico potente e um alto potencial coagulante.

Quanto ao efeito hemorragico, o0 veneno apresentou Dose Minima hemorragica
estimada em 3,5 pg. As lesbes hemorragicas locais manifestaram-se inicialmente aos 15
minutos, com trechos de congestdo vascular, e se estabeleceu aos 120 minutos apds o
envenenamento. A hemorragia se concentrou, especialmente, na hipoderme, e foi
acompanhada por saponificacéo.

No que se refere ao efeito edematogénico modulado pelo veneno de B.
erythromelas, houve elucidacdo no tempo-dose do desenvolvimento do edema. A
constatacdo de que o desenvolvimento maximo da atividade em questdo ocorre em 30
minutos apos a inoculacdo, fornece um novo subsidio para que os métodos de avaliacdo de
ensaios de neutralizacdo possam ser mais efetivos. Os ensaios sdo realizados de forma
padrdo, em que o edema e a neutralizagdo dessa manifestacdo sdo, geralmente, avaliados
em uma hora apos a inje¢do, o que podendo resultar em dados falso-positivos para o
veneno de B. erythromelas.

Adicionalmente, a ndo resolucdo do edema em até 12 horas apds o envenenamento,
suscita um relevante alerta para a saude publica. Em decorréncia desse efeito, existe um
risco acentuado de evolucdo do quadro do paciente para a sindrome compartimental e, em
casos mais graves, necrose tecidual. Infelizmente, até entdo, a aplicagdo de um farmaco
que possa suprir a necessidade do antiveneno em neutralizar tal efeito é inexistente. Para
tal resolucdo, quando o quadro clinico do paciente evolui, a fasciotomia ndo deve ser
retardada, mas as condi¢Ges hemostaticas do paciente consistem em um agravo para que
esse procedimento possa ser realizado.

O comprometimento da juncdo dermo-epidérmica, que resulta na formacdo de
bolhas, preenchidas com conteddo plasmatico ou sanguinolento, revelou a génese da
formacéo do edema e de bolhas no local da picada. O agravo desse cenério ocorre de forma
dose-resposta. Assim, quanto maior a quantidade de veneno inoculado na vitima, maior o

comprometimento dessa juncdo e a manifestacdo hemorrégica local.
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Simultaneamente ao desenvolvimento do edema, estd o estabelecimento de quadros
de leucopenia aos 30 e 60 minutos ap6s o envenenamento. O leucograma revelou quadros
de neutrofilia, monocitopenia e linfopenia absoluta devido a queda dos valores absolutos
de linfdcitos atipicos. Tais achados indicam a capacidade do veneno em ativar células
imunoldgicas, com a funcdo de identificar e destruir células do organismo que estejam
alteradas. Fato que contribui, cada vez mais, para o desenvolvimento do edema. Salienta-se
que a trombocitopenia € um mal do qual o paciente pode ser poupado caso ocorra a
introducdo de uma terapia antivendmica em até uma hora apés acidente.

Vale a pena considerar o fato de que, nosso conhecimento, referente a funcéo das
toxinas do veneno de B. erythromelas esta longe de ser abrangente, ja que poucos estudos
visando o isolamento e a caracterizacdo foram realizados. Por essa razdo, especulacdes
como as destacadas permanecerdo ‘“apenas para historias” até que novas investigacoes
sejam conduzidas. Pode ser que tais investigacOes falsifiguem algumas das conjecturas
apresentadas nesse estudo. Essa vulnerabilidade a falsificagdo é, de fato, parte do valor das
primeiras evidéncias aqui fundamentadas.

Os dados ora apresentados sdo suficientes para comecar a avaliar a existéncia e o
carater dos mecanismos que influenciam o estabelecimento da patologia, bem como, a
evolucdo do quadro clinico do paciente. Como os toxinologistas continuam a trabalhar,
esclarecendo ainda mais sobre a composicdo e as atividades dos venenos, a presente
investigacao seguird na busca por biomarcadores da lesdo tecidual modulado pelo veneno
de B. erythromelas. Espera-se que este trabalho preliminar ajude a incentivar pesquisas

futuras nesta fascinante area.
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Resumo:

Bothrops erythromelas é a principal responsavel por casos de acidentes ofidicos no
Nordeste brasileiro. Suas toxinas deflagram um amplo espectro de manifestagdes
fisiopatoldgicas que vai desde o comprometimento local, com danos teciduais, até
sistémico. Para o tratamento dos casos de envenenamentos, o Unico produto validado é o
antiveneno botrdpico, que apresenta a capacidade de neutralizar os efeitos sistémicos.
Entretanto, esse produto apresenta baixa eficacia na neutralizacdo do dano tissular local na
regido da picada. Em razdo da magnitude do melhoramento antivenémico e/ou do
desenvolvimento de um produto mais eficaz, que supra esse déficit, foi desenvolvido o
presente trabalho que teve por objetivo investigar o efeito edematogénico modulado pelo
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) e pela heparina sddica, bem como verificar o
potencial neutralizante desses inibidores frente a0 mecanismo edematogénico do veneno de
B. erythromelas. Os bioensaios foram realizados em camundongos swiss com base no
edema de pata. Para investigar o edema modulado pelo EDTA e pela heparina sddica,
diferentes concentracdes dessas drogas (10; 5,0; 2,5e 1,0 mM de EDTA ou 50, 25 e 10 Ul
de heparina), diluidas em PBS, foram injetadas via intraplantar. Posteriormente, para
avaliar a eficacia desses inibidores frente ao veneno, diferentes concentracdes dos agentes
supramencionados e do veneno foram misturadas, pré-incubadas a 37°C e injetadas nos
animais. Os grupos experimentas para cada tratamento foram compostos por 6 animais. Em
todos os casos, 0 edema foi mensurado com um paquimetro digital. Amostras da pata de
camundongos de ambos os experimentos foram coletadas para a analise histopatolégica. O
EDTA e a heparina sodica ndao induziram edema, nem alteracdo no arranjo espacial das
camadas da pele. Para os dois casos, foi possivel a visualizacdo de células do sistema
imunoldgico, relacionadas com a resposta inflamatoria e preparo para o processo de reparo
tecidual. Os tratamentos de pré-incubacdo do veneno com as diferentes concentracdes de
EDTA e heparina sodica inibiram em mais de 50% a atividade edematogénica. O
mecanismo recém relatado como responsavel pelo efeito edematogénico, a separacdo
dermo-epidérmica, foi inibida, de forma que a anélise do tecido mostrou apenas tracos da
manifestacdo supramencionada. A hemorragia epidérmica incidente com o edema foi
neutralizada pelo EDTA e pela heparina sddica, nas concentragcdes mais altas adotadas para
o0 estudo (50 e 25 Ul). Os tratamentos com diferentes concentracdes de EDTA e heparina
sodica demostraram inibicdo da modulacdo edematogénica pelo veneno de B.
erythromelas, apresentando, portanto, um potencial promissor no tratamento complementar
ao recurso terapéutico com os antivenenos. A alta difusibilidade, longa vida de prateleira e
facil aquisicdo, convergem para que sejam aplicados logo apds o envenenamento.

Palavras-chave: EDTA, heparina sddica, inibicao, edema, jararaca-da-seca.
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1 Introducéo

No Brasil, o principal grupo de serpentes que acomete 0s humanos sdo as jararacas,
género Bothrops (BRASIL, 2019). A agédo do veneno dessas serpentes induz a respostas de
ordem inflamatdria, miotdxica, coagulante e hemorragica, responsaveis por deflagrar uma
série de manifestagdes locais e sistémicas (GUTIERREZ et al., 2017). Dentre as
manifestacdes locais estdo o surgimento de lesdes hemorragicas, mionecrose e edema
intenso, exsudato purulento e dor forte no local da picada, em casos mais graves, pode
haver dano tecidual, que pode resultar em perda funcional ou permanente do tecido ou do
membro afetado (MAGALHAES et al., 2017; VALLE et al., 2018).

O edema é um dos primeiros efeitos deflagrados pelo acesso do veneno botropicos
no organismo em caso de envenenamento. Essa manifestacdo local € o resultado da
interacdo sinérgica de varias toxinas encontradas nos venenos de Bothrops, que atuam de
forma expedita no tecido conjuntivo e muscular, e induzem a liberagdo de varios
mediadores inflamatorios enddgenos. Esse fenbmeno patoldgico leva a diminuicdo da
eficacia da terapia convencional que utiliza antivenenos no tratamento dessas reacgdes
inflamatorias locais (ARA et al., 2007, PATRAO-NETO et al., 2013; FELIX-SILVA et al.,
2017). Alem disso, a injecdo do veneno da B. erythromelas em patas de camundongos
induz edema, cujo mecanismo epecifico da resposta edematogénica modulada encontra-se
em fase de elucidacédo (Vide capitulo I11). Porem, sabe-se que a a modulacdo do edema por
outros venenos botropicos, se da principalmente, pelos metabolitos do &cido araquidénico
e 0 envolvimento, em baixo nivel, da histamina, serotonina e do fator ativador de plaquetas
(GUTIERREZ et al., 2009; TEIXEIRA; MOREIRA, GUTIERREZ et al., 2018).

Com relacdo ao quadro sistémico, ele € caracterizado principalmente pelos
distdrbios da coagulacdo, um resultado da acdo de toxinas que deflagram um quadro de
coagulacdo intravascular seguido de uma coagulopatias de consumo (MADWAGE et al.,
2015; SLAGBOOM et al., 2017).

O tratamento consiste na administracdo de antivenenos que salvam milhares de
vidas a cada ano (CHIPPAUX et al., 2017). Para validacao da efetividade do produto, esse
é submetido a ensaios que avaliem seu potencial neutralizante perante ao efeito letal de
venenos (GUTIERREZ et al., 2017). De fato, os antivenenos apresentam um bom espectro
de atividade neutralizante frente as toxinas livres no plasma de paciente. Mesmo havendo

uma variabilidade vendmica inter e intraespecifica, 0s antivenenos apresentam reatividade
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cruzada, sendo validados como um produto eficaz (RITA DE CASSIA et al., 2017). Por
outro lado, esse produto apresenta baixa eficacia na neutralizacdo do dano tissular
desencadeado no local em que o veneno teve acesso ao organismo (FELIX-SILVA et al.,
2017). Nesse contexto, o tempo entre o desenvolvimento desse dano e o atraso na
administracdo da soroterapia, atuam desfavoravelmente sobre a clinica do paciente, o que
favorece o desenvolvimento de sequelas temporarias e, em casos, mais graves,
permanentes.

De uso de rotina como anticoagulante de amostras sanguineas, o Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) é uma substdncia pertencente ao grupo dos
quelantes (OLIVEIRA et al., 2010). EDTA apresenta nas extremidades de suas moléculas
um par de radicais livres que se unem a ions metalicos, convertendo ions, como calcio,
ferro, cobre e magnésio, a sua forma anionica, e criam um complexo de metal-EDTA
(SEELY; WU; MILLS, 2005).

Por outro lado, a heparina sodica é uma droga tradicionalmente conhecida pela sua
atividade anticoagulante, decorrente de suas interagfes com o sistema de coagulacéo do
sangue, uma vez que inibe a atividade da trombina e do fator Stuart Power ativado (FXa).
Além de seus efeitos anticoagulantes, € de conhecimento que a heparina possui uma gama
de outras agdes bioldgicas, dentre elas a possibilidade de inibir a ativagdo de células
envolvidas no processo inflamatério (MULLOY et al., 2016)

O efeito anti-inflamatério da heparina pode ser atribuido, em parte, a ligacdo e
neutralizacdo de mediadores citotoxicos e enzimas liberados durante a resposta
inflamatdria, que poderiam levar a ativacdo de células inflamatérias e dano tecidual.
Assim, pode ser evidenciada a possibilidade de sua aplicacdo em desordens inflamatérias.
Um aspecto importante é que o tratamento com heparina ndo provoca efeitos colaterais
hemorragicos significativos, nem quando administrado a nivel sistémico nem local.

Portanto, o principal objetivo deste estudo consistiu na investigacdo do efeito
edematogénico modulado pelo EDTA e pela heparina sodica, bem como verificar o
potencial neutralizante desses inibidores frente ao mecanismo edematogénico do veneno de

B. erythromelas.
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2 Material e métodos

2.1 Veneno

Para a obtencdo das amostras de veneno de B. erythromelas, os espécimes foram
anestesiados com o auxilio de CO2. Apos a extracéo, o veneno foi liofilizado e armazenado
a -20°C até o momento da utilizacdo. As amostras foram obtidas através da colaboracdo
com a Profa. Dra. Roberta Jeane Bezerra Jorge do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

2.2 Animais

Os estudos utilizaram como modelo experimental camundongos swiss, 0s quais
foram fornecidos pelo Nucleo de Mutagénese Ambiental, Universidade Estadual da
Paraiba, oriundos do Laboratério de Biogenética. Camundongos machos, com peso entre
20 — 259 foram mantidos em temperatura ambiente em estante ventilada, com fotofase de 12
horas e oferta de 4gua e racdo ad libitum.

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissio de Etica em
Uso de Animais (protocolo 2018.01-04).

2.3 Investigacdo da atividade edematogénica modulada pelo EDTA e Heparina Sodica

Para conhecer os possiveis efeitos edematogénico dos candidatos a inibidores do
veneno, grupos de camundongos swiss machos, (n=6), foram injetados via intraplantar na
pata direita, com diferentes doses contendo 10; 5,0; 2,5e 1,0 mM de EDTA ou 50, 25 e 10
Ul de heparina diluidas em PBS. Como controle negativo, camundongos (n=6) receberam
uma injecdo intraplantar apenas com o PBS. Em 30 minutos apds a injecdo, o edema foi
mensurado com um paquimetro digital. Os resultados foram expressos como a

porcentagem de aumento em relag¢do ao tamanho inicial.
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2.4 Experimento de incubagdo: Veneno e EDTA ou Heparina Sodica

Uma dose edematogénica do veneno de B. erythromelas foi padronizada
anteriormente (Vide capitulo I11) para a realizacdo dos ensaios de neutralizacdo. Essa dose,
correspondente a inducdo de 30% de edema, foi submetida a um periodo de incubagdo com
10; 5,0; 2,5e 1,0 mM de EDTA ou 50, 25 e 10 Ul de heparina sodica na proporcao de 1:1
(v/v) diluidas em PBS. Aliquotas de 15 puLL com as misturas, contendo 1,75 ug de veneno
com os inibidores, foram incubadas em banho maria a 37°C e, de forma imediata, injetadas
via intraplantar na almofada da pata direita dos camundongos swiss. Como controle
negativo, camundongos (n=6) receberam uma injecdo intraplantar apenas com o PBS. Em
30 minutos, o edema foi mensurado com um paquimetro digital. Os resultados foram

expressos como a porcentagem de aumento em relagdo ao tamanho inicial.

2.5 Biblioteca de tecidos e preparo para analise histopatologica

Ap06s mensurar 0 edema das patas dos camundongos, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical. O tecido correspondente ao local da injecéo foi coletado com o
auxilio de um bisturi. As amostras foram acondicionadas em microtubos plésticos do tipo
eppendorf com capacidade para 1mL e, fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10%
(formaldeido 4% (v/v), metanol 0,1% (v/v), fosfato de s6dio monossodico (s/v), fosfato de
sodio dissodico (s/v) e H20 deionizada) até o0 momento do uso.

Apos fixacdo, as amostras foram lavadas em agua corrente e seccionadas em plano
sagital com uma lamina para a microtomia e depositadas em cacetes histoldgicos.
Sucessivamente, os cacetes histoldgicos, com as amostras, foram submetidos a uma bateria
de banhos para a desidratacdo. Para tanto, utilizaram-se solugdes constantes de alcool
etilico absoluto (quatro banhos de 1 hora cada). Por fim, as amostras foram diafanizadas
em banhos sucessivos de xilol (trés de 0,5 hora e um de 1 hora). As amostras, apds
desidratadas e diafanizadas, foram embebidas em parafina por 30 minutos (dois banhos) e
emblocadas. O bloco de parafina, contendo a amostra, foi submetido a microtomia,
gerando cortes de 5 um que foram aderidas a laminas de vidro (26 x 76 mm) e secas a
temperatura ambiente. Os cortes foram desparafinadas em xileno e hidratadas em &gua
destilada. Subsequentemente, os cortes foram corados com Hematoxilina de Harris e

Eosina e encobertos com laminulas de vidro aderidas com Novo Entellan®.
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2.6 Andlise histopatoldgica

As andlises foram realizadas em microscopio optico ZEISS AXIO LAB.Al1 com
camera digital AxioCam MRc. Todo o diagndstico foi realizado em objetiva Optica com
aumento de 20X. Foi considerando como parametro para efetividade de neutralizacéo a
distancia dermo-epidermica, uma vez constatado que esse era um dos mecanismos pelo
qual o veneno de B. erythromelas induzia a manifestacdo edematogénica (Vide capitulo
[11). As imagens foram capturadas através do software préprio da camera digital
supramencionada e manipuladas com o software PhotoScape verséo 3.7.

2.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 7.00
(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) San Diego, sendo consideradas
estatisticamente significativas as diferengas com o p<0,05. Os resultados foram
comparados por meio do ANOVA test para medidas repetidas, seguido Dunnett’s test. Os
dados foram representados como média + erro padrdo da média. O recurso grafico foi

gerado através do software supramencionado.
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3 Resultados

3.1 Atividade edematogénica modulada pelo EDTA e heparina sédica

Para o estudo do papel do Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) e da
heparina sédica, como possiveis inibidores da resposta inflamatdria modulada pelo veneno
da serpente B. erythromelas, foi realizado o bioensaio de edema de pata em camundongos.
Adotaram-se esses bioensaios como experimento controle, para verificar a auséncia da
inducdo de edema do tampéo utilizado, phosphate buffered saline (abreviado PBS), junto
aos inibidores. E também para validar a metodologia empregada, no sentido de verificar e
quantificar a alteracdo causada pela injecéo.

Por meio dos dados obtidos percebe-se que houve pequeno aumento do edema de
pata induzido pelo tampdo e pelos inibidores. Embora as diferentes concentracdes de
EDTA, tenham induzdo induziram respostas analogas, quando compradas com a resposta
modulada pelo tampao (PBS), foi constatado que ndo houve diferenca significativa entre
elas (p>0,5) (Figura 1).
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Figura 1 - Avaliagio da atividade edematogénica modulada pelo Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
(EDTA). Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento. Ns
p>0,5. Os dados foram analisados estatisticamente por one-way ANOVA test e Dunnett's test de maltiplas
comparacdes utilizando o software GraphPad Prism versdo 7.00.

As analises histopatolégicas do grupo controle e dos grupos submetidos a diferentes
concentraces de EDTA ndo apresentaram alteracdo no arranjo espacial das camadas da

pele. Derme, epiderme e hipoderme, além do tecido muscular - cuja visualizagdo foi
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possivel nos cortes do tecido tratado com o agente supramencionado — ndo apresentaram
sinais de degradacdo, desconfiguragdo ou qualquer outra alteracdo de cunho patologico.
Por conseguinte, foi perceptivel a vizualizacdo de células do sistema imunologico
relacionadas com a resposta inflamatoria, o que caracteriza, um cenério de infiltrado
inflamatorio. Entretanto, vale ressaltar que a presenga dessas células estd intimamente

vinculada ao processo de reparo e regeneragéo tecidual (Figura 2).

10 pm

Figura 2 - Anélise histopatoldgica do tecido submetido ao modelo experimental de atividade edematogénica
modulada pelo Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA). Cortes histologicos da pata de camundongo
swiss injetada com (A) PBS e EDTA (B) 10 mM, (C) 5.0 mM, (D) 2.5 mM e (E) 1.0 mM. Setas pretas
indicam a juncdo dérmico-epidérmica sem alteragdes.
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Por meio dos dados obtidos percebe-se que, embora as diferentes concentragdes de
heparina sodica, tenham induzdo respostas analogas, quando compradas com a resposta
modulada pelo tampéo (PBS), foi constatado que ndo houve diferenca significativa entre
elas (p>0,5) (Figura 3).
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Figura 3 - Avaliacdo da atividade edematogénica modulada pela Heparina Sddica (Hemofol®). Os valores
representam a média + erro padrdo da média de 6 animais para cada tratamento. Ns p>0,5. Os dados foram
analisados estatisticamente por one-way ANOVA test e Dunnett's test de multiplas comparagdes utilizando o
software GraphPad Prism versdo 7.00.

As analises histopatolégicas do grupo controle e dos grupos submetidos a diferentes
concentracfes de heparina sodica ndo apresentaram alteracdo no arranjo espacial das
camadas da pele. Derme, epiderme e hipoderme, além do tecido muscular - cuja
visualizag&o foi possivel nos cortes do tecido tratado com o agente supramencionado — néo
apresentaram sinais de degradacdo, desconfiguracdo ou qualquer outra alteragéo de cunho
patolégico. Por conseguinte, foi perceptivel a vizualizacdo de células do sistema
imunoldgico relacionadas com a resposta inflamatoria, o que caracteriza, um cenario de
infiltrado inflamatdrio. Entretanto, vale ressaltar que a presenca dessas células esta
intimamente vinculada ao processo de reparo e regeneracéo tecidual (Figura 4).
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Figura 4 - Analise histopatologica do tecido submetido ao modelo experimental de atividade edematogénica
modulada pela Heparina Sédica (Hemofol ®). Cortes histol6gicos da pata de camundongo swiss injetada com
(A) PBS e Heparina (B) 50 Ul, (C) 25 Ul e (D) 10 UL. Setas pretas indicam a juncdo dérmico-epidérmica sem
alteracoes.

3.2 Investigacdo da atividade inibidora do efeito edematogénica do veneno de Bothrops

erythomelas pelo EDTA e Heparina Sddica

Uma vez validadas as doses e a metodologia, foi testado os inibidores (EDTA e
Heparina Sodica) em associagdo com uma Dose Minima Edematogénica (DME) do veneno
de B. erythromelas através do protocolo de pré-incubago. E possivel observar que houve
diferenca significativa entre o potencial edematogénico do grupo que recebeu somente a
DME perante aqueles tratados com a DME acrescida das diferentes concentracfes de
EDTA (p<0.0001) (Figura 5).

Os tratamentos de pré-incubagdo com DME e 10, 5,0, 25 e 1,0 mM de EDTA
inibiram em mais de 50% a atividade edematogénica. Dentro do recurso terapéutico
utilizado foram verificadas respostas diferenciadas. Ao comparar 0 grupo que recebeu a

DME + 10 mM de EDTA com cada um dos grupos que recebeu uma concentracdo menor
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de EDTA (5,0; 2,5; e 1,0 mM) constatou-se que gouve diferenca significativa (p<0.1;
p=<0.01 e p<0.001, respectivamente) (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliagdo do potencial edematogénico modulado pelo veneno da serpente Bothrops erythromelas
frente ao inibidor Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA). Os valores representam a média + erro
padrdo da média de 6 animais para cada tratamento. *p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001. Os
dados foram analisados estatisticamente por one-way ANOVA test e Dunnett's test de multiplas comparacGes
utilizando o software GraphPad Prism versao 7.00.

Verifica-se na analise histopatolégica que o EDTA apresentou um potencial
promissor como tratamento complementar ao recurso terapéutico com os antivenenos. Os
danos teciduais locais modulados pelo veneno, vizualizados no controle foram
neutralizados. Histopatologicamente os tecidos que receberam a DME acrescida do EDTA
apresentaram maior conservagao quanto a organiza¢ao das camadas da pele. Em contraste
com o controle (Figura 6 A), os tratamentos com EDTA (Figuras 6 B, C, D e E)
apresentaram reducdo no numero de células sanguineas e de células inflamatdrias. Pode-se

verificar apenas tracos de separacdo dermo-epidérmica.
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Figura 6 - Analise histopatoldgica do tecido submetido ao modelo experimental de neutralizagdo da atividade
edematogénica modulada pelo veneno de Bothrops erythromelas utilizando o Acido Etilenodiamino Tetra-
Acético (EDTA). Cortes histologicos da pata de camundongo swiss injetada com (A) veneno de Bothrops
erythromelas diluido em PBS e veneno incubado com (B) 10 mM, (C) 5.0 mM, (D) 2.5 mM e (E) 1.0 mM de
EDTA. Setas pretas indicam a jungdo dérmico-epidérmica.

Os tratamentos de pré-incubacdo com DME e 50, 25 e 10 Ul de heparina sodica
inibiram em mais de 50% a atividade edematogénica. Dentro do recurso terapéutico
utilizado foram verificadas respostas andlogas (p=<0.01) quando comparadas com 0 grupo
controle que recebeu apenas a DME (Figura 5).
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Figura 7 - Avaliacdo do potencial edematogénico modulado pelo veneno da serpente Bothrops erythromelas
frente ao inibidor Heparina Sédica (Hemofol®). Os valores representam a média + erro padrdo da média de 6
animais para cada tratamento. *p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001. Os dados foram analisados
estatisticamente por one-way ANOVA test e Dunnett's test de multiplas comparagdes utilizando o software
GraphPad Prism versdo 7.00.

Verifica-se na anélise histopatologica que a heparina sddica apresentou um
potencial promissor como tratamento complementar a soroterapia antivendmica. Os tecidos
apresentaram conservacdo quanto a organizacdo das camadas da pele preservada. Em
contraste com o controle que recebeu a DME (Figura 8 A), nos tratamentos com heparina
sodica (Figuras 8 B, C e D) pode-se verificar apenas tragos de separacdo dermo-epidérmica
(indicado pelas setas pretas). Adicionalmente, pode-se verificar que a heparina também

reduziu a hemorragia nas concentrac@es 50 e 25 Ul (Figuras 8 B e C).
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Figura 8 - Anélise histopatoldgica do tecido submetido ao modelo experimental de neutralizagdo da atividade
edematogénica modulada pelo veneno de Bothrops erythromelas utilizando a Heparina Sédica (Hemofol®).
Cortes histoldgicos da pata de camundongo swiss injetada com (A) veneno de Bothrops erythromelas diluido
em PBS e veneno incubado com Heparina (B) 50 UI, (C) 25 Ul e (D) 10 Ul. Setas pretas indicam a juncao
dérmico-epidérmica.
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4 Discussao

O presente estudo mostrou que o tratamento de uma unidade minima
edematogénica do veneno de B. erythromelas, ap6s ser incubado com diferentes
concentracfes (mM) de EDTA apresentou reducdo significativa no efeito edematogénico
modulado pelo veneno, ocorrendo inibigcdo total do efeito sob concentragéo de 10 mM.
Dessa forma, os dados demonstram uma eficacia relevante do EDTA em impossibilitar o
desenvolvimento do edema no envenenamento.

Em contraposicdo aos dados aqui relatados, Silva-Neto e colaboradores (2018),
constataram que o tratamento local e endovenoso com EDTA 30 minutos apés a
inoculacdo intradérmica do veneno de B. alternatus em coelhos ndo foi capaz de reduzir o
dano tecidual local. Entretanto, os animais que receberam EDTA intramuscular
apresentaram redugéo na formacéo de edema local e, portanto, a sensibilidade no local da
inoculacdo. Portanto, a injecdo de EDTA poderia reduzir o dano do envenenamento in situ
e evitar complicacdes clinicas. Esses achados intensificam a dependéncia de ions metalicos
nas principais enzimas de venenos botropicos. Estudos adicionais sd0 necessarios para
elucidar o potencial do EDTA ap0s a instalacio do envenenamento e para acessar
diferentes locais de injecéo do quelato.

A injecdo de EDTA via subcutanea, entre 5 e 10 minutos, apds o envenenamento
experimental com B. atrox reduziu significativamente a hemorragia, 0 edema e a necrose
em coelhos (FLOWERS; GOUCHER, 1965). Por outro lado, a pré-incubacdo do EDTA
com o veneno das serpentes B. asper (BORKOW et al., 1997), B. jararaca (TANIZAKI et
al., 1989) e B. jararacussu (MAZZI et al., 2004) ndo inibiu a formacdo de mionecrose e
edema. Através da injeccdo intraperitoneal do veneno de B. asper pré-incubado com
EDTA a infiltracdo leucocitaria foi significativamente reduzida (FERNANDES et al.,
2006).

A capacidade do EDTA de quelar ions proporcionaria um potencial inibitério das
fosfolipases dependentes de Ca?* do veneno botrdpico, responsaveis pela maioria das
lesBes teciduais. Uma vez que se ligam ao Ca?*, um co-factor chave que é critico para a
hidrolise lipidica mediada pelas PLA2 por meio da quebra da ligacdo acila-sn-2 dos
glicerofosfolipideos da membrana plasmatica, o processo de quelagdo do Ca?* pelo EDTA

compromete a funcdo fosfolipasica do veneno (OJEDA et al., 2018).
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O potencial edematogénico do veneno de B. erythromelas foi reduzido em 46,41%
ao se utilizar como candidato terapéutico o extrato de Jatropha mollissima na dose de 50
mg / kg e 57,58% por dexametasona (GOMES et al., 2015). Por outro lado, o antiveneno
botrépico utilizado clinicamente no tratamento de envenenamentos humanos néo inibe tal
efeito (FELIX-SILVA et al., 2017). Uma possivel justificativa para esse potencial
neutralizante insatisfatorio do antiveneno, é o fato de que o antiveneno neutraliza as
toxinas, mas ndo apresenta a capacidade de neutralizar a acdo dos mediadores
inflamatorios enddgenos posteriormente liberados.

Destarte, existe a necessidade do delineamento de um procedimento terapéutico,
complementar ao antiveneno, que tenha como alvo a neutralizacdo de células
inflamatdrias, inibindo a sua ativacdo, bem como a a¢ao dos mediadores inflamatorios. Por
esse contexto, 0 EDTA seria descartado haja vista que atua nas toxinas. Assim, optou-se
pela avaliacdo pré-clinica de um segundo candidato que apresentasse longa vida de
prateleira e facil aquisicdo, permitindo sua utilizacdo no leito, a heparina sodica.

A heparina sodica tem sido indicada como um forte inibidor inflamatorio, devido a
sua atuacao sobre diferentes mecanismos que promovem o processo inflamatorio, atuando
sobre a superfice de células inflamatorias, na ligacdo de enzimas e no bloqueio de vias de
sinalizacdo celular (MULLOY et al., 2016)

Precipuamente, a heparina sodica € um potente inibidor da liberagdo de citocinas
por mastocitos, o que compromete a ativacdo da via do recrutamento de células
inflamatorias para os sitios de lesdo (MULLOQOY et al., 2016). Em pacientes envenenados
por B. erythromelas, observa-se uma diminui¢do no percentual de células inflamatorias, o
que sugere que a reducdo pode ser um indicativo da migracdo celular para os tecidos,
contribuir e/ou regular os quadros inflamatorios observados. Com isso, a reducao
quantitativa no sangue periférico (LUNA, 2010). Essa migracdo celular, no entanto, pode
ser inibida com a introducdo da heparina no microambiente lesionado. Como
de células inflamatorias, através da ligacdo e neutralizacdo de enzimas e mediadores
relacionados ao processo inflamatério (MULLOY et al., 2016).

Os tratamentos que empregaram a pré-incubacdo da dose minima edematogénica
com diferentes concentracbes de heparina, demostraram inibicdo da modulacéo
edematogénica pelo veneno. Todos os tratamentos com o inibidor da resposta inflamatoria

supramencionado diferiram do controle, sendo constatada uma similariedade estatistica
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entre as concentragdes inibitdrias utilizadas no estudo. Por conseguinte, foi verificada que
a inibicdo edematogénica ndo se da de forma dose-resposta, havendo uma necessidade da
padronizacdo de doses e vias para administracdo para continuidade deste estudo, o que

constituira o scopo de trabalhos futuros.
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5 Consideracoes finais

A partir dos dados obtidos, verificou-se que tanto o Acido Etilenodiamino Tetra-
Acético (EDTA) quanto a heparina sodica, ndo apresentam a capacidade de deflagrar
edema. Adicionalmente, a analise histopatoldgica corroborou tais achados. Ndo foram
diagnosticadas quaisquer alteracdes no arranjo espacial das camadas da pele, embora
células imunoldgicas, relacionadas ao mecanismo de reparo e regeneracdo tecidual, foram
identificadas.

Esse estudo revelou que a presenga de quelantes, no caso o0 EDTA e a heparina
sodica, € capaz de neutralizar o efeito edematogénico modulado pelo veneno de B.
erythromelas através de protocolos de pré-incubagdo. Embora 0s mecanismos precisos e as
vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo permanecam enigmaticos, e elucida-los
esteja além do scopo desse estudo, a autenticidade dos resultados expressos
guantitativamente é apoiada pelos dados histopatoldgicos aqui apresentados. Vale a pena
considerar o fato de que o tratamento atual de envenenamentos com o antiveneno esta
longe de atingir a perfeicdo, uma vez que enfrenta barreiras como a qualidade de producao,
a variabilidade apresentada pelos venenos e o deficit inibitorio de danos tissulares. Por essa
razdo, especulagdes como as destacadas devem avangar prontamente.

Os dados ora apresentados sdo suficientes para comecar a afirmar a existéncia do
potencial terapéutico advindo das moléculas de EDTA e da heparina sédica. O uso de
inibidores sintéticos de venenos com alta difusibilidade, longa vida de prateleira e facil
aquisicdo, que poderiam ser aplicados logo ap0s 0 envenenamento, representa uma
alternativa para superar limitacdes na terapia com antiveneno em relacdo ao dano tecidual
local.

Como os toxinologistas continuam a trabalhar para desenvolver e validar novos
produtos para a terapéutica das atividades dos venenos, a presente investigacdo seguirad na
busca por biomarcadores visando compreender o sucesso terapéutico da lesdo tecidual
modulado pelo veneno de B. erythromelas. Espera-se que este trabalho preliminar ajude a

incentivar pesquisas futuras nesta fascinante area.
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