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RESUMO

Acidentes que envolvem empeconhamento decorrente da inoculagdo de toxinas pelo
aparelho inoculador das serpentes sdao denominados de acidentes ofidicos. Em 2017, a
Organizagdo Mundial de Salde, inseriu acidentes ofidicos na lista de alta prioridade das
doencas tropicais negligenciadas. O Brasil € o pais da América do Sul com o maior indice
de empeconhamento, em 2017 foram registrados 222.452 casos de ofidismo. A familia
Viperidae foi responsavel por 98,7% dos ofidismos identificados, sendo o género Bothrops
responsavel por 91,4% dos casos registrados com serpentes identificadas. No ofidismo
botropico podem ser observados diversos sintomas, podendo ser divididos em alteracdes
fisiopatologicas locais e sistémicas, esses variados sintomas se dao devido a composicéo de
sua peconha, exibindo diversas atividades farmacoldgicas (antibacteriano, antiparasitario,
inducdo de apoptose, etc.). Poucos estudos avaliaram a a¢éo oxidativa de peconhas ofidicas
sobre células sanguineas e devido a isso, 0s efeitos das peconhas sobre a hemoglobina ndo
sdo completamente compreendidos. Ainda assim, estudos com diversas serpentes diferentes
ja descreveram o potencial oxidante de hemoglobina presente nas peconhas. Até o presente,
o soro antiofidico ndo oferece protecdo contra o possivel efeito oxidante causado pelo
ofidismo, a formacdo de metahemoglobina pode resultar em uma severa
metahemoglobinemia, o que poderia levar a um quadro fatal de hipoxia. Com isso, este
trabalho tem como objetivo, avaliar e comparar a taxa de formacdo de metahemoglobinas
causadas pela presenca das peconhas de Bothrops alternatus, B. jararacussu e B. moojeni
sobre solucdes de hemoglobinas humanas provenientes de sangue venoso do tipo O+. O
potencial efeito oxidante desencadeado pelas pegonhas em solugdes de hemoglobinas
provenientes tanto de um concentrado de heméacias como do sangue total humano foi
avaliado in vitro. A presenca de diferentes quantidades das peconhas de B. alternatus, B.
jararacussu e B. moojeni em solucdes de hemoglobinas provenientes tanto de um
concentrado de hemacias como do sangue total, provocaram maior formacdo de
metahemoglobina quando comparado com a oxidacdo espontanea (controle negativo), e
ainda, apresentaram resultados semelhantes, com pequenas diferengas entre si. Estudos
realizados com diversas espécies das familias Viperida e Elapidae, evidenciaram que as
peconhas ofidicas possuem um potencial efeito de inducdo da oxidacdo de hemoglobina.
Embora nédo se saiba ao certo 0s mecanismos envolvidos no processo de oxidagdo, supdem-
se que esse efeito é devido a acdo indireta da L-aminoacido oxidase, ou até mesmo um efeito
gerado pela Fosfolipase Az. Ainda assim, os estudos atuais que avaliam o efeito oxidante de
peconhas ofidicas sobre a hemoglobina séo escassos, impedindo inferir com maior precisdo
0s mecanismos envolvidos neste processo. Estudos mais aprofundados necessitam ser
realizados para que possa ser entendido o mecanismo de interacdo entre componentes
ofidicos com a hemoglobina para causar a formacdo significativa de metahemoglobina
observada.

Palavras-chave: Ofidismo; Oxidagdo; Metahemoglobina



ABSTRACT

Accidents involving stunting due to toxin inoculation by the snake inoculating apparatus are
called ophidism. In 2017, the World Health Organization placed snakebite accidents on the
high priority list of neglected tropical diseases. Brazil is the country in South America with
the highest rate of accidents, in 2017 there were 222,452 cases of ophidism. The Viperidae
family was responsible for 98.7% of the identified ophidisms and the Bothrops genus was
responsible for 91.4% of the cases registered with identified snakes. In botropic ophidism,
several symptoms can be observed and can be divided into local and systemic
pathophysiological changes. These varied symptoms are due to the composition of its venom,
exhibiting various pharmacological activities (antibacterial, antiparasitic, induction of
apoptosis, etc.). Few studies have evaluated the oxidative action of snake venoms on blood
cells and due of this, the effects of venoms on hemoglobin are not fully understood. Still,
studies with several different snakes have described the oxidative potential of hemoglobin
present in venom. To date, anti-snake venom serum does not offer protection against the
possible oxidant effect caused by ophidism, the methaemoglobin formation may result in
severe methaemoglobinemia, which could lead to a fatal hypoxia. Thus, this work aims to
evaluate and compare the rate of formation of metahemoglobins caused by the presence of
venom from Bothrops alternatus, B. jararacussu and B. moojeni on human hemoglobin
solutions from venous blood type O +. The potential oxidative effect caused by venoms in
hemoglobin solutions from both red blood cell concentrates and human whole blood was
evaluated in vitro. The presence of different amounts of B. alternatus, B. jararacussu and B.
moojeni venoms in hemoglobin solutions from both red blood cell and whole blood cells
caused a higher formation of methemoglobin when compared to spontaneous oxidation
(negative control), and, also presented similar results, with slight differences among
themselves. Studies conducted with several species of the Viperida and Elapidae families
showed that ophidian venoms have a potential effect on hemoglobin oxidation. Although the
mechanisms involved in the oxidation process are not known, it is assumed that this effect is
due to the indirect action of L-amino acid oxidase, or even an effect generated by
Phospholipase A2. Nevertheless, current studies evaluating the oxidizing effect of
ophthalmic venom on hemoglobin are scarce, preventing the more precise inferences of the
mechanisms involved in this process. Further studies need to be performed to understand the
mechanism of interaction between ophidic components with hemoglobin to cause significant
methemoglobin formation observed.

Keywords: Ophidism; Oxidation; Methemoglobin
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1. INTRODUCAO
1.1 — Ofidismo

Acidentes que envolvem empeconhamento decorrente da inoculagdo de toxinas pelo
aparelho inoculador das serpentes sdo denominados de acidentes ofidicos ou ofidismo
(PAIXAO JUNIOR, 2017). Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) inseriu
acidentes ofidicos na lista de alta prioridade das doencas tropicais negligenciadas (WHA,
2018). Mundialmente, 5,4 milhdes de acidentes com serpentes sdo registrados por ano, dos
quais 1,8 a 2,7 milhdes séo casos de ofidismo, resultando entre 81.410 e 137.880 fatalidades
ocasionando graves crises medicas e socioecondémicas (SANTHOSH et al., 2016; WHO,
2019).

No Brasil, ha 411 espécies de serpentes descritas, das quais 66 destas sdo consideradas
peconhentas e distribuem-se entre as familias Viperidae e Elapidae (UETZ, 2019). O Brasil
é 0 pais da América do Sul com o maior indice de empeconhamento, com 29 mil casos ao
ano, sendo um dos cinco paises com maiores estimativas mundiais (FERREIRA, 2017,
SANTOS, 2018). Os representantes da familia Viperidae sdo responsaveis tanto pela maioria
dos casos, como pelos casos mais graves (SANTOSH et al., 2016). De acordo com os dados
disponibilizados pelo Ministério da Salde, em 2017 foram registrados 222.452 casos de
ofidismo e destes 25.388 acidentes tiveram a espécie de serpente identificada. A familia
Viperidae foi responsavel por 98,7% dos ofidismos identificados e sendo o género Bothrops

responsavel por 91,4% dos casos registrados com serpentes identificadas (BRASIL, 2019).

1.2 — Caracteristicas do género Bothrops

As serpentes do género Bothrops sdo popularmente conhecidas como jararacas,
ouricana, jararacucu, caicaca, entre outros. O género engloba 45 espécies das quais 27 sdo
encontradas em territorio brasileiro (UETZ, 2019).

As espécies deste género possuem a cauda lisa, denticdo maxilar com um par de presas
canaliculadas de grande mobilidade e possuem um érgéo termorreceptor situado entre o olho
e a narina denominado de fosseta loreal. Essas serpentes sdo amplamente distribuidas em
todo territério brasileiro e habitam geralmente zonas rurais e periferias de grandes cidades,
com preferencias por ambientes Umidos como matas e areas cultivadas. (PINHO; PEREIRA,
2001; PAIXAO JUNIOR, 2017).



1.2.1 — Bothrops alternatus (Duméril, Bibron & Duméril, 1854)

Conhecida popularmente como urutu e urutu cruzeiro, a Bothrops alternatus apresenta
ampla distribuicdo geogréafica sendo encontrada em paises como Argentina, Paraguai e
Uruguai. No Brasil, pode ser encontrada nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul em zonas de cultivo,
principalmente em plantacGes de cana-de-agucar. Embora seus acidentes raramente levem a
Obito, sua peconha € capaz de provocar necroses teciduais e musculares podendo causar
amputagdes (O’SHEA, 2018; UETZ, 2019).

Figura 1 — Bothrops alternatus e sua distribuicdo geogréafica.

(A) Espécime adulto de B. alternatus. (B) Em vermelho, a distribuigdo nos locais em que essa
serpente pode ser encontrada. Fontes: O’SHEA M., 2018, p.561; adaptado de UETZ, 20109.

1.2.2 — Bothrops jararacussu (Lacerda, 1884)

Conhecida popularmente como jararacucu, a Bothrops jararacussu € encontrada na
Argentina, Bolivia, Paraguai e no Brasil. Esta distribuida, em territorio nacional, nos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Sul e Bahia. Os individuos chegam até 1,80m
de comprimento, sendo a espécie que produz uma maior quantidade de veneno e uma que
mais causam fatalidades no Brasil. (SHUPE, 2013; UETZ, 2019).

(A) Espécime adulto de B. jararacussu. (B) Em vermelho a distribuicdo nos locais em que essa
serpente pode ser encontrada Fontes: SHUPE, 2013, capitulo 9; adaptado de UETZ, 2019.



1.2.3 — Bothrops moojeni (Hoge, 1966)

A Bothrops moojeni € conhecida como cai¢aca ou caissaca sendo a maior
serpente do género, podendo chegar até 2 metros e 20 centimetros. Esta amplamente
distribuida em todo territorio brasileiro, nos estados da Bahia, Piaui, Parana, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goids e Maranhdo e é comumente encontrada em regides

de savanas e pastagens. Os acidentes com B. moojeni geralmente sdo fatais e, quando ndo,
levam a amputacdo (SHUPE, 2013; UETZ, 2019).

(A) Espécime adulto de B. moojeni. (B) Em vermelho distribui¢do nos locais em que essa serpente
pode ser encontrada Fonte: SHUPE, 2013, capitulo 9; Adaptado de UETZ, 20109.

1.3 — Efeitos bioldgicos e farmacoldgicos da peconha

No ofidismo botrépico podem ser observados diversos sintomas, podendo ser
divididos em alteracdes fisiopatoldgicas locais e sistémicas. Quando locais, é observado a
formacéo de edema, mionecrose, hemorragia e, em casos mais graves, pode ocorrer necrose
do tecido, gerando sequelas permanentes na vitima. Dentre as alteracGes sistémicas pode ser
observada insuficiéncia renal aguda, alteracdes cardiovasculares, desregulacdo da
hemostasia, além nauseas, vomitos e hipotensdo arterial (PINHO; PEREIRA, 2001; SILVA,
2017).

Os variados sintomas observados pelo empeconhamento por serpentes do género
Bothrops ocorrem devido composicao de sua peconha. As peconhas de serpentes sdo uma
mistura complexa de proteinas, polipeptidios, ions metélicos, carboidratos, nucleotideos,
aminas e lipideos (GUO et al., 2012). As peconhas botropicas sdéo compostas por moléculas
proteicas, como as fosfolipases A, L-aminodcido oxidase, lectinas, proteases,
hialuronidases, acetilcolinesterases, ativadores de proteina C e ions inorganicos como,
calcio, cobalto, magnésio, cobre, ferro e potassio (STOCKER, 1990).

Devido a sua composicdo, as peconhas ofidicas apresentam diversas atividades
farmacolodgicas (GUO et al., 2012). Estudos demonstraram efeitos de inducéo de apoptose
(SUHR et al., 1996), na hemostasia (MATSUI et al., 2000), antibacteriano (NASCIMENTO



CANHAS et al., 2017), na agregacdo de plaquetas (JULIANA et al., 2017), antitumoral
(CALDERON et al., 2014; COSTA et al., 2014) e antiparasitaria (CISCOTOO et al., 2009).

O estresse oxidativo ainda é um efeito bioldgico pouco estudado em casos de
ofidismo (SUNITHA et al., 2015). Porém, alguns estudos j& avaliaram o estresse oxidativo
causados pela peconha de Vipera russelli (SANTHOSH et al., 2013b; SANTHOSH et al.,
2016) e pela peconha de Crotalus durissus terrificus (YAMASAKI et al., 2008). Ainda, um
potencial efeito antioxidante foi observado nas pegonhas de Cerastes cerastes gasperetti e
Naja naja (HAFFOR; AL-SADOON, 2008; DAS et al., 2011)

Poucos estudos avaliaram a acéo oxidativa de peconhas ofidicas sobre células
sanguineas e devido a isso, os efeitos das peconhas sobre a hemoglobina ndo sdo
completamente compreendidos (WILLIAM et al., 2018). Em 2015, Sharma e colaboradores
avaliaram a inducdo de formag&o metahemoglobina causada pela presenca das peconhas de
Naja naja, Ophiophagus hannah, Echis carinatus e Daboia russelli. Meléndez-Martinez e
colaboradores (2017) estudaram o estresse oxidativo de eritrécitos humanos causados pela
presenca da peconha de Crotalus molossus nigrescens. Williams e colaboradores (2018)
avaliaram a oxidacdo de hemoglobinas causada pela presenca de peconhas de 47 espécies de
serpentes das quais apenas 7 ndo induziram a formacdo de metahemoglobina; os efeitos
oxidativos da hemoglobina causados pela peconha de Naja nigricollis foram descritos com
maior énfase, devido a este apresentar uma maior oxidacdo da hemoglobina dentre todas as
peconhas avaliadas.

Conforme descrito por Sharma e colaboradores (2015), até o presente, 0 soro
antiofidico ndo oferece protecdo contra o possivel efeito oxidante causado pelo ofidismo. A
formacgé@o de metahemoglobina pode resultar em uma severa metahemoglobinemia, o que

poderia levar a um quadro fatal de hipoxia.

1.4 — Componentes do sangue

O sangue humano € dividido em duas porc¢Oes: uma parte aquosa denominada de
plasma que compdem aproximadamente 55% dos componentes totais do sangue, e uma outra
porcdo formada por elementos figurados (eritrdcitos, leucocitos e plaquetas) os quais
compdem 45% do sangue total (fig. 4). O plasma humano é formado por agua (91,5%) e
solutos (8,5%), dentre esses 7% sdo formados por proteinas como albumina, globulina e
fatores de coagulagdo e os demais 1,5% s&o constituidos por eletrélitos, nutrientes (glicose,

acido graxo), gases (oxigénio, dioxido de carbono), substancias reguladoras (vitaminas,



horménios, enzimas) e produtos residuais. Aproximadamente 99% dos elementos figurados
sdo representados por eritrocitos e, menos de 1% por leucdcitos e plaquetas (TORTORA;
DERRICKSON, 2016).

Figura 4 — Componentes totais do sangue.
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Os eritrocitos, também conhecidos como globulos vermelhos, representam as
células principais do sistema circulatdrio. Sdo células anucleadas, biconcavas e discoides,
caracterizadas pela sua fungdo primordial de transporte de oxigénio (fig. 5). O transporte de
oxigénio é realizado por uma proteina transportadora chamada de hemoglobina. Cada
eritrécito contém aproximadamente 280 moléculas de hemoglobina (SPRAGUE et al., 2007;
TORTORA; DERRICKSON, 2016; FARAG; ALAGAWANY, 2018).

As hemoglobinas (Hb) sdo proteinas globulares, presentes em altas
concentragdes nos eritrocitos (fig. 5a). Em humanos, sdo responsaveis pelo transporte de
oxigénio dos pulmdes para os tecidos e, também transportam CO2 e H* dos tecidos para os



pulmdes. A molécula de hemoglobina é tetramérica, composta por duas cadeias
polipeptidicas a (141 aminodcidos) e duas B (146 aminoacidos) (o22) e cada cadeia esta
associada a um grupo prostético heme (fig. 5b). O grupo heme apresenta uma forma
heterociclica derivada da porfirina, consistindo em quatro anéis pirrélicos unidos por pontes
de meteno. A porfirina do grupo heme é conhecida como protoporfirina IX e por apresentar
um atomo de ferro em seu centro o qual é responsavel pela cor avermelhada do sangue. Nas
hemoglobinas funcionais o ferro encontra-se no estado ferroso (Fe?*) (fig. 5¢) e interage com
0 O, transportando-o pelo organismo (DEVLIN; 2007; VOET; VOET, 2013; DAVID; COX,
2014).

Figura 5 — A forma do eritrécito e a molécula de hemoglobina
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1.5 — Oxidacao de hemoglobina

Os eritrocitos possuem um alto teor de acidos graxos em sua membrana e, em
seu interior, uma alta quantidade de hemoglobina e oxigénio, 0 que o0 torna susceptiveis ao
efeito oxidante (BILTO et al, 2012). O Fe?* (em seu estado ferroso) quando é oxidado a Fe3*
(estado férrico), forma a metemoglobina ou metahemoglobina (mHb). A mHb é incapaz de
se ligar ao O, pois 0 Fe3* interage octaedricamente com uma molécula de H>O. A mHb é
responsavel pela coloracdo marrom no sangue seco. (VOET; VOET, 2011).

Embora a autoxidacdo de hemoglobina aconteca espontaneamente no corpo
humano, os eritrécitos possuem a enzima metemoglobina-redutase a qual reduz o Fe3" de
volta ao seu estado ferroso (VOET; VOET, 2011).

A concentracdo normal de metahemoglobina em eritrécitos humanos pode variar
de 0,5 a 1% da quantidade total de eritrocitos (MAL; CHATTERJEE, 1991). Quando a taxa



de oxidagdo é maior que a velocidade enzimatica de reducdo, resulta-se em um quadro
patoldgico denominado de metahemoglobinemia (MURINELLO et al., 2001; VOET; VOET,
2011).

Segundo William et al. (2018), no ofidismo, as espécies reativas de oxigénio (EROSs)
podem ser geradas por duas vias: metabolito (H.0,) da desaminag&o da L-amino&cidos via svLAAQOs
ou pela peroxidagdo de lipideos causados pela acdo das fosfolipases A,. Contudo, a oxidagdo da
hemoglobina pode estar associada tanto a atividade catalitica das fosfolipase A.S presentes na
peconha causa lise celular (eritrocito) que expde a oxihemoglobina como aos demais componentes

presentes na pegonha, como as svLAAQOSs interagem com a oxihemoglobina oxidando-a.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar (in vitro) e comparar a taxa de formacdo de metahemoglobinas causadas
pela presenca das pegonhas de Bothrops alternatus, B. jararacussu e B. moojeni sobre

solugdes de hemoglobinas humanas provenientes de sangue venoso do tipo O, Rh positivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar, in vitro, a taxa de formacdo de metahemoglobina causada pela presenca da
peconha bruta de Bothrops alternatus sobre humanas provenientes, tanto de sangue
total humano, quanto de um concentrado de hemacias.

e Investigar, in vitro, a oxidacdo de hemoglobinas causada pela presenca da pegonha
bruta de Bothrops jararacussu sobre solucdo de hemoglobinas humanas
provenientes, tanto de sangue total humano, quanto de um concentrado de hemacias.

e Auvaliar, in vitro, a taxa de metahemoglobina formada devido a presenca da peconha
bruta de Bothrops moojeni em uma solucdo de hemoglobinas humanas provenientes,
tanto de sangue total humano, quanto de um concentrado de hemacias.

e Comparar a taxa de formacdo de metahemoglobinas humanas devido a presenca de

peconhas brutas de Bothrops alternatus, B. jararacussu e B. moojeni.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Peconha Bruta

Os pools das peconhas brutas de Bothrops alternatus, B. jararacussu e B.
moojeni foram cedidos pela Universidade Catolica Dom Bosco — UCDB, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brasil, de acordo com o “Acordo de cooperagdo técnica ¢ cientifica

entre a UFPB e a UCDB” e segundo os “Termos de origem dos venenos de serpentes”.

Foram utilizadas cinco quantidades diferentes (1, 5, 10, 50 ¢ 100ug) das
peconhas brutas de B. alternatus, B. jararacussu e B. moojeni, solubilizados em PBS 10x,
pH 7,4.

3.2 Eritrocitos, sangue total e aspectos éticos

O sangue do tipo sanguineo O, Rh positivo foi coletado de voluntarios sadios por
meio de puncdo venosa (ndo traumatica) na veia do antebraco, utilizando tubos de coleta
contendo citrato de sédio (1:9). Para a coleta, os doadores permaneceram em jejum por, no

minimo, quatro horas e nao fizeram uso de nenhum tipo de medicacao nos dez dias anteriores.

O armazenamento e a utilizacdo do sangue humano foram realizados de acordo com
a Resolucdo No 441 de 12 de maio de 2011, do Conselho Nacional de Salde. A coleta de
material bioldgico e os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley CEP/HULW
sob 0 numero CAAE 61023116.3.0000.5183, de acordo com as normas éticas estabelecidas
pela Norma Operacional no 001/2013 das Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos e pela Resolucdo 466/12 da Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

3.3 Preparacao da solucdo de hemoglobina e ensaio oxidante

O potencial efeito oxidante das pegonhas brutas de Bothrops alternatus, B.
jararacussu e B. moojeni sobre solugfes de hemoglobinas (SolHb), provenientes tanto do
sangue total humano, como de um concentrado de hemaécias foi avaliado in vitro.

Para a obtencdo de uma SolHb a 10% proveniente do sangue total (SolHb-ST)
foi utilizado sangue total, glicose a 10% e Tampé&o Fosfato Salina (do inglés, PBS 10x, pH

7,4). Utilizou-se triton X-100 para lisar as células e expor a hemoglobina. A SolHb a 5%



proveniente do concentrado de eritrocitos (SolHb-CE) foi obtida ap6s a lavagem das
hemacias com PBS por 3 vezes, a 3.000 RPM por 5 minutos.

Apdbs o preparo, diferentes quantidades das peconhas brutas avaliadas foram
adicionadas separadamente as SolHb-ST e SolHb-CE em uma placa de 96 pocos e foram
incubadas por 20 minutos a ~25°C. O controle negativo foi composto somente de SolHb
enquanto que no controle positivo foi adicionado fenilhidrazina, um reconhecido agente
oxidante. Para obtencdo taxa de oxidacdo das hemoglobinas foram realizadas leituras nos
comprimentos de ondas de 540 e 630nm em um leitor de microplacas (Multiskan GO), de
hora em hora, por 72 horas de experimentacdo. O calculo da taxa de metahemoglobina (mHDb)
formada, foi realizado de acordo com a equacéo #1. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

%metHb = 100x D.0. (630nm) Equacdo #1
D.0.(630nm) + D.0.(540nm)

3.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da media (EPM) e
analisados estatisticamente utilizando o teste Two-way ANOVA no software GraphPad
Prism versdo 8.0 (GraphPad Softwar Inc., San Diego CA, E.U.A). Os valores de p<0,05
foram considerados significantes (ns: valor de p>0,05; *: valor de p<0,01; **: valor de
p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001).
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4. RESULTADOS
4.1. Bothrops alternatus

O efeito oxidante observado na solHb-CE a 5% causado pela presenca da
peconha bruta de Bothrops alternatus foi significante e de forma dose dependente
inversamente proporcional ao tempo (maior a quantidade de pegconha em menor tempo), com
excecdo da quantidade de 1pg (Fig. 6).

Figura 6 — Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da pegonha bruta de Bothrops

alternatus sobre hemoglobinas provenientes de um concentrado de eritrocitos humano do tipo O+ (solHb-CE)
a 5%.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

A taxa de metahemoglobina (%omHb) formada espontaneamente, e pela presenca
das diferentes quantidades da peconha de Bothrops alternatus, foram similares durante as
primeiras sete horas de experimentacdo (fig.6). A quantidade de 100ug, apo6s a 82 hora,
causou um aumento significativo na taxa de formacgdo de mHb (%mHb ~15% e controle
negativo: %mHb ~12%) e seguiu aumentando nas horas seguintes. A quantidade de 50ug,
na 172 hora, apresentou uma taxa significante ~17% de formagédo de mHb e continuou
aumentando nas leituras subsequentes. As quantidades de 10ug e 5ug provocaram aumentos
significativos na taxa de oxidagdo da hemoglobina durante as 292 (~22%) e 322 (~21%) horas

de experimentacdo, respectivamente. Complementarmente, durante a 382 hora, as
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quantidades de 100ug e 50pg da peconha bruta avaliada apresentaram a mesma porcentagem
de formacao %mHb (~33%). Nas horas seguintes, a quantidade de 100ug apresentou menor
taxa de formacdo de mHb que a quantidade de 50ug, a qual atingiu o valor maximo de
oxidacdo na 50? hora, com 38% de formacéo de mHb, sendo esse valor o mais aproximado

do controle positivo, que se manteve em ~45% durante todo o experimento.

O perfil de oxidacdo de uma solHb-ST a 10% devido de diferentes quantidades

da peconha bruta de B. alternatus sobre foi semelhante ao observado para solHb-CE a 5%
(fig.7).

Figura 7— Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da peconha bruta de Bothrops
alternatus sobre hemoglobinas provenientes de sangue total humano do tipo O+ (solHb-ST) a 10%.
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Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média.

A taxa de formacdo de mHb na solHb-ST devido a presenca das diferentes
quantidades da peconha foram iguais ao controle negativo durante as primeiras 5 horas de
experimentacdo. A quantidade de 100ug apresentou atividade oxidante significativa (~15%)
na 62 hora de avaliagdo, aumentando gradativamente nas horas seguintes. A quantidade de
50ug expressou uma taxa de formacdo de mHb significativa (~16%) a partir da 122 hora,
aumentando no decorrer do experimento. As quantidades de 5ug e 10pg provocaram um
aumento significado na taxa de formagdo de mHb (ambos ~23%) somente apos a 322 e 332
horas de experimentagéo, respectivamente. Complementarmente, durante a 382 hora, as

quantidades de 100pg e 50ug apresentaram a mesma taxa de formacao de mHb (~35%). Nas
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leituras subsequentes, a quantidade de 50ug atingiu a taxa maxima de ~40% na 502 hora de
oxidacgéo da hemoglobina, sendo a taxa que mais se aproximou do valor obtido no controle

positivo, o qual se manteve em ~45% durante todo o experimento.

4.2. Bothrops jararacussu

A taxa de oxidacdo da hemoglobina observada na solHb-CE a 5% causado pela
presenca da peconha bruta de Bothrops jararacussu foi significante em todas quantidades
avaliadas e de forma dose dependente inversamente proporcional ao tempo, com excecao da

quantidade de 1ug que ndo apresentou valores significativos durante o experimento. (fig. 8)

Figura 8- Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da pegonha bruta de Bothrops

jararacussu sobre hemoglobinas provenientes de um concentrado de eritrécitos humano do tipo O+ (solHb-

CE) a 5%.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

A %mHb formada espontaneamente e pela presenca das diferentes quantidades
da peconha bruta de B. jararacussu foram similares até a 42 hora de experimentacdo. A
quantidade de 100ug causou um aumento significativo de 2,33% (%mHb 13.88%, e controle
negativo: %mHb 11.5) na taxa de formagdo de mHB, durante a 5% hora, seguido de um
consideravel aumento nas horas posteriores. A quantidade de 50ug apresentou uma
significante taxa de formacdo de mHb (~16%) na 92 hora, estabilizando apos 662 hora com
33%. A quantidade de 10ug provocou uma oxidacdo de hemoglobina significante (~20%)

durante a 242 hora e atingindo a maior %mHb (~38%), dentre todas as quantidades
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observadas, na 662 hora. A quantidade de 5ug mostrou um valor significativo na 28?2 hora
(~22%), estabilizando em 33%, apds a 60? hora.

O perfil do efeito oxidante causado pela peconha bruta de B. jararacussu sobre
10% de solHb-ST foi semelhante ao observado para solHb-CE (fig.9), com excecdo da

quantidade de 1ug que ndo apresentou valores significativos durante todo o experimento.

Figura 9- Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da pegonha bruta de
Bothrops jararacussu sobre hemoglobinas provenientes do sangue total humano do tipo O+ (solHb-
ST) a 10%.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

A taxa de %mHb do controle negativo e das quantidades de peconhas foram
semelhantes até a 6% hora de experimentacdo. A quantidade de 100ug causou um aumento
significativo apds a 72 hora (YomHb ~16%) e continuou aumentando nas horas seguintes. A
guantidade de 50ug apresentou formacdo de mHb significativa (~17%) apo6s 112 hora,
aumentado a taxa de oxidacdo da hemoglobina nas horas subsequentes até atingir 35% na
hora 66. As quantidades de 10ug e 5ug demonstraram valores significativos durante a 292
(~23%) e 362 (~25%) hora de experimentacao, respectivamente e aumentaram a %mHb até
ahora 63, quando a taxa de oxidacdo estabilizou em 35%, para a quantidade de 5ug, enquanto
a quantidade de 10pug, atinge o valor maximo de de %mHb (~40%), mantendo-se estavel até

o fim do experimento.
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4.3. Bothrops moojeni

A atividade oxidante causada pela presenca da peconha bruta de Bothrops
moojeni sobre uma solHb-CE a 5% foi significante e de forma dose dependente inversamente

proporcional ao tempo em todas quantidades avaliadas (fig. 10)

Figura 10— Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da peconha bruta de Bothrops
moojeni sobre hemoglobinas provenientes de um concentrado de eritrécitos humano do tipo O+ (solHb-CE) a
5%.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

A presenca da quantidade de 100g da peconha bruta de B. moojeni sobre uma solHb-
CE apresentou uma formacdo de mHb significativa (Y%omHb: ~15%) na 5% hora de
experimentacao, estabilizando apds a hora 672 (%mHb: ~33%). A quantidade de 50ug atingiu
o valor de 16% de %mHb na 72 hora de experimentacdo, estabilizando ap6s a hora 60
(%mHb: ~30%). A quantidade de 10pg, provocou uma oxidacao de hemoglobina significante
(~20%) durante a 192 hora, atingindo o valor maximo de oxidacdo da hemoglobina na hora
43?2 (Y%omHDb: ~38%). As demais quantidades de 5ug e 1pg causaram um aumento de formacéo
de mHb significativo durante as horas 29% (~24%) e 35% (~26%), respectivamente,
estabilizando apds as horas 60 (%mHb: ~35%), e 64 (Y%omHb: ~34%), respectivamente.

15



A avaliagéo da atividade oxidante da peconha bruta de B. moojeni, em todas as
quantidades avaliadas, sobre uma solHb-ST a 10% apresentou valores significativos (fig. 11)

seguindo o perfil de forma dose dependente inversamente proporcional ao tempo.

Figura 11 - Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da peconha bruta de Bothrops
moojeni sobre hemoglobinas provenientes do sangue total humano do tipo O+ (solHb-ST) a 10%.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da media.

A presenca das quantidades de 100ug e 50ug causaram um aumento significativo
na formacdo de metahemoglobina em relacdo ao controle negativo durante a 5% e 62 hora,
respectivamente (ambos apresentando ~15), estabilizando ap6s a hora 692 (%omHb: ~34%) e
60? hora (mHb: ~31%), respectivamente. A presenca das quantidades de 10ug e 5ug
ocasionaram uma taxa de formacéo de mHb significativa (ambos com ~20%) durante a 172
hora, estabilizando apds a hora 60? (%omHb: ~37% e 38%, respectivamente). Ainda, a A
guantidade de 5ug, atinge o pico maximo de oxidacdo na 55% hora (%omHb: ~40%). A
quantidade de 1ug avaliada induziu uma formacéo de mHb significativo (~28%) na 352 hora,
seguido de um aumento na taxa de formagdo de mHb até a hora 72?2, quando também atingiu

o0 valor méximo de ~40% de formacéo de mHb.
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5. DISCUSSAO

Todos os resultados obtidos apresentaram pequenas diferencas na taxa de
formacdo de mHb sobre hemoglobinas provenientes de um concentrado de eritrocitos
(solHb-CE) e do sangue total (solHb-ST). A presenca de pelo menos uma das quantidades
de peconha utilizadas nas trés espécies de serpentes do estudo causou ~40% de oxidacdo da
hemoglobina proveniente do sangue total apos a 50? hora. Enquanto a taxa de formacéo de
mHb de uma solucéo de hemoglobinas proveniente de um concentrado de hemécias manteve
em aproximadamente 38%, porém, o valor maximo de oxidacdo foi observado apds a 502
hora em Bothrops alternatus, B. jararacussu ou mais antecipadamente em B. moojeni, apds

a 432 hora de experimentacéo.

O sangue humano total apresenta 55% de plasma (parte aquosa) composto por
diversas substancias e os outros 45% s&o formados pelas células ou fragmentos de células
chamados de elementos figurados - formados 99% por eritrécitos. Quando o sangue total é
centrifugado, as células por serem mais densas se depositam na parte inferior do tubo,
enguanto que o plasma forma o sobrenadante (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

Peconhas ofidicas sdo compostas por uma combinagdo complexa de substancias
farmacoldgicas e bioquimicamente ativas sintetizadas e armazenadas em glandulas
especializadas que se ligam as presas através de dutos (ALAPE-GIRON et al., 2008;
CALVETE et al., 2009; ZAQUEOQO, 2011). Cerca de 90 a 95% do peso seco de peconhas
ofidicas € composta por proteinas, as quais sdo maiores responsaveis pelos efeitos toxicos e
farmacoldgicos desencadeados pelo ofidismo (KOH et al., 2006). Dentre os componentes
que exercem papel central na sintomatologia dos acidentes ofidicos podem ser citadas
proteinas das classes das metaloproteases (svMP), fosfolipases Az (sVPLA>), L-aminoécido
oxidades (svLAAO), hialuronidases, acetilcolinesterases, aminotransferases, ativadores de
fator X, serinoproteases (SvSP), nucleotidases e fosfodiesterases. Os compostos néo-
enzimaticos englobam as miotoxinas sem atividade de fosfolipase, lectinas tipo C, fatores de
crescimento, desintegrinas, e proteinas secretorias ricas em cisteinas (CALKOSINSKI et al.,
2010).

Foi observado uma discreta maior formacdo de mHb provenientes do sangue
total, o que pode ser atribuido a presenca de substancias plasmaticas e a interacdo de
proteinas presentes na peconha ofidica com substancias presentes no plasma sanguineo,

causando o aumento da a taxa de oxidacdo da hemoglobina em relacdo a solugéo de
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hemoglobina proveniente de um concentrado de hemécias, pois a interagdo da pegonha
ofidica com componentes do plasma é conhecida (MEIER; STOCKER 1991; BRAUD et al.,
2000; MATSUI et al, 2000) e diversos estudos ja descreveram os efeitos da peconha
botropica na hemostasia (LU et al., 2005; PERCHUC et al., 2005).

A oxidacdo da hemoglobina em metahemoglobina causada pela presenca das trés
peconhas botrépicas avaliadas apresentaram resultados semelhantes, com pequenas
diferencas. Comparando-se o tempo no qual as diferentes quantidades da peconha de B.
moojeni apresentaram oxidagdo da hemoglobina tanto na solHb-ST a 10% como na solHb-
CE a 5%, a atividade oxidante causada pela presenca da peconha bruta de B. moojeni foi
observada antecipadamente (52 hora), seguido da peconha de B. jararacussu (62 hora) e da
peconha de B. alternatus (72 hora). Contudo, a presenca da pegonha B. alternatus causou
maior oxidacdo na 502 hora, sequido da pegonha de B. moojeni na 572 hora e da pegonha de
B. jararacussu na 642 hora. A presenca da peconha de B. alternatus apresentou maior taxa
de formacdo de mHb na quantidade de 50ug, enquanto as demais pegonhas, apresentaram a
maior formacdo de mHb, nas quantidades de 10ug (B. jararacussu e B. moojeni) e em 1pg
(B. moojeni). Os acidentes ofidicos com B. alternatus ndo costumam a ser fatais, enquanto o
mesmo nédo se aplica ao ofidismo observados com B. moojeni e B. jararacussu (SHUPE,
2013; O’SHEA, 2018). Contudo, a variacdo da composi¢do do veneno ja foi relatada,
podendo isso, ter ocasionado as diferencgas nos resultados obtidos (CHIPPAUX et al., 1991;
FURTADO et al., 1991; OHLER et al., 2010; CORREA-NETO et al., 2010; MAMEDE et
al., 2016), podendo justificar a discreta, porém diferente taxa de formacao de mHb observada
pela presenca das diferentes as pegonhas avaliadas

Sharma e colaboradores (2015) avaliaram e compararam a formacdo de
metahemoglobina devido a presenca das peconhas das serpentes da familia Viperidae
(Daboia russelli e Echis carinatus), e da familia Elapidae (Naja naja e Ophiophagus hannah)
sobre uma solucgéo de sangue total durante 24 horas e observaram que houve maior formacéo
de metahemoglobina na presenca peconhas das serpentes da familia Viperidae, corroborando
com os resultados aqui descritos, pois as serpentes do género Bothrops (UETZ, 2019;
SANTOS 2018) compdem a mesma familia avaliada no estudo de Sharma e colaboradores
(2015)

Em 2017, Meléndez-Martinez e colaboradores avaliaram o estresse oxidativo em
uma solucéo de eritrécitos humanos causado pela presenca da pegonha da serpente Crotalus

molossus nigrescens e observaram que as maiores concentracbes de peconha (40 -
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640ug/mL) utilizada induziram um aumento na formagdo de metahemoglobina. Nossos
resultados corroboram com os resultados descritos por Meléndez-Martinez (2017); deve-se

ressaltar que o género Crotalus também esta classificado na familia Viperidae (UETZ, 2019).

Recentemente, em 2018, Williams e colaboradores avaliaram a atividade
oxidante causada pela presenca da peconha de Naja nigricollis na oxidacéo de eritrocitos
ovinos. Ainda avaliaram o efeito oxidante da hemoglobina ovina causado pela presenca da
peconha de serpentes de 47 espécies diferentes, sendo elas 30 da familia Viperidae, e 17 da
familia Elapidae. Os resultados obtidos ressaltaram que a oxidacdo da hemoglobina foi
recorrente para peconhas das espécies da familia Viperidae, incluindo a pegonha da serpente
Bothrops asper, 0 que estéa de acordo com significante efeito oxidante observado na presenca

das peconhas avaliadas aqui no presente estudo.

O efeito oxidativo causado por pegonhas ofidicas ainda é pouco descrito e as
interagBes entre as peconhas ofidicas e a hemoglobina ndo sdo completamente
compreendidas (SUNHITA et al., 2015; WILLIAM et al., 2018). Contudo, estudos apontam
que o efeito oxidante de hemoglobina causado pela presenca de peconhas ofidicas pode ser
atribuido & acdo da enzima L-aminoécido oxidase (LAAO) e/ou perdxido de hidrogénio
(H202), o subproduto da catalise enzimatica das LAAOs (MELENDEZ-MARTINEZ et al.,
2017).

As LAAO:s sdo descritas como flavoenzimas diméricas, glicosiladas, pertencentes
a classe das oOxido-redutases; essas enzimas catalisam a desaminacdo oxidativa
estereoespecifica de diversos L-aminoacidos, formando alfacetodcidos, peréxido de
hidrogénio (H202) e aménia (IZIDORO et al. 2014; PAIXAO JUNIOR, 2017). Essas
flavoenzimas estdo distribuidas em diversos organismos como insetos, bactérias e serpentes
(svLAAOs) (DU; CLEMETSON, 2002; 1IZIDORO et al., 2014). As sveLAAQOs compdem a
peconha de diversas espécies de serpentes das familias Viperidae e Elapidae; geralmente
representam de 1 a 9% da composicao proteica total da pegonha, podendo variar entre as
especies (GUO et al. 2012; IZIDORO et al., 2014). Devido as diversas atividades bioldgicas
desempenhadas pelas svLAAOSs, essas enzimas sdo alvos de diversos estudos que avaliam
diversos efeitos toxicos farmacoldgicos como citotoxicidade e atividades antiparasitaria,
antiviral e bactericida (IZIDORO et al., 2014).

Meléndez-Martinez e colaboradores (2017) descreveram que o H20. gerado pela

catalise das svLAAOQOSs pode causar um estresse oxidativo na hemoglobina, oxidando-a em
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metahemoglobina. Complementarmente, estudos j& relataram uma correlacdo da pegonha
ofidica com a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SUNITHA et al.,2015;
SANTHOSH et al., 2013a, SANTHOSH et al., 2013b; SANTHOSH et al.2016). Santhosh e
colaboradores (2012a), descreveram que 0s eritrocitos sdo altamente susceptiveis a oxidacéo
mediada pelo H202. A presenca de svLAAOs na composi¢do das peconhas botropicas ja
foram relatadas (STABELI et al., 2004; FRANCA et al., 2007).

William e colaboradores (2018), inferiram que o H.O> pode interagir com o ferro
(Fe?*) presente na hemoglobina e gerar outras EROs pela reagdo de Fenton; contudo, em seus
estudos com a peconha de N. nigricollis foi evidenciado que a pe¢onha dessa serpente néo
apresenta svLAAO, porem, foi observado uma abundéancia da enzima Fosfolipase Az (PLA>),
permitindo que os autores inferissem que a atividade desempenhada pelas PLA2s pode estar
indiretamente relacionada com o efeito oxidativo observado (fig. 12). De acordo com a teoria
descrita por William et. Al (2018), a presenca e acdo das PLA2s podem também estar

contribuindo para a oxidacdo da hemoglobina observada nos nossos estudos.

Figura 12 — Oxidacéo da hemoglobina causado pela pe¢onha ofidica
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A fosfolipase A2 presente na peconha provocaria lise celular, expondo a oxihemoglobina. Os
componentes presentes na peconha interagem com a oxihemoglobina oxidando-a. As espécies
reativas de oxigénio (ERO) podem ser gerada por duas vias, como um metabolito da desaminacédo da
L-aminoécido oxidase (via da LAAO) ou pela peroxidagdo de lipideos causado pela fosfolipase A2
(via da PLA2). Fonte: Adaptado de William et al. (2018)
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6. CONCLUSAO

A presenca de diferentes quantidades das peconhas bruta de Bothrops alternatus, B.
jararacussu e B. moojeni, em solucbes de hemoglobinas provenientes tanto de um
concentrado de hemacias como o de sangue total, causaram aumento na taxa formacéo de
metahemoglobina de forma dose dependente inversamente proporcional ao tempo,
possibilitando inferir que essas peconhas possam desencadear um processo de oxidacao da
hemoglobina. Os estudos atuais que avaliam o efeito oxidante de peconhas ofidicas sobre a
hemoglobina sdo escassos e ndo permitem compreender ou mesmo inferir como ocorre esse
efeito oxidativo, a compreensdo deste efeito se torna necessario, como relatado por Sharma
(2015), o soro antiofidico ndo apresenta protecdo contra os efeitos oxidantes causado pela
peconha. Hipoteses indicam a possibilidade desses efeitos estarem relacionados com a
presenca da L-aminoacido oxidase, ou mesmo, da Fosfolipase A,. Estudos mais
aprofundados necessitam ser realizados para que possa ser entendido o mecanismo de
interacdo entre componentes ofidicos com a hemoglobina para causar a formacéo

significativa de metahemoglobina observada.
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