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RESUMO

O ofidismo é uma doenca negligenciada responsavel por atingir aproximadamente 2,7 milhdes
de pessoas no mundo, afetando principalmente paises tropicais e subtropicais. No Brasil, 90%
dos casos notificados e identificados destes acidentes sdo causados por serpentes do género
Bothrops. A Bothrops jararacussu apresenta relevancia clinica, sendo sua pe¢conha composta
por substancias capazes de desencadear efeitos locais e sistémicos culminando no
desenvolvimento de morbidades e/ou mortalidade do individuo acometido. O presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos desencadeados pela presenca da pegonha sobre o
sistema modelo embrido e larvas de peixe-zebra. A estabilidade da peconha de B. jararacussu
sob as condicdes utilizadas nos experimentos de toxicidade em embrides e larvas de peixe-zebra
foi avaliada através da mensuracgéo dos tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada
do plasma humano citratado na presenca de diferentes quantidades da peconha e em distintos
tempos de exposi¢do. Complementarmente, foram avaliadas a taxa de mortalidade, alteragoes
morfol6gicas, movimentos espontdneos e batimentos cardiacos, de embrifes, bem como
determinados parametros de toxicidade e alteracdes no perfil bioquimico das enzimas
biomarcadoras de toxicidade (glutationa-S-transferase, catalase, lactato desidrogenase, e
acetilcolinesterase) das larvas de peixe-zebra apds a exposicao a peconha de B. jararacussu. A
toxicidade aguda foi avaliada por exposicdo semi-estatica de embrides e larvas de peixe-zebra
a peconha durante 96 horas. Nossos resultados indicaram que a peconha de B. jararacussu causa
toxicidade em embribes e larvas de peixe-zebra, causando mortalidade de embriGes nas
primeiras 24 horas de exposicdo, alem de alterar o nimero de movimentos espontaneos da
cauda e a atividade de acetilcolinesterase. Também foi verificado alteracdes nas atividades das
demais enzimas antioxidantes avaliadas. A avaliacdo destes resultados nos permite sugerir que
os efeitos toxicos causados pela presenca da pegonha nos estagios iniciais do desenvolvimento
do peixe-zebra sdo mediados, por a¢do neurotoxica, indugédo de estresse oxidativo e metabdlico
possivelmente causados por componentes de baixa massa molecular e/ou proteinas que compde
a peconha. AvaliacGes toxinoldgicas utilizando o peixe-zebra como modelo sdo escassas, no
entanto, este estudo apresentou resultados promissores que fomentaram o desenvolvimento de

futuras pesquisas em toxinologia ofidica usando este animal como organismo modelo.

Palavras-chaves: neurotoxicidade, estresse oxidativo, toxicidade, proteinas ofidicas.



ABSTRACT

Ophidism is a neglected disease responsible for affecting approximately 2.7 million people
worldwide, mainly affecting tropical and subtropical countries. In Brazil, 90% of the reported
and identified cases of these accidents are caused by snakes of the Bothrops genus. Bothrops
jararacussu has clinical relevance, and its venom is composed of substances capable of
triggering local and systemic effects, culminating in the development of morbidities and/or
mortality in the affected individual. The present study aimed to evaluate the toxic effects
triggered by the presence of the venom on the zebrafish embryo and larvae model system. The
stability of B. jararacussu venom under the conditions used in the toxicity experiments in
zebrafish embryos and larvae was evaluated by measuring the prothrombin and activated partial
thromboplastin times of citrated human plasma in the presence of different amounts of the
venom and in different exposure times. In addition, the mortality rate, morphological
alterations, spontaneous movements and heart beats of embryos were evaluated, as well as
certain parameters of toxicity and alterations in the biochemical profile of the biomarker
enzymes of toxicity (glutathione-S-transferase, catalase, lactate dehydrogenase, and
acetylcholinesterase) of zebrafish larvae after exposure to B. jararacussu venom. Acute toxicity
was assessed by semi-static exposure of zebrafish embryos and larvae to the venom for 96
hours. Our results indicated that B. jararacussu venom causes toxicity in zebrafish embryos
and larvae, causing embryo mortality in the first 24 hours of exposure, in addition to altering
the number of spontaneous tail movements and acetylcholinesterase activity. Changes in the
activities of the other antioxidant enzymes evaluated were also verified. The evaluation of these
results allows us to suggest that the toxic effects caused by the presence of the venom in the
early stages of zebrafish development are mediated, by neurotoxic action, induction of oxidative
and metabolic stress possibly caused by low molecular weight components and/or proteins that
makes up the venom. Toxinological evaluations using zebrafish as a model are scarce, however,
this study presented promising results that encouraged the development of future research in

snake toxinology using this animal as a model organism.

Keywords: neurotoxicity, oxidative stress, toxicity, ophidian proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 Serpentes

As serpentes sdo animais pertencentes a classe Reptilia, sendo mundialmente
conhecidas 3.921 espécies, que constituem o segundo maior grupo de répteis, apresentando
assim, uma ampla diversidade, superando a classe de mamiferos (ZACARIOTTI e
GUIMARAES, 2010; MELLO, 2013, UETZ et al., 2021). Morfologicamente s&o identificadas
pelo formato alongado do corpo, presenca de escamas, auséncia de palpebras mdveis e ouvido
externo, elasticidade dos membros cranianos, apodas, além de serem ectotérmicas e
apresentarem quimiorreceptores. Quanto a reproducdo, se classificam como viviparas
(Bothrops e Crotalus) ou oviparas (Micrurus e Lachesis) (SANTQOS, 2013; BRAZ, 2013).

Atualmente, o Brasil ocupa a 32 posi¢ao entre 0s paises com a mais rica diversidade de
répteis, destes, incluem-se 422 espécies serpentes (COSTA e BERNILS, 2018; UETZ et al.,
2021). Das espécies de serpentes brasileiras ja descritas, 67 apresentam interesse toxinologico,
pois sdo consideradas peconhentas e estdo distribuidas entre as familias Viperidae e Elapidae.
A familia Viperidae apresenta 32 espécies alocadas em quatro géneros: Bothrops, Lachesis e
Crotalus enquanto que a familia Elapidae é constituida por 35 espécies catalogadas em um
anico género, Micrurus (UETZ et al., 2021).

Algumas caracteristicas morfoldgicas sdo importantes para auxiliar na diferenciacao de
espécies peconhentas e ndo peconhentas (Figura 1): 1. Presenca de fosseta loreal (6rgéo
termorreceptor situado entre o olho e a narina que auxilia na localizacdo de presas
endotérmicas); 2. Dentes inoculadores de peconha; 3. Cauda caracteristica (lisa ou com
presenca de chocalho ou ericada presentes nos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis,
respectivamente). As serpentes do género Micrurus, apesar de serem peconhentas, sdo a
excecdo a essas caracteristicas, apresentando denticdo opistoglifa imovel e auséncia de fosseta
loreal (PINHO e PEREIRA, 2001; FREITAS et al., 2020).
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Figura 1 - Caracteristicas morfoldgicas de serpentes peconhentas e ndo pegonhentas.
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Dentigdo
Solendglifa

- Presente [—

Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2001; FRANCA, et al., 2017.

Atualmente, a familia Viperidae é composta por 327 espécies distribuida em todos os
continentes. Podendo ser encontradas em diferentes tipos de ambientes, terrestres e aquaticos,
sendo a Asia o continente com o maior percentual de espécies desta familia (56,2%) (MELLO,
2013; NASCIMENTO, 2014; UETZ et al., 2021). No Brasil, esta familia esta distribuida em
todo territorio nacional indicando que a evolucdo adaptativa a esses ambientes favoreceu o
desenvolvimento diversificado de aspectos morfofisiologicos destas espécies (ZACARIOTTI e
GUIMARAES, 2010; COSTA e BERNILS, 2018).

Segundo Zheng e Wiens (2016), os representantes da familia Viperidae do Novo Mundo
constituem um taxon monofilético, ou seja, forma um clado que inclui um ancestral comum e
todos seus descendentes. Estes descentes por sua vez, estdo associados a outros colubrioides,
com base em estudos embrioldgicos, etologicos, moleculares e morfologicos (SOUZA e
ROCHA, 2015).

Em 1999, McDiarmid e colaboradores dividiram a familia Viperidae em quatro
subfamilias: Azemiopinae, Causinae, Viperinae e Crotalinae. Em 2008, W(ister e colaboradores
reformularam esta divisdo em trés subfamilias: i. Azemiopinae — sudeste da Asia; ii. Viperinae
— Eurésia e Africa; iii. Crotalinae — Américas, Oceania, sul da Asia e Europa.

A subfamilia Crotalinae constitui a mais diversa e ampla linhagem de serpentes
distribuidas mundialmente. Atualmente, essa subfamilia é composta por 263 espécies e
subdividida em 28 géneros, dos quais 0 género Bothrops se destaca por ser um dos principais
causadores de acidentes ofidicos em territdrio nacional (DEBONO et al., 2016; ALENCAR et
al., 2016; HAMDAM et al., 2019; ALVES et al., 2020; UETZ et al., 2021).
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1.2 Serpentes do Género Bothrops

A etimologia da palavra Bothrops provém do grego onde “bothros” significa fosseta ¢
“ops” significa face, referéncia a presenca da fosseta loreal presente em serpentes deste género
(MACHADO, 2010). Estudos filogenéticos e biogeograficos realizados por Wuster e
colaboradores (2008) sugeriram que este género chegou na América do Sul constituindo uma
linhagem Unica no mioceno médio, a 13 milhdes de anos.

O habito alimentar generalista das serpentes ancestrais do género Bothrops, a auséncia
de nichos ocupados por outros viperideos e a diversidade de ambiental foram possiveis fatores
determinantes para a colonizagdo, diversidade morfoldgica e taxondmica destes animais na
Ameérica do Sul (MORAES, 2008).

No Brasil, 28 espécies compdem o género Bothrops com ampla distribuicdo geografica
(Amazonia, Cerrado, Caatinga, Pampas, Pantanal, Mata Atlantica e ilhas continentais).
Habitam, principalmente, zonas rurais e periferias de grandes cidades, com preferéncia a
ambientes Umidos como matas e areas cultivadas e locais onde haja facilidade para proliferacédo
de roedores (LEAO, 2012; UETZ et al., 2021).

Serpentes do género Bothrops apresentam aspectos conservados quanto a viviparidade
e ciclos reprodutivos sazonais, sofrendo modifica¢do devido a variagdo climatica entre regides.
Um exemplo séo os periodos de nascimentos diferenciados: em estacBes mais 15 quentes em
regides subtropicais e estacdes chuvosas em regides tropicais, onde o acasalamento ocorre nos
primeiros periodos do ano entre fevereiro e maio (BISNETO e KAEFER, 2019).

A denticdo solenoglifa (Figura 2) das serpentes deste género é caracterizada pela
presenca de um par de dentes caniculados moveis na regido anterior ao maxilar, conectados
com a glandula de veneno, possuindo um canal por onde a peconha € inoculada. A alta
capacidade de inoculacdo de veneno ocorre através da grande abertura bucal que facilita o
posicionamento dos dentes em relacdo a presa, seja para processos de captura de presas e/ou
defesa (LOBO et al., 2014; PAIXAO-JUNIOR, 2017; EVANS et al., 2019). Portanto, o
envenenamento ofidico ocorre quando a serpente consegue inocular o conteudo de suas
glandulas venenosas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Figura 2 - Anatomia bucal e glandula produtora de pegonha das serpentes solendglifas.
Accesorio glandula de veneno Ducto secundario

\
5 v Maxila

Ducto primario

Glandula principal de veneno

Musculo compresor

Glandulae

Epitelio secretor
=P Veneno almacenado

Glandula de veneno principal Glandula de veneno accesoria

Fonte: Adaptado de KARDONG et al. (2009).

Nos Ultimos anos, estudos farmacoldgicos e estruturais de compostos bioativos isolados
de peconhas ofidicas tém sido realizados e o éxito destes resultados j& foi aplicado na producéo
de diversos farmacos. Um exemplo classico de um farmaco desenvolvido com base na
observacdo do desencadeamento do efeito sistémico causado pelo empeconhamento € o
Captopril® (Capoten), um dos medicamentos mais vendidos no mundo e eficaz no controle da
hipertensdo. Este medicamento possui como principio ativo um oligopeptidio 16 (piroglutamil)
rico em prolina isolado da peconha da serpente Bothrops jararaca (HAYASHI e CAMARGO,
2005). O captopril® age como um inibidor da enzima de conversdo da angiostensina | em
angiostensina Il (potente vasoconstritor), produzindo vasodilatacdo periférica e diminuindo a
presséo arterial.

Diversos outros farmacos fundamentados em observacdes de efeitos causados pelo
ofidismo ja foram desenvolvidos e estdo sendo produzidos e/ou utilizados para o tratamento de
diversas doencas: 1. Tirofibana (Aggrastat®), medicamento inibidor de glicoproteina
plaquetaria (GP) llb/Illa, criado a partir de desintegrinas presentes na peconha de Echis
carinatus. Este medicamento foi produzido no intuito de reduzir taxas de eventos tromboticos
cardiovasculares, como o ataque cardiaco (EL-AZIZ et al., 2019); 2. Eptifibatide (Integrilin®),
medicamento antiplaquetario heptapeptideo sintético derivado da desintegrina Barburin isolada
de Sistrurus miliarius barbouri. Interage com as glicoproteinas (I1b/Illa), sendo a ativacao
destas a principal responsavel pela agregacao plaquetaria, sendo este medicamento, utilizado
para tratamento de sindromes coronérias agudas (LAZAROVICI et al., 2019); 3. Cenderitide,
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peptideo natiurético e hipotensivo em estudo presente na pegonha de Dendroaspis angusticeps
que apresenta efeito hipotensivo com baixos efeitos colaterais tendo como alvo Receptor B de
Peptideo Natiurético, sendo um possivel candidato para de desenvolvimento de farmacos para
tratamento de insuficiéncia cardiaca (WAHEED et al., 2017; ICHIKI et al., 2020); 4. Cobratide
(Cobrotoxina), uma a-neurotoxina purificada da peconha de Naja naja atra, aprovada como
analgésico na China pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados
Unidos em 1940. Atualmente, estudos sugerem a utilizacdo da Cobrotoxina para prevencéo e
alivio dos sintomas da COVID-19, através da inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, inibicdo
da proliferacdo de células T CD8, além de possivel atividade antiviral (LIN et al., 2020).

1.2.1 Bothrops jararacussu

A espécie Bothrops jararacussu (Figura 3) é comumente encontrada na Bolivia,
Paraguai, Argentina e Brasil (BA, MG, ES, RJ, SP, MS, PR, SC e RS), sendo esta uma serpente
de grande porte que pode exceder 1,8 m de comprimento (CAMPBELL e LAMAR, 1989;
PUZZI et al., 2008; CORREA-NETO et al., 2010). Apresenta dimorfismo sexual, sendo as
fémeas de coloracdo amarelada e maiores que os machos, enquanto que os machos 17
apresentam coloracdo cinza, com manchas triangulares marrom-escuras (MELGAREJO, 2009).

Esta espécie € terricola e apresenta atividade tanto diurna como noturna, com
reproducdo vivipara, o que ocorre na segunda metade e final de estagdes chuvosas, gerando
entre 13 a 73 filhotes. Para favorecer a captura de presas ectotérmicas como anuros e lagartos,
as serpentes mais jovens utilizam a tatica de engodo caudal, que consiste na atracdo de presas
que se alimentam de animais semelhantes a vermes, através de movimentos ondulatérios com
cauda (COSTA et al., 2010; GIOZZA, 2020). As serpentes adultas compdem sua alimentagéo
ndo apenas de animais ectotérmicos, mais também de roedores (COSTA et al., 2010).
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Figura 3 - Bothrops jararacussu e sua distribui¢do no Brasil. A. Espécime de B. jararacussu
fémea adulta; B. Espécime de B. jararacussu macho adulto; C. Mapa de distribuicédo geogréafica

da espécie Bothrops jararacussu nos estados brasileiros.

w Oceano Oceano

b Pacifico A\tlintico

V3. 1#’ igw C

Fonte: COSTA (2010); KLIMANATURALLI, (2011); AGUIAR et al., (2020).

1.3 Principais constituintes proteicos da pe¢conha Bothrops jararacussu

Os constituintes da peconha bruta de serpentes do género Bothrops sdo responsaveis
pelo espectro observado na sintomatologia pos-acidente ofidico. Por esta razdo, muitos desses
componentes ja foram isolados e tiveram seus mecanismos de acao elucidados (FERRAZ et al.,
2019; HATAKEYAMA et al., 2020).

As peconhas ofidicas, dentre os animais pegonhentos, sdo as mais complexas devido a
ampla diversidade de componentes. Aproximadamente 90% do peso seco da pegconha €
constituido por enzimas e toxinas ndo enzimaticas, proteinas e proteinas ndo toxicas e fracdes
ndo proteicas como carboidratos, lipidios, aminas biogénicas, nucleotideos e aminoacidos livres
(LEMOS et al., 2009).

A peconha bruta de Bothrops jararacussu é constituida por proteinas das classes das L -
aminooxidases (LAAOs), Metaloproteinases, Serinoproteases, Fosfolipase A2 (PLAZ2),

Lectinas do tipo C, Proteinas Ricas em Cisteinas e Fator de Crescimento Nervoso (NGF), entre
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outros componentes, 0s quais sao responsaveis pela sintomatologia apresentada p6s-acidente
ofidico (KASHIMA et al., 2004).

1.3.1 Fosfolipases A, (PLAss, E.C. 3.1.1.4)

As Fosfolipases (PLs) s@o enzimas naturalmente presentes em células animais e
vegetais, bactérias e fungos, sendo que cada célula pode ter mais de um tipo de fosfolipases.
Considerando sua relevancia fisioldgica, estas moléculas estdo envolvidas em uma diversidade
de processos, sendo atribuindo a elas trés fungdes principais: i. Enzimas digestivas (para
aquisicdo de nutrientes comum em peconha de serpentes); ii. Homeostases de membrana
através de manutencdo e remodelacéo; iii. Regulacdo de mecanismos celulares que geram
moléculas bioativas (WAITE, 1987; KOHLER et al., 2006; ARAUJO, 2018).

As PLs sdo responsaveis pela a¢do hidrolitica em glicerofosfolipides, hidrolisando uma
ou mais ligacdes ésteres, enquadradas em duas categorias: Acil-hidrolases (acdo sobre ligacGes
éster caboxilicas) e Fosfodiesterases (hidrolisam ligagbes fosfodiéster). As PLs sdo
classificadas em cinco grupos (Al, A2, B, C e D) de acordo com o sitio de clivagem dos
gliceofosfolipides (HARRIS; SCOTT-DAVEY:; 2013; MAGALHAES, 2017).

As Fosfolipases A atuam realizando catalise para remocao da por¢do de acidos graxos
esterificado ao glicerol, gerando lisolectina, componente tdxico existente na peconha de
serpentes, que podem ocasionar hemolise por destruicdo de membrana. Esta enzima apresenta
duas isoformas PLA:1 e PLA;, diferenciadas pelo lisofosfolipideo formado (NIEWERTH,;
KORTING 2001; ARAUJO, 2018).

As PLA>S estdo presentes em 95% das serpentes das familias Viperidae e Elapidae, o
que pode explicar a neutralizacdo cruzada de venenos por soros anti-ofidicos diferentes 19
(TASOULIS e ISBISTER, 2017). A maioria das PLA:S botrdpicas sdo basicas, podendo ou
ndo apresentar atividade catalitica (SOARES et al.,2004; LOMONTE et al., 2011). Segundo
Sobrinho e colaboradores (2018), os mecanismos fisiopatologicos das PLA,S &cidas do género
Bothrops estdo pouco descritos. Os efeitos toxinologicos dessas enzimas incluem:
neurotoxicidade pré e pos-sinaptica, mionecrose, hemdlise, alteracBes renais e coagulacao,
hipotensdo e edema (SPOLAORE et al., 2019).

Outras acfes como atividades antibacteriana, antitumorais e antiangiogénicas de

algumas PLA:S isoladas de pegonhas ofidicas ja foram descritas, tendo assim um amplo efeito
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farmacologico (ZOUARI-KESSENTINI et al., 2013; AZEVEDO et al., 2016; MOURA, 2016;
CANHAS et al., 2017).

Analise de transcriptdmica da peconha de Bothrops jararacussu realizada por Kashima
e colaboradores (2004) demonstrou que 35% dos transcritos correspondem as PLA2s que pesam
entre 12-14 kDa. As PLAS podem ser classificadas como basicas ou acidas, sendo as bésicas
BthTX-I (Lys49-PLA:S) (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988) e BthTX-11 (Asp49-PLA>S)
(GUTIERREZ et al., 1991) representam 91,3% da constituicdo de PLA,S e PLA,S 4cida BthA-
| (Asp49-PLA2s) (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002) correspondente a 0,7% da constituicio
(KASHIMA et al., 2004; CORREA-NETO et al., 2010; PEREIRA DOS REIS et al., 2019).

1.3.2 Serinoprotease (E. C. 3.4.2.1.)

As serinopreoteases ofidicas sdo gliproteinas monoméricas sintetizadas como
zimogenos com massa molecular de 26 a 67 kDa. Apresentam regido cataliticamente
conservada (His57, Asp102 e Ser105) sendo consideradas enzimas multifuncionais por serem
capazes de atuar sobre substratos diversos (ISABEL et al., 2016).

As serinoproteases ofidicas sdo geralmente classificadas como trombina-like (snake
venom thrombin-like enzymes, svTLES), pois essas enzimas apresentam atividade semelhante
a trombina devido a sua capacidade de clivar o fibrinogénio, liberando fibrinopeptideo A,
fibrinopeptideo B ou ambos (BOROTELO et al., 2002; CARONE et al., 2018; SILVA et al.,
2021).

Complementarmente, a acdo pro coagulante das serinoproteases pode ser comparada a
atividade das enzimas de coagulacdo enddgenas sanguinea, pois essas interferem na cascata de
coagulagdo promovendo a ativacdo do plasminogénio, da proteina C e dos fatores V e X, 20
bem como causando fibrindlise e agregacdo plaquetaria (BOROTELO et al., 2002; ULLAH et
al., 2012). Boldrini-Franca e colaboradores (2020) descreveram o efeito inibitério de uma
serino protease do tipo trombina-like isolada da peconha de Crotalus durissus collilineatus
sobre um canal voltagem-dependente de potéssio relatando que esta svTLE apresentou esse
mecanismo independente de sua atividade enzimatica.

As serinoproteases correspondem a 2% do transcriptoma da peconha de Bothrops
jararacussu (KASHIMA et al. 2004). Nesta peconha ja foram descritas a Jararacussina-I
(BOROTELDO et al., 2002), uma serinoprotease do tipo trombina-like que atua na clivagem do
fibrinogénio liberando fibrinopeptideo A e fibrinopeptideo B e a BjussuSP-I (SANT’ANA et

al., 2008), uma enzima semelhante a trombina que apresenta atividade proteolitica sobre
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fibronegénio de cadeia Aa e atividade catalitica sobre a fibrina, sem atividade miotoxica ou

hemorragica.

1.3.3 L-aminooxidase (LAAQOs, E.C.1.4.3.2)

As L-aminooxidases, sdo flavoproteinas que resultam na coloracdo amarelada
apresentada pela peconha bruta de Bothrops jararacussu, correspondendo a aproximadamente
15% da sua protedmica, com massa molecular de 65 kDa. Até o presente, na peconha de
Bothrops jararacussu ja foram descritas duas LAAOs, a BjussuLAAO-I (FRANCA et al.,
2007) e BjussuLAAO-II (CARONE et al., 2017) uma LAAO &cida.

Essas enzimas sdo responsaveis por realizar a desanimanacao de I-aminoacidos no o-
cetoacido correspondente, liberando aménia (NHs) e peroxido de hidrogénio (H202). As
LAAOs ofidicas sdo responsaveis por desencadear atividades citotdxicas, inibicdo da agregacdo
plaquetaria, hemdlise, apoptose e hemorragia (COSTA, 2012, SOUSA et al., 2013; CARONE
etal., 2017; ULLAH, 2020, BARBOSA et al., 2021).

1.3.4 Metaloproteinases (E.C. 3.4.2.4)

As metaloproteinases sao proteases, zinco dependentes, com massa molecular acima de
50 kDa. Apresentam trés residuos de His no seu motivo catalitico, sendo esta uma caracteristica
estruturalmente conservada apresentada por essas enzimas (PALACIO et al., 2017).

As metaloproteinases ofidicas (svMP) sdo classificadas de acordo com a composi¢do
dos seus dominios em: i. svMP-I: contém apenas um dominio catalitico zinco dependente para
pode ter acdo enzimatica; ii. sSvMP-11: sdo mais complexas apresentando dominio desintegrina;
iii. svMP-II1: classe estruturalmente mais variada, contendo dominios de metaloproteinases,
semelhantes a desintegrinas e ricos em cisteina (ZYCHAR et al., 2020; OLAOBA et al., 2020).
Atuam no de sistema circulatorio facilitando a dispersdo de moléculas de com baixa massa
molecular, como as fosfolipases, auxiliando na amplificacdo dos demais componentes toxicos
da peconha (BICKLER, 2020). Apresentam também atividades fibrinogenolitica (clivagem das
fibrinogenases o ou ), fibrinololitica, trombolitica e hemorragica (MACEDO e FOX, 2014;
ASEGA et al., 2020).
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Até o presente, na peconha de Bothrops jararacussu ja& foram descritas duas
metaloproteinases, a BjussuMP-1 (MAZZI et al. 2004) com acdo hemorragica inibida pela
presenca de EDTA, atividade de lise em coagulos de fibrina, além de apresentar atividade
proteolitica sobre o fibrinogénio e a BjussuMP-I11 pertencente a classe de svMP-1 (MARCUSSI
et al. 2007), com baixa atividade proteolitica sobre fibrinogénio, baixa ou nenhuma atividade

hemorragica e atividade inibitdria sobre a agregacdo plaquetaria.

1.3.5 Lectinas do Tipo-C

S30 proteinas dependentes de fons Ca?" presentes nas peconhas ofidicas capazes de
reconhecer carboidratos, sendo exclusivamente homodimeros ou homooligodimeros. Podem
atuar como anticoagulante, agregante eritrocitario e como agonista de agregacdo plaquetaria.
(MORITA, 2005; OGAWA et al., 2011). Até o presente momento, foi descrita na peconha de
Bothrops jararacssu, a BjcuL (PEREIRA-BITTENCOURT et al., 1999), uma lectina do tipo
C com especificidade para a ligacdo de unidades B-D-galactose capaz de induzir edema,
aumentar a permeabilidade vascular e gerar atividade hemaglutinante, causada pela ligagdo com
as fraces de lactose eritrocitaria (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2007; PIRES et al., 2017).

1.4 Epidemiologia e fisiopatologia do ofidismo

Segundo estudos epidemiolégicos realizados por Chippaux e Goyffon (2008) e
Gutiérrez (2011), os animais peconhentos sdo 0s principais responsaveis por acidentes de
emergéncia clinica, sendo as areas rurais de paises tropicais e subtropicais as zonas mais
atingidas (FREITAS et al., 2020).

Dentre os acidentes causados por estes animais, o ofidismo se destaca por ser
considerado um importante problema de satde publica (ALMEIDA e MACEDO, 2015). Desde
junho de 2017, o ofidismo foi inserido na lista de doencas negligenciadas pela Organizacédo
Mundial da Saude (WHO). Estima-se que aproximadamente de 4,5 a 5,4 milhGes de pessoas
sofrem este tipo de acidente a cada ano, o que resulta, aproximadamente, em 1,8 a 2,7 milhGes
de casos de envenenamento e, destes, aproximadamente 81.000 a 138.000 pessoas morrem das
complicacdes (WHO, 2021).
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No Brasil, em 2021, 175.671 casos de acidentes por animais peconhentos foram
notificados, destes, 24.509 foram causados por serpentes sendo 80,5% dos casos identificados
relacionados as serpentes da familia Viperidae, com énfase para os géneros Bothrops (70,0%)
(Figura 4) (BRASIL, 2021).

Figura 4 - Percentual de acidentes ofidicos por serpentes notificados em 2019.
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Fonte: Adaptado de BRASIL (2021).

A gravidade do acidente ofidico esta associada a alguns fatores como o tempo entre o
acidente e o atendimento, quantidade de peconha inoculada, regido anatdmica atingida e grupo
de risco da pessoa acometida (gestantes, criangas e idosos) (MELLO et al., 2011). De acordo
com Ferreira (2017), as manifestacdes clinicas pos-envenenamento sdo determinantes para o
quadro clinico do paciente, podendo indicar o tipo de acidente e o tratamento adequado.
Atualmente, o Unico tratamento recomendado é a administracdo endovenosa do soro antiofidico
especifico para cada serpente envolvida no acidente, imprescindiveis para reverter & maioria
dos efeitos dos acidentes ofidicos minimizando a mortalidade e morbidade nos individuos
acometidos (WHO, 2022) (Tabela 1).
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Tabela 1- Sintomatologia clinica e soroterapia especifica para tratamento de ofidismo.

Tipo de
z Sintomatologia clinica iofidi i
Acidente gi Antiofidico especifico Ampolas
Dor e inchaco no local da picada, edema e Leve: 2-4
Botropico equimose, hemorragia local e sistémica, SAB!, SABL? ou SABC? Moderado: 4-8
infeccdo, necrose e insuficiéncia renal Grave:12
Local da picada nao apresenta dor ou lesao Leve: 5
Crotalico evndent.e a?eflas se'11§a§a0 de formigamento, SAC* ou SABC Moderado: 10
face miasténica, visdo turva ou dupla. dores
. , . Grave: 20
musculares generalizadas, nausea e cefaléia
Dor abdominal, vomitos, diarreia Moderado: 10
- , . \ 5
Laquético bradicardia, tontura e hipotensao arterial. SABL ou SAL Grave: 20
Dor de intensidade variavel, visdo borrada ou
Elapidico dupla, palpebras caidas e aspecto sonolento, SAES® Grave: 10
paralisia dos musculos respiratorios.

SAB!: Soro antibotrépico, SABL?: Soro antibotrépico-laquético, SABC?: Soro antibotrépico-crotalico, SAC*:
Soro anticrotalico, SAL’: Soro antilaquético e SAES: Soro antielapidico.
Fonte: Adaptacdes de ALMEIDA et al. (2012) e BRASIL (2017).

1.5 Peixe-zebra como organismo modelo experimental

O desenvolvimento das pesquisas biomédicas é dependente da utilizagdo de animais
para conhecimento de efeitos bioldgicos em areas como a farmacologia, fisiologia, bioquimica,
genética, patologia, toxicologia entre outras (LIESCHKE e CURRIE, 2007, MENDES e
SOUZA, 2017).

Os modelos animais utilizados na pesquisa podem ser divididos em dois grupos: i.
Convencionais — modelos mais comuns, como os camundongos e ratos, e 7i. Nao convencionais
— modelos que normalmente nao sio utilizados em rotinas experimentais, como por exemplo,
primatas ndo-humanos e o peixe-zebra (Danio rerio) (VANDAMME, 2014; ZHANG et al.,
2014; ZOUPA e MACHERA, 2017, ANDERSEN e WINTER, 2019).

Os mamiferos ainda sdo os animais mais utilizados em pesquisas, com énfase na
utilizacdo de roedores (camundongos e ratos) (Figura 5SA). Apesar de tais modelos serem
bastante utilizados, apresentam alto custo de manuten¢ido, necessitando de grandes espagos e
consumo de grande quantidade de alimento (ZON e PETERSON, 2005; CAMPOS; 2016).

Como proposta de substituigdo da utilizagdo dos mamiferos, os peixes vém sendo
empregados em pesquisas de diversas areas. Nos ultimos 40 anos, observou-se a crescente
utilizacdo do peixe-zebra em experimentos cientificos como organismos-modelo nédo

convencional (Figura 5B) (ZON e PETERSON, 2005; KHAN e ALHEWAIRINI, 2019;



24

TEAME et al., 2019). Em 2018 na Gra-Bretanha, a maioria dos procedimentos experimentais

(86%) utilizou roedores (camundongos e ratos) e peixes (Figura 6A).

Figura 5 — Distribuigdo de animais utilizados em pesquisas cientificas. A. Percentual de
animais mais utilizados em experimentos cientificos. B. Utilizacdo do peixe-zebra como

organismo modelo nao convencional.
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Fonte: GREAT BRITAIN (2018); MEYERS, (2018).

O Danio rerio (Figura 6) conhecido popularmente como peixe-zebra ou
paulistinha é um peixe tele6steo de espécie monofilética da familia Cyprinidae (SCHNEIDER
et al., 2009). Séo peixes tropicais de agua doce encontrados em rios, corregos e canais, sendo
nativo da regido sul da Asia, incluindo india, Mianmar, Bangladesh e Nepal (HOLTZMAN et
al., 2016).

Figura 6 - Espécimes adultos de peixe-zebra (Danio rerio)

Fonte: AQUARIOS PEIXES (2020).
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O peixe-zebra foi introduzido como organismo-modelo a partir de 1981, em estudos
realizados por George Streisinger e colaboradores. Posteriormente, a analise do
sequenciamento do genoma do peixe-zebra em 2013 indicou que 71% dos seus genes codificam
proteinas no genoma humano, sendo 84% destes associados a patologias humanas (HOWE et
al., 2013).

Dentre as vantagens de utilizacdo do peixe-zebra na pesquisa podemos citar que €
um animal de pequeno porte (3-5 cm os adultos), com baixo custo de manutencéo, grande prole
(50 a 200 ovos em condicBes de reproducdo otimizadas), ovos translicidos (permitem
acompanhamento do periodo de embriogénese) e rapido desenvolvimento (Figura 7) até a fase
adulta (2 a 3 meses aproximadamente) (DAHM e GEISLE, 2006; QUADROS, 2016).

A fecundacdo do peixe-zebra é externa. A fémea libera 0s ovos, 0s quais Sao
imediatamente fecundados pelo macho, possuindo rapido periodo de desenvolvimento a partir
de um zigoto (KIMMEL et al., 1995). A fase de gastrulagdo comeca aproximadamente seis
horas pds-fertilizacdo (hpf) e dois dias depois ja é observada natacdo livre das larvas. Esses
animais atingem a maturidade sexual por volta dos trés meses de idade e podem viver até cinco
anos (HILL et al., 2005; SILVA, 2019).

Figura 7 — Ciclo de vida do peixe-zebra (Danio rerio)
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1.6 Utilizacao do peixe-zebra em estudos com peconhas ofidicas

A utilizacdo do modelo peixe-zebra em estudos de toxinologia ofidica ainda é escasso.
Carvalho e colaboradores (2017) utilizaram este modelo para avaliar efeitos da utilizagdo de
drogas na reducdo dos efeitos do ofidismo causado por B. alternatus. Kerkkamp e
colaboradores (2018), avaliaram os efeitos citotoxicos, anti-metastaticos, anti-angiogénicos de
peconhas brutas de quatro serpentes da familia Elapidae (Naja annulifera, Naja kaouthia,
Ophiophagus hannah e Echis carinatus) sobre células de cancer de péancreas, utilizando
embribes de peixe-zebra transgénicos. Os resultados sobre a utilizacdo das peconhas
demonstraram ser promissores, uma vez que estas apresentaram propriedades citotoxicas em
células malignas. Estudo realizado por Zannoty e colaboradores (2019) avaliaram o efeito
cardiotoxico causado pela proteina isolada Mutacytin-1 de Lachesis muta muta em larvas de
peixe-zebra

Até o presente, ainda nao existem estudos utilizando o sistema modelo peixe-zebra para
a compreensdo do empenhamento causado pela serpente B. jararacussu. Embora em humanos
esses efeitos sejam conhecidos, a complexidade da composi¢cdo da pegonha ainda continua
despertando interesse de pesquisadores que buscam compreender a correlagdo entre estrutura,

propriedades cataliticas das proteinas presentes nas peconhas e efeitos toxinoldgicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, in vivo, os efeitos toxicos da peconha liofilizada da serpente B. jararacussu

sobre a sobrevivéncia, morfologia e marcadores bioquimicos de embriGes e larvas de peixe-

zebra (D. rerio).

2.2 Objetivos especificos

v

Avaliar a estabilidade da peconha liofilizada de B. jararacussu as condi¢des do teste de
toxicidade em embrides e larvas de peixe-zebra através da mensuracdo da atividade
coagulante;

Avaliar a taxa de mortalidade, alteragdes morfologicas, movimentos espontaneos e
batimentos cardiacos em embrides e larvas de peixe-zebra causados pela exposi¢do a
peconha liofilizada de B. jararacussu;

Determinar parametros de toxicidade (LCso, NOAL e LOAEL) da pegonha liofilizada
de B. jararacussu sobre embriGes e larvas de peixe-zebra;

Analisar alteracdes no perfil bioquimico das enzimas biomarcadoras de toxicidade:
Catalase (CAT), Lactato Desidrogenase (LDH), Acetilcolinesterase (AChE) e
Glutationa S-transferase (GST) em larvas de peixe-zebra ap6s exposicdo a pegconha

liofilizada de B. jararacussu.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao das amostras biologicas e aspectos éticos

3.1.1 Peconha de B. jararacussu

Uma mistura (pool) da peconha liofilizada de B. jararacussu foi cedida pelo Prof. Dr.
Renner de Souza Leite da Unidade Académica de Salde - UAS da Universidade Federal de
Campina Grande - UFCG, Cuité, PB.

Para realizacdo dos experimentos de coagulacao do plasma citratado humano a peconha
liofilizada foi solubilizada em Tampéo Fosfato Salina (8 g de Cloreto de Sddio, 0,2 g de Cloreto
de Potassio, 0,7 g de Fosfato de Sodio Dibasico e 0,2 g de Fosfato de S6dio Monobasico - PBS
- 10x, pH 7,4) e, para a realizagdo dos demais experimentos, a pegonha foi solubilizada em
meio E3 (5 mM de Cloreto de Sédio, 0,17 mM de Cloreto de Potéssio, 0,33 mM de Cloreto de
Célcio e 0,33 mM de Sulfato de Magnésio). Seguindo orientacdes da WHO (2016), a peconha
de B. jararacussu liofilizada foi mantida em -20 °C, sendo solubilizada apenas no momento do
uso. Durante a realizacao deste experimento, a pegonha bruta solubilizada foi mantida em gelo
para evitar a degradacao por temperatura e a protedlise pelos componentes da propria pegonha.

Todos os experimentos foram realizados imediatamente ap6s o preparo das solugdes
contendo a pegonha de B. jararacussu, tanto em PBS como em meio E3. Durante a realizagdo
dos experimentos, a peconha solubilizada foi mantida em banho de gelo para evitar a
desnaturacdo das proteinas constituintes.

3.1.2 Plasma humano citratado

Para obtencdo de uma mistura (pool) de plasma, foi coletado o sangue de voluntarios
sadios por meio de puncdo venosa (ndo traumatica) na veia do antebrago utilizando sistema a
vacuo (tubos de ensaio contendo 3,2% (0,109M) de citrato de sddio (1:9). O citrato de sodio
age como um quelante, ligando-se aos ions de célcio e interrompendo a cascata de coagulacao
(AMORIN et al., 2010). Antes da coleta do sangue venoso, os doadores permaneceram em
jejum por, no minimo, quatro horas e ndo fizeram uso de medica¢do nos dez dias anteriores a
coleta, além de ndo possuirem doencas coletadas foram centrifugadas a 3.000 rpm durante 15

minutos, conforme “Preparacdo do Plasma” do kit reagente utilizado (kits Coagulacdo TP Ref.
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730100-1-C (lote 17A130) e Coagulacdo TTPa Ref. 731200-C (lote 17C171) da Wama
Diagnostica®).

Apbs centrifugacdo do sangue total, o plasma foi separado e o tempo de protrombina
(TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) foram avaliados, uma vez que esses
parametros sdo utilizados para avaliar a atividade geral da coagulagédo, a fim de evitar que
fossem incluidos plasmas fora dos tempos de referéncia para coagulacdo. Os plasmas que
estavam com os valores de referéncia para TP e TTPa alterados foram descartados. Apés a
triagem foi formado uma mistura de plasma, o qual foi novamente avaliado e foi imediatamente
utilizado para a realizagéo de todos os experimentos de coagulagdo. Durante a realizacdo dos
experimentos, o plasma permaneceu em banho-maria a 37°C para evitar a desnhaturacdo das

proteinas plasmaticas envolvidas no processo de coagulacéo.

3.1.3 Embrides e larvas de peixe-zebra

Os embrides e as larvas de peixe-zebra (D. rerio) de uma linhagem do tipo selvagem
(geragdo F3) foram fornecidos pela Unidade de Producdo de Organismos Modelos Né&o
Convencionais (UniPOM) do Departamento de Biologia Molecular (DBM) da Universidade
Federal da Paraiba (Jodo Pessoa, Brasil).

Um dia antes dos experimentos, os embrides foram obtidos utilizando uma armadilha
de ovos colocada em um tanque de reproducao utilizando a proporc¢édo de 1:1 (machos e fémeas)
de uma cepa de tipo selvagem. Uma hora apds o inicio do fotoperiodo (14 horas claro / 10 horas
escuro), os ovos foram coletados e lavados com meio E3. Ovos fertilizados viaveis foram
selecionados com o auxilio de um microscopio de luz invertida (aumento de 50x) e utilizados

nos experimentos de embriotoxicidade.

3.1.4 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais e a coleta de material bioldégico humano foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas (CCM), com o
Certificado de Apresentacdo para Apreciacio FEtica (CAAE) sob o ndmero:
39716220.4.0000.8069 (ANEXO 01), de acordo com as normas éticas estabelecidas pela
Norma Operacional n°® 001/2013 —Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos e pela Resolugio n° 466/12 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisado Conselho
Nacional de Saude (CONEP) do Ministério da Saude.
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Os experimentos utilizando embrides e larvas de peixe-zebra foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, Brasil,
certificado pelo numero 7605240821 (ANEXO 2).

3.2 Atividade coagulante da pegonha de B. jararacussu

A avaliacdo da atividade coagulante do plasma citratado humano na presenca da
peconha de B. jararacussu foi realizada de acordo com metodologia previamente descrita por
Alvarado e Gutiérrez (1988) com modificages, utilizado plasma humano citratado. A peconha
de B. jararacussu foi solubilizada tanto em tampdo PBS como em meio E3. Todos os
experimentos de atividade coagulante foram realizados em triplicata.

Para a avaliacdo do Tempo de Protrombina e do Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada do pool de plasma foram utilizados os kits Coagulacdo TP Ref. 730100-1-C (lote
17A130) e Coagulacdo TTPa Ref. 731200-C (lote 17C171) da Wama Diagndéstica® adquiridos
comercialmente.

Para a avaliacdo da atividade coagulante foram utilizadas cinco concentragdes
(1,25; 2,5; 5; 10 e 20 pg/ul) da peconha liofilizada foi solubilizada em PBS (10x, pH 7,4).
Aliquotas de plasma citatado humano (100 ul) foram distribuidas em tubos de ensaios de vidro
e acondicionadas a 37°C. Em seguida foram adicionadas diferentes concentra¢fes da pe¢onha
em distintos tubos e o crondémetro foi disparado para registrar o tempo de formagéo do coagulo.
O tempo de formacao do coagulo foi registrado quando foi observada a formagcé&o inicial de uma
rede de fibrina.

Uma nova avaliacdo da atividade coagulante do plasma na presenca da peconha foi
realizada para verificar a estabilidade desta quando submetida as mesmas condicGes de
condicionamento dos embrides e larvas de peixe-zebra. Para cada avaliagdo desse experimento
foi utilizada a concentragédo de 20 pg/pL da pegonha solubilizada tanto em tampéo PBS (10x,
pH 7,4) quanto em meio E3. Para a verificacdo da estabilidade da peconha, aliquotas da pe¢conha
foram dispostas em placas de 96 pocos tampadas, em sala com temperatura (26 = 1 °C) e
fotoperiodo (14 h claro e 10 h escuro) controlados durante 96 horas. A cada 24 h foram retiradas
aliquotas (cinco aliquotas, tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas) para mensuracdo da atividade

coagulante.
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3.3 Teste de toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda em embrides de peixe (teste FET) foi realizado em embrides
de peixe-zebra recém-fertilizados (menor que 6 hpf) de acordo com o protocolo n° 236 da
OEDC (2013). A realizacdo da toxicidade aguda da peconha liofilizada de B. jararacussu em
embriBes teve por objetivo observar alteracdes morfoldgicas a partir do surgimento dos sinais
indicadores de letalidade até 96 horas do inicio do experimento para determinar a concentracdo
que foi capaz de matar 50% dos embrides (CL50), bem como a maior concentragdo em que néo
se observou nenhum efeito adverso (NOAEL) e a menor concentragdo em que ainda foi possivel
se observar efeitos adversos (LOAEL).

Para a realizacdo do FET, a peconha de B. jararacussu foi solubilizada em meio E3 nas
concentracOes de 2,5; 5; 10; 20; 40 e 80 pg/mL. Para cada concentragdo foram utilizados 20
pocos de uma placa de 96 pogos, sendo 1 embrido por po¢o com volume final de 300 pL. Em
cada placa, foram preparados quatro pogos com embrides expostos somente ao meio E3 que
funcionaram como controle interno. Por sua vez, foi preparada uma placa contendo 20 pogos
com embrides expostos somente ao meio E3 (controle negativo externo).

As exposicdes foram semi-estaticas (com renovacao das solugdes didrias) e tiveram
duracdo 96 horas, onde a cada 24 horas foi avaliada & presenca de sinais de letalidade: i.
coagulacdo do embrido; ii. ndo desenvolvimento dos somitos; iii. ndo desprendimento da base
da cauda e iv. auséncia de batimentos cardiacos. Complementarmente, foram observadas, em
comparacdao com o controle, todas as diferencas ou alteracBes morfoldgicas visiveis. As
observagdes foram realizadas utilizando um microscéopio de luz invertida (Zeiss Televal 31,
Japdo) num aumento de 50 x. A partir do nimero de mortos em cada concentracdo foi
determinada a taxa de mortalidade e a CL50 através de analise probit (FINNEY, 1971). A partir
todas as observacOes de efeitos foram ainda determinados 0 NOAEL e o LOAEL.

3.4 Avaliacéo das funcgdes cardiacas e motoras

Para avaliacao das fungfes motoras e cardiacas, embrides de peixe-zebra com ate 6 hpf
foram expostos a trés concentragdes subletais (3,1; 6,2 e 12,5 pg/mL) da peconha de B.
jararacussu nas mesmas condic¢des descritas no item anterior.

A contagem de movimentos espontaneos de cauda de embrides de peixe-zebra com 26
a 28 hpf, expostos a xenobidticos, funciona como um excelente marcador de neurotoxicidade,

devido aos efeitos destes sobre a funcdo motora do peixe-zebra (MUNIZ et al., 2021). Dessa
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forma, 10 embrides com 26 hpf foram expostos a cada concentragdo subletal da peconha
avaliada. Dez embrides em meio E3 foram utilizados como controle negativo. Os embrides
tanto do tratado, quanto do controle foram analisados individualmente quanto ao nimero de
movimentos da cauda durante um minuto, por contagem manual utilizando o aplicativo gratuito
para Android BPM Counter. Para observacdo dos embrides, foi utilizado um microscopio de
luz invertida, em aumento de 50 x.

Quando os embribes atingiram 48 hpf foi possivel visualizar com facilidade os
batimentos cardiacos, o que, segundo Muniz e colaboradores (2021) tem servido como um bom
marcador para investigacdo de efeitos cardiotoxicos de substancias quimicas. Assim, 10
embriBes expostos a cada concentracdo subletal da peconha avaliada e 10 embrides utilizados
como controle (meio E3) com 48 hpf foram analisados individualmente quanto ao nimero de
batimentos cardiacos por minuto. Para analise, foi utilizado um microscopio de luz invertida,
em aumento de 50x, para observacao dos batimentos cardiacos e 0s batimentos foram contados
utilizando o aplicativo gratuito para Android BPM Counter para contagem manual.

Os batimentos cardiacos por minuto e os movimentos de cauda foram contabilizados e
os resultados foram expressos como média e desvio padrdo e avaliados estatisticamente
utilizando o programa computacional GraphPad Prism verséo 8.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego CA, E.U.A).

3.5 Ensaios enzimaticos

Grupos de embriGes (n = 20 por concentracdo) de peixe-zebra foram expostos as
concentragOes subletais de 3,1; 6,2 e 12,5 pg/mL da peconha de B. jararacussu solubilizada em
meio E3 durante 96 horas para determinacé@o de enzimas biomarcadores de estresse oxidativo
(Catalase, CAT e Glutationa-S-Transferase, GST) e metabdlico (Lactato desidrogenase, LDH)
e atividade neurotoxica (Acetilcolinesterase, AChE). As exposi¢des foram semi-estaticas (com
renovacao do meio - peconha). Ao téermino da exposi¢do, as larvas foram transferidas para
microtubos contendo &gua destilada na proporcdo de uma larva para 50 puL de solvente.
Posteriormente, as larvas foram maceradas mecanicamente e centrifugadas a 10.000 x g por 20
minutos para obtencdo de sobrenadante, o qual foi utilizado para medir o teor de proteinas
sollveis e a atividade das enzimas selecionadas através de leituras espectrofotométricas
(Multiskan GO, Thermo Fischer, EUA).

A quantificacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi realizada de acordo com

0 método de Ellman e colaboradores (1961). Em microplaca UV de 96 pocos foram
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adicionados 50 pL do homogenato (amostra) e 250 pl da solucéo de reacdo de Ellman (0,075
M de acetilcolina e 0,01 M de &cido 5,5'-ditiobis- [2-nitrobenzdico] [DTNB]). A leitura de
tiocolina, produto da degradacéo da acetilcolina, foi determinada a 414 nm, durante 5 minutos
e a cada 30 segundos a 25 °C. Toda a quantificacdo da atividade de AChE foi realizada em
quadruplicata, sendo a coloracdo da reagcdo modificada de amarelo-claro para amarelo-intenso.

Para determinar a atividade da catalase (CAT) foi empregada a metodologia descrita por
Domingues e Gravato (2018). Em uma microplaca UV de 96 pocos, foram adicionadas 10 puL
do sobrenadante larval (amostra) e incubado com 150 pLL de tampao de reacédo da catalase (37,2
uL de 30% H202 misturado com 15 mL de 0,05 M Solugdo Tampé&o Fosfato de Potéssio (pH
=7,0,a25°C)) e 140 uL de Solugdo Tampao Fosfato de Potassio (0.05 M, pH 7,0). A atividade
da CAT foi mensurada de acordo com a decomposic¢do do substrato, H>O>, através de leitura
realizada em quadruplicata a 240 nm durante dois minutos, a cada 20 segundos.

A atividade de glutationa-S-tranferase (GST) foi realizada de acordo com metodologia
proposta por Domingues e Gravato (2018). Foram incubados 50 pL do sobrenadante larval com
250 pL de solugdo de reagdo (10 mM de glutationa reduzida ¢ 60 mM de 1-chloro-2,4-
dinitrobenzeno). O ensaio foi realizado em quadruplicata e a atividade da GST foi medida
imediatamente apds adicdo da solucdo da reacdo a cada 20 segundos durante cinco minutos. A
absorbancia foi medida em comprimento de onda de 340 nm.

A Lactato desidrogenase (LDH) foi determinada seguindo a metodologia proposta por
Domingues e colaboradores (2010). Na microplaca foram adicionados 40 puL. da amostra do
sobrenadante larval, 250 uL NADH (0,24 mM) e 40 uL de piruvato (10 mM). Agitagéo por 10
segundos foi realizada. Posteriormente, a atividade enzimatica foi avaliada a 340 nm, sendo
monitorada constantemente a cada 20 segundos por cinco minutos para determinar a diminuicao

da absorbéancia a partir da oxidacdo de NADH. O ensaio foi realizado em quadruplicata.

3.6 Andlise estatistica

Os dados dos experimentos foram analisados usando o software estatistico GraphPad
Prism 8 e foram representados como media + desvio padréo. Os resultados foram testados para
normalidade e homogeneidade de variancias usando o Shapiro-Wilk e Testes de Levene.
Posteriormente, os dados que atenderam a essas condic¢des foram analisadas por ANOVA de
uma via e teste post-hoc de Tukey (p <0,05). Dados que ndo paramétricos, do teste de contragdo
espontanea da cauda, foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn.
(p <0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da atividade coagulante do plasma citratado humano na presenga da

peconha de B. jararacussu

A atividade coagulante da peconha de B. jararacussu solubilizada em tampao PBS (10x,
pH 7,4) foi avaliada sobre o plasma citratado humano nas concentracdes de 1,25; 2,5; 5; 10 e
20 pg/uL. Os tempos de protrombina e de tromboplastina parcial ativada (TP e TTPa) foram
aferidos como controle para verificar se 0 pool de plasma utilizado estava dentro dos tempos
de referéncia (TP entre 13 —15 segundos e TTPa entre 24 — 39 segundos, de acordo com
instrucdes do fabricante Wama Diagnostica®).

A analise dos resultados obtidos nos permitiu inferir que o tempo de coagulacdo foi de
forma concentracdo dependente (Figura 8), uma vez que quanto maior a quantidade de pe¢onha

avaliada mais rapido foi observada a formacéo do coégulo.

Figura 8. Atividade coagulante do plasma citratado humano na presenca da peconha de
Bothrops jararacussu (pg/upL), solubilizada em solugdo PBS. Experimento realizado em
triplicata. TP (Tempo de Protrombina) e TTPA (Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada).
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Normalmente, as peconhas ofidicas tém como veiculo de solubilizagdo o fosfato salino
(PBS). O PBS é uma solucdo isotonica que se iguala a concentracdo salina presente no corpo
humano, caracterizado como atdxico para as células, além de evitar a variacdo de pH, sendo,
portanto, o diluente ideal (MARTIN et al., 2014).

O meio embrionario E3 é utilizado para controle dos parametros de contaminagéo e
melhoramento de condi¢cdes microambientais para desenvolvimento de embribes e larvas
(MARCH, 2018). Portanto, nos experimentos utilizando o modelo peixe-zebra, foi seguido o
protocolo OEDC 236 (2013), o qual preconiza que tanto a lavagem dos embrides desses animais
como as substancias a serem analisadas estejam em meio embrionario E3. Para verificar se a
modificacdo da atividade da peconha se solubilizada no meio E3 e avaliar sua estabilidade nas
condi¢des de manutencao do peixe zebra, um novo experimento de coagulacdo foi realizado.

A concentracdo de 20 pg/pL da pecgonha foi selecionada para avaliar sua estabilidade
quando submetida as mesmas condi¢fes de condicionamento dos embrides e larvas de peixe-

zebra até 96 horas de exposicdo, sendo diluida tanto no meio E3 como em PBS (Figura 9).

Figura 9. Avaliacdo da atividade coagulante em plasma citratado humano na presenca da
peconha de B. jararacussu ap6s 96 horas de incubagdo nas condigdes do teste de toxicidade
aguda em embrides de peixe-zebra. TP (Tempo de Protrombina) e TTPA (Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada). P + PBS (Peconha em PBS) e P + E3 (Pegonha em meio E3).
Os resultados foram expressos como media * erro padrdo da média (EPM) (n =3). *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p< 0,001 e *p<0,0001.
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A avaliacdo do tempo de formagdo de codgulo plasmético desencadeado tanto pela
presenca da peconha solubilizada em meio E3 como da solubilizada em tampé&o PBS (10x pH
7,0) e mantidas a 26 + 1 °C, foi realizada a cada 24 horas, e a peconha solubilizada no dia (TO0)
foi comparada com as peconhas solubilizadas de T24 a T96 para avaliar se a diferenga no tempo
de formag&o do coédgulo (Figura 9). Nos nossos resultados, o tempo de coagulacdo apresentou-
se de maneira tempo dependente e estdo de acordo com os dados descritos por Paixao-Junior e
colaboradores (2020).

A atividade coagulante desencadeada pelo ofidismo botrépico é massivamente relatada
na literatura (EAGLE, 1937; SILVA e PARDAL, 2018; TEIXEIRA et al., 2018; DUARTE et
al., 2019; LOTTO et al., 2021).

Sousa e colaboradores (2018) descreveram que os efeitos coagulopaticos causados pela
peconha botrdpica sdo oriundos principalmente da acdo das proteases (metaloproteinase e
serinoproteinase), porém também podem ser causados pela acdo de fosfolipases A2 e lectinas
do tipo C. Kini e colaboradores (2001) e Kini e Koh (2016) relataram que as proteinas
précoagulantes de peconha de serpentes (como por exemplo, as proteases) atuam na clivagem
especifica dos zimogénios dos fatores de coagulacdo resultando na formacao do coagulo. De
modo mais especifico, as proteases ofidicas clivam seletivamente algumas proteinas envolvidas
na cascata de coagulagcdo, como o Fator X e a protrombina podendo causar agregagédo
plaquetaria e conduzir a ativacdo e / ou desativacdo de proteinas envolvidas na hemostasia
secundaria (KINI; KOH, 2016; SOUSA et al., 2018). A peconha de B. jararacussu apresenta
em sua composicao diversas proteases que atuam sobre a hemostasia secundaria (LARRECHE
etal., 2021).

As serinoproteases de serpentes apresentam triade catalitica classica conservada, His57,
Aspl02 e Ser195, em posicdo anadloga as serinoproteases de mamiferos (BOROTELO et al.,
2002). Esta mesma triade catalitica esta presente no sitio ativo da trombina (fator II), sendo
importante para o desempenho da sua fungdo como pro ou anticoagulante (KOH et al., 2011).

A Jararacussina-1 foi descrita por Borotelo e colaboradores (2002) como sendo uma
serinoprotease do tipo trombina-like (“snake venom thrombin-like enzymes, svTLEs”) que atua
na clivagem do fibrinogénio liberando fibrinopeptideo A e fibrinopeptideo B, resultando na
formacdo de coagulos de fibrina anormais, formados por polimeros curtos (BOROTELO et al.,
2002; ULLAH et al., 2012).

A trombina difere da svTLEs, pois a trombina, além de clivar ambas as cadeias Aa ¢ B
do fibrinogénio, também atuam ativando os fatores V, V111 e XIII. Nenhuma das svTLES exibiu

atividade de ativacdo desses fatores (ULLAH et al., 2018) e, por néo ativarem o fator XIlII, as
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sVTLEs produzem coagulos instaveis que sdo rapidamente elimandos, o que leva ao rapido
esgotamento do fibrinogénio circudante in vivo e contribui para amplificacdo dos efeitos
hemorragicos (MACKESSY, 2010; SUN et al., 2017). A incapacidade da heparina de inibir a
atividade esterase causada pela Jararacussina-I pode indicar que existem diferencas estruturais
significativas entre essa enzima e a trombina (BOROTELO et al., 2002).

A BjussuSP-I, outra serinoprotease glicosilada semelhante a trombina presente na
peconha de B. jararacussu descrita por Sant’ana e colaboradores (2008a) apresentou atividade
40 proteolitica sobre o fibrinogénio de cadeia Aa e ndo sobre a cadeia Bf e atividade catalitica
sobre a fibrina. Essa enzima apresentou estabilidade coagulante a diferentes temperaturas (-70
a 37 °C) e pHs (4,5 a 8,0), além ter exibido alta atividade coagulante sobre o plasma humano
(SANT’ANA et al., 2008a). Complementarmente, Sant’ana e colaboradores (2018b)
descreveram que além da atividade prd-coagulante, a BjussuSP-l1 apresentou atividade
semelhante a calicreina, mas foi incapaz de atuar sobre plaquetas e plasmina.

A BjussuMP-I foi descrita por Mazzi e colaboradores (2004) como sendo uma
metaloproteinase de classe P-ll1l de alta massa molecular com atividade hemorragica,
totalmente inibida por EDTA, 0 que demonstrou a importancia da presenca do metal zinco na
composicdo desta proteina para exercer sua fungdo. Ainda, essa enzima apresentou atividade
proteolitica sobre o fibrinogénio degradando ambas as cadeias Aa e cadeia B (MAZZI et al.,
2004) e, de acordo com Freitas-de-Souza e colaboradores (2020), foi capaz de ativar a
protrombina na auséncia de fons célcio (Ca®").

A BjussuMP-I1, uma metaloproteinase acida de baixa massa molecular da classe P-I
descrita por Marcussi e colaboradores (2008) apresentou atividade fibrino(geno)litica sobre
fibrinogénio bovino e baixa ou nenhuma atividade hemorragica. Marcussi e colaboradores
(2008) demonstraram que a atividade de degradacao do fibrinogénio causada pela BjussuMPII
atuou na degradacao da cadeia Aa e ndo da cadeia B3, sendo que esta atividade foi inibida pela
acdo do EDTA, EGTA e fenatrolina. Segundo Marcussi e colaboradores (2008), essa
metaloproteinase ndo apresentou atividade coagulante e/ou anticoagulante sobre plasma
citratado humano, porém, apresentou efeitos inibitérios sobre agregacdo plaquetaria.

As peconhas ofidicas também contém em sua composicdo uma mistura de ions
inorganicos e, dentre eles, o ion calcio (Ca?") (CARVALHO et al. 2013). Este ion atua como
um importante cofator para manutencdo da hemostasia secundéria, sendo essencial para
ativacdo do fator X, para a conversdo da pro-trombina em trombina e para a ativacgéo do fator
XIHI (SINGH et al., 2019; BARMORE et al., 2020). No entanto, em serpentes do género

Bothrops, os ions célcio, ferro, cloreto e bromo sdo encontrados em niveis ligeiramente baixos,
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enquanto que os ions sodio e potassio sdo encontrados em maiores concentracées (METAIRON
et al., 2016).

Ao adicionarmos a peconha de B. jararacussu solubilizada em ambos os meios (E3 e
PBS) e mantidas a 26 °C (+ 1 °C) ao plasma humano citratado, verificamos uma variagdo
significativa de tempo para a formac&o de coagulo no periodo de realizacdo do experimento. A
peconha solubilizada no dia do experimento (TO) apresentou rapida formacdo do coagulo
qguando comparada as peconhas solubilizadas acima do T24. Tal diferenca, pode ser explicada
porque a peconha TO apresentou agdo sinérgica entre as proteases descritas e a presenca de ion
calcio, o que induz a rapida formacgdo do coagulo de fibrina. Enquanto que as peconhas
solubilizadas e avaliadas acima de T24 podem ter apresentado alteracdo dos seus constituintes
por protedlise como descrito pela WHO (2016) e essa alteracdo pdde ser observada pelo
aumento do tempo de formacdo do coagulo. No entanto, ainda foi observado a formacéao de
codgulos acima de T24, que pbde ter ocorrido pela acdo da BjussuSP-I, proteina a qual, de
acordo com Sant’ana e colaboradores (2008a) foi capaz de manter sua atividade coagulante em
condicgdes de temperaturas e pHs variaveis. Deste modo, estes resultados reforcam a orientacao
de que a peconha deve ser utilizada imediatamente apds a sua solubilizagdo e mantida em baixa
temperatura durante a realizagdo de experimentos.

Os resultados acima descritos foram importantes para definir a realizagdo do protocolo
de manutencdo da amostra semi-estatica, ou seja, renovando a peconha solubilizada em meio
E3 a cada 24 horas, nos ensaios enzimaticos com larvas de peixe-zebra, evitando assim a
degradacdo das proteinas e a perda de atividades enzimaticas dos componentes da peconha de

B. jararacussu.

4.2 Avaliacédo da toxicidade aguda da peconha bruta de B. jararacussu em embrides de

peixe-zebra

Os resultados demonstraram, que 0s componentes presentes na pegonha de B.
jararacussu sdo capazes de induz embriotoxicidade em fases inicias do desenvolvimento do
peixe-zebra. Observamos que a peconha de B. jararacussu induziu a mortalidade embrionaria
ou induziu agregacédo de proteinas no corion do animal. A taxa de mortalidade observada foi
concentracdo-dependente, ou seja, diretamente proporcional ao aumento das concentragfes

utilizadas. A concentracdo de 80 pg/mL causou a mortalidade de 100% dos individuos em
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estudo (Figura 10A). EmbriGes expostos somente ao meio E3 (controle) ndo apresentaram

mortalidades ou modificagfes morfologicas observadas (Figura 10B).

Figura 10. Efeitos toxicos em embrides de peixe-zebra expostos a peconha de B. jararacussu
por 96 horas: A. Percentual de mortalidade de embrides expostos a concentracdes crescentes da
peconha (2,5 80,0 pg/mL). B. Embrido normal (controle) com 24 hpf, exposto apenas ao meio
embrionario E3. C. Embrido coagulado com 24 hpf ap6s introducdo da peconha a microplaca.
D. Presenca de granulos no cérion (setas) e espaco perivitelinico de embrido com 48 hpf exposto
as menores concentragdes da pegonha (2,5; 5,0 e 10 pg/mL).

A coagulacao embrionaria foi o Unico indicador de letalidade observado no decorrer de
24 horas ap6s a peconha ser adicionada na microplaca contendo o embrido; esse processo foi
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visualizado em todas as concentragdes da peconha avaliada (FIGURA 10C). Néo foi observada
a ruptura do cérion, a membrana que reveste o embrido até o momento da eclosdo (SOUDER;
GORELIK, 2017), porém foi observado o acumulo de proteinas da pegonha ao redor do corion,
e possivelmente, no espaco perivitelinico nos embrides acondicionados nas concentracdes 2,5;
5,0 e 10 pg/mL da pegonha (Figura 10D). Segundo Braubeck e colaboradores (2015) o acumulo
de proteinas ao redor do corion ocorre devido a alta massa molecular dos constituintes presentes
na substéncia toxica.

Com base ainda na avaliacdo morfoldgica é possivel identificar a concentracdo mais
baixa capaz de produzir efeito adverso observado da substancia em analise, denominada de
LOAEL (Lowest Observable Adverse Effect Level - Nivel Mais Baixo de Efeito Adverso
Observado). Estes efeitos causados pela substancia podem ser observados no peixe-zebra
através de anormalidade estruturais e/ou funcionais e/ou letalidade (BRANNEN et al., 2010).
A anélise dos nossos resultados permitiu determinar o LOAEL para concentragdo de 5,0 pg/mL
da peconha bruta, onde ainda foi observado apenas um indicador de letalidade, a coagulacéo
embrionaria.

Nem todas as concentracOes avaliadas apresentaram efeitos adversos como alteracfes
morfoldgicas, funcionais ou letalidade. Para determinar a concentracdo utilizada sem
observarmos efeitos adversos, foi determinado o NOAEL (No Observed Adverse Effect Level
- Nivel de Efeito Adverso Observado) (BAMBINO e CHU, 2017). A analise dos nossos
resultados permitiu determinar o NOAEL para a concentracdo de 2,5 ug/mL da pegonha bruta,
na qual nenhum dos efeitos descritos foi observado, mantendo assim os embriGes com as
mesmas caracteristicas morfofuncionais observadas nos embriGes do grupo controle.

A Concentracdo Letal (CL50) é um ensaio utilizado para avaliar a concentracdo de
determinada substancia que causa a mortalidade da metade dos individuos de uma populacao
(SILVA et al. 2020). A mortalidade dos embrides de peixe-zebra nas concentragdes avaliadas
foi submetida & anélise do probit, onde foi determinada a CL50, concentracao na qual foi capaz
de causar a morte de 50% dos individuos como sendo 27,051 (19,282-37,893) pg/mL da
peconha.

Segundo Hamm e colaboradores (2019) e Ali e colaboradores (2017), apesar do corion
ser fenestrado por poros, estes demonstraram bloquear a passagem de moléculas que
apresentaram massa molecular superior a 3kDa. Desta forma, o cérion atuaria como uma
barreira contra entrada de microrganismos e toxinas durante o desenvolvimento embrionario do

peixe-zebra (CHEN et al., 2020). Porém, a avaliacdo da mortalidade embrionéria observada nos
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permitiu sugerir que algum(s) do(s) componente(s) da peconha foi capaz de penetrar 0s poros
presentes na membrana externa do corion e causar toxicidade.

Como demonstrado na SDS-PAGE realizada por Paixao-Janior e colaboradores (2020),
as proteinas presentes na peconha de Bothrops jararacussu provavelmente ndo apresentam
tamanho adequado para atravessar a membrana do cérion do peixe-zebra, uma vez que estas
apresentam massas superiores a 13 kDa. Como consequéncia do ndo ingresso ao interior do
corion, essas moléculas presentes no extrato bruto da peconha se agrupam formando granulos
ao redor do corion dos embrides de peixe-zebra como demonstrado na figura 10D.

Além da presenca de proteinas, as peconhas de serpentes do género Bothrops
apresentam uma variedade de peptideos identificados e farmacologicamente ativos
(ALBERTO-SILVA, 2020). Caldeira e colaboradores (2021) identificaram sete peptideos por
espectrometria de massa na peconha de Bothrops jararacussu, com massas moleculares na faixa
de 443,17-1356,73 Da, apresentando sequéncias correspondentes entre 3-13 residuos de
aminoéacidos. Dentre estes peptideos, um deles ja foi determinado como sendo um Peptideo
Potenciador de Bradicinina (PPB) e outro um tripeptideo inibidor endogeno de
metaloproteinase.

Freire e colaboradores (2021), relataram também que esta peconha apresenta um
peptideo dimérico ndo toxico (pBthTX-1) derivado da regido C-terminal da fosfolipase A2
BThTX-I (Bothropstoxina I) e seus analogos, apresentaram atividade antiviral contra 0 SARS-
CoV-2 e baixa atividade citotoxica.

O Peptideo Potenciador de Bradicina (PPB) presente na peconha de B. jararacussu foi
descrito primeiramente em um estudo realizado por Ferreira e colaboradores (1992). Os PPBs
encontrados em peconhas de serpentes atuam inibindo a Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA) impedindo a conversao de angiotensina | em angiotensina I, sendo caracterizados desta
forma, como hipotensores. Estes PPBs agem também, potencializando a bradicina, causando
vasodilatacdo, o que contribui para o efeito hipotensivo (XU et al, 2015; SCIANI e PIMENTA,
2017). Desta forma, os PPBs culminam na difusdo das tdxicas da peconha, induzindo a um
choque hipotensivo, uma das causas de 6bitos apds ofidismo (PINHEIRO-JUNIOR et al.,
2018).

A bradicinina participa do processo de desencadeamento da inflamacéo, via dois
receptores, BR1 e BR2 (SILTARI et al., 2016). O BR1 é sensibilizado em células da microglia,
astrocitos, neurénios e apds lesdo tecidual e é induzido e regulado conforme a evolugdo dos
quadros infecciosos, inflamatorios e/ou traumaticos (JUNIOR et al., 2016; MARCEU et al.,

2020). O BR2 ¢ expresso pelos tecidos periférico e central, sendo encontrado em condicGes
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normais em varios tipos celulares, sendo contribuinte para a resposta inflamatoria aguda e
nociceptiva (JUNIOR et al., 2016; MARCEU et al., 2020). Desta forma, a bradicinina,
juntamente com as prostaglandinas e a histamina, induz a vasodilatacdo, o que causam o calor
e rubor caracteristicos desse evento. Complementarmente, a bradicinina participa da formacéo
da dor junto com a prostaglandina E2 por atuar na sensibilizacdo das terminacdes nervos
sensoriais (CHOI e HWANG, 2018).

Bromeée e colaboradores (2006), identificaram no peixe-zebra a presenca de genes de
cbpia Unica para os receptores BR1 e BR2. Também identificaram neste estudo, um receptor
ortdlogo a BR1 de mamiferos. Dunner e colaboradores (2002) havia anteriormente identificado
distribuicdo de RNAmM dos receptores BR1 e BR2 foram detectados no olho, cérebro, musculo
e trato gastrointestinal do peixe-zebra.

Como sugerido por Bromeé e colaboradores (2006), a expressdo do receptor BR1 e seu
RNAmM podem ser induzidas por desencadeamento de processo inflamat6rio em tecidos dos
peixes. Isto, poderia justificar o processo de coagulacao observado nos embrides de peixe-zebra
(Figura 11 C) quando tratados com diferentes concentracdes da peconha de B. jararacussu.
Podemos sugerir que a coagulacdo embrionaria possa ser desencadeada pela acdo de PPBs
presentes na peconha. Estes peptideos poderiam atravessar o coérion do peixe-zebra por
apresentarem tamanho molecular inferior a 3 kDa e através de induzir a expressdo do gene do

receptor BR1 possa desenvolver o processo inflamatorio e causar a mortalidade nesses animais.

4.3 Avaliacdo de atividade neurotodxica e cardiotdxica em peixe-zebra pela peconha de B.

jararacussu

Os resultados demonstraram que a presenca da pegonha de B. jararacussu causa
hipoatividade locomotora da cauda de embrides de peixe-zebra (Figura 11), quando comparado
0 grupo controle e os grupos tratados com as concentragdes subletais da peconha. Néao foi
identificada diferenca significativa entre os grupos tratados com as diferentes concentragdes

subletais da peconha.
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Figura 11 — ContracOes espontaneas da cauda de embrides de peixe-zebra com 24-26 hpf na
presenca de concentracdes crescentes da peconha de B. jararacussu: A atividade neurotoxica
foi observada ao comparar os grupos controle e o tratado nas concentragfes subletais da
peconha. Houve diferenca significativa (*p<0.05, **p<0.01). Os box pots mostram terceiro
quartil, mediana e primeiro quartil, e as barras de erro mostram 0s maiores e menores valores

observados.
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O peixe-zebra de acordo com d’Amora e Giordani (2018), apresenta um alto grau de
homologia genética e morfofisiologia com seres humanos. Com isso, apresentam, por exemplo,
mecanismos do Sistema Nervoso Central (SNC) bem conservados e semelhanca no
desenvolvimento da barreira hematoencefalica com outros vertebrados (ZENG et al., 2017;
CASSAR et al., 2020). Kiper e Freeman (2019) descreveram que a semelhanca observada entre
0 neurodesenvolvimento do peixe-zebra e os mamiferos levou-os a inferir que estudos com
substancias neurotoxicas neste modelo, peixe-zebra, pode ser correlacionado para humanos.

A neurotoxicidade em peixe-zebra ¢ amplamente estudada em compostos como
xenobidticos (BERTOTTO et al., 2020; LI et al., 2020; REN et al., 2021). Estudos, porém, da
atividade neurotoxica neste modelo, desencadeado por componentes de pegonhas de serpentes,
sdo escassos na literatura (SWINBURNE et al., 2015; SCHIMIDIT et al., 2019).



44

Estagios iniciais da vida humana e selvagem sdo particularmente sensiveis e
susceptiveis a acdo de toxicos. Os efeitos causados por agentes toxicos de origem quimica,
fisica ou biologica, podem desencadear efeitos neurotoxicos, que podem produzir mudancas
comportamentais visiveis ou epigenéticas, sendo base para surgimento de efeitos a longo prazo
(LEGRADI et al., 2018). Uma forma pratica de rastrear a neurotoxicidade de alguma substancia
é através da contagem dos movimentos espontaneos da cauda no peixe-zebra, que tem inicio
17 hpf (ZINDLER et al., 2019; GONZA'LEZ-FRAGA et al., 2019). Segundo Ogungbemi e
colaboradores (2021), o enrolamento espontdneo de cauda é a primeira atividade motora
observadas nesses animais, a partir do desenvolvimento da rede neural.

A atividade locomotora inicial da cauda de embrides do peixe-zebra ocorre através de
sinapses elétricas impulsionadas pelos interneurénios espinhais caudais ipsilaterais do
marcapasso. Estes neurdnios ipsilaterais determinam uma periddica despolarizacdo, uma vez
que séo responsaveis por exibirem endogenamente correntes persistentes de sédio. 1sso ocorre
devido a imaturidade da medula espinhal do animal que apresenta nas 17 hpf apenas quatro
tipos de motoneurdnios (SELDERSLAGHS et al., 2010; ROSSUEL et al., 2021).

Os processos de movimentacdo originados da despolarizacdo evoluiram para
surgimento de sinapses eletroquimicas hibridas que geram movimentos mais complexos nesses
animais. A partir de 21 hpf, as contracbes comegam a ser mediadas por neurotransmissores,
aqui pode ser identificada a presenca de sinalizacdes glicinérgicas, sendo a glicina o
neurotransmissor inibitério do tronco cerebral e médula espinhal, regulando assim o sistema
motor (KNOGLER et al., 2014; OGINO e HIRATA, 2016; OLIVEIRA et al., 2021).

Algumas PLAZ2s j& foram descritas presentes na peconha bruta de B. jararacussu,
BthTX-I (HOMSI-BRANDEBURGO et al. 1988), BthTX-11 (GUTIERREZ et al. 1991) e
BthA-I (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002). Dessas PLA2S, a BthTX-1l, uma Asp49-PLA2
basica com massa molecular de 14 kDa (CORREA et al., 2008) apresentou atividade
neurotoxica, baixa atividade catalitica e miotdxica (BORJA-OLIVEIRA et al., 2007,
DESIMONE et al, 2013). Esta atividade neurotdxica esta associada a alta afinidade entre a
PLAZ2s e seu sitio de ligacdo presente na membrana de proteinas neuronais (ROUAULT et al.,
2006; CORREA et al., 2008; BARBOSA et al., 2010). No entanto, apesar da BthTX-II,
desencadear neurotoxicidade, provavelmente ndo poderiamos associar os efeitos desta proteina
a atividade de hipoatividade de cauda, pois esta PLA2 ndo conseguiria atravessar o cérion do
peixe-zebra, devido a sua massa molecular ser superior a 3 kDa.

Munawar e colaboradores (2011) identificaram a presenca de um peptideo curto

neurotdxico na peconha de B. jararacussu, homologo a um peptideo presente na peconha da
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serpente Elapidae Naja haje anulifera. No entanto, 0 mecanismo de agéo, deste peptideo curto
neurotdxico presenta na peconha B. jararacussu ainda nao esta claro.

A avaliagdo de nossos resultados nos possibilitaram inferir que possivelmente a
presenca de peptideos poderiam atuar realizando hipoatividade de cauda em todas as
concentragOes subletais avaliadas, demonstrando, desse modo, exercer alguma atividade
neurotdxica em embrides de peixe-zebra. Pode-se ainda inferir que essa possivel atividade
neutordxica observada possa estar relacionada a estimulacéo de sinalizagdes glicinérgicas de
neuronios caudais do peixe-zebra. No entanto, estudos complementares devem ser realizados
48 para identificar especificamente o possivel componente da peconha que possa desencadear
essa hipoatividade.

A resposta a estimulos externos pode ser identificada a partir das fases iniciais do
desenvolvimento de larvas do peixe-zebra, uma vez que, as respostas comportamentais ja sao
controladas pelo cérebro (SUBENDRAN et al., 2021). A clareza Optica é um fator importante
apresentado por embrides e larvas desse animal, o que possibilita analisar, de modo nao
invasivo, 6rgdos como o coracgao e consequentemente os batimentos cardiacos e de cauda, frente
a introducdo de agentes externos (SAMPURNA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021).

O peixe-zebra tornou-se 0 modelo ideal para estudo do sistema cardiovascular, sendo
esse modelo relativamente simples, apresentando conservacdo anatomo-funcional e
morfogénese de vasos semelhante a de vertebrados superiores. O coracdo € um dos primeiros
orgdos a ser formado, com desenvolvimento funcional ap6s 24 hpf. Em seres humanos, a
cardiotoxicidade pode ser avaliada frente a variabilidade da frequéncia cardiaca. Em embrides
de peixe-zebra é possivel analisar os efeitos cardiotdxicos e neurotoxicos quando estes sdo
expostos a compostos farmacoldgicos, desta forma, este € um modelo perfeito para avaliar estas
funcbes com peconha de serpente (LUCA et al., 2014; GIERTEN et al., 2020).

O batimento cardiaco foi avaliado no controle e nas trés concentragdes subletais da
peconhade B. jararacussu 3,1; 6,2 e 12,5 pg/mL (Figura 12). Ndo houve diferenca signoficativa

entre 0 grupo e o grupo tratado com as concentragdes subletais da peconha.
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Figura 12. Frequéncia dos batimentos cardiacos de embrides de peixe-zebra, com
aproximadamente 48 hpf, expostos a concentracdes crescentes da peconha de Bothrops

jararacussu: Atividade cardiotoxica ndo foi identificada.

2004
£
3 i
~ 150- -
S50 T T =
©
§
© 100+
o
3
£ 50-
©
o
0 T

1 Ll I
0 3.1 6.2 12.5
Concentragdo da peconha (pg/mL)

Nossos resultados de avaliagdo do efeito cardiotoxico em peixe-zebra causado pela
peconha de B. jararacussu diferiram de estudos realizados em mamiferos. Em estudo realizado
por Sinfuentes e colaboradores (2008) a pegonha de B. jararacussu apresentou cardiotoxicidade
em ratos por causar depresséao cardiaca dependente de tempo de experimentacdo e concentracdo
da peconha avaliada, bem como extra-sistole supra e ventriculares que levaram a parada
cardiaca dos animais em experimentacdo. Em concordancia com Sinfuentes e colaboradores
(2008), Ricardo e colaboradores (2012) também relataram que a peconha de B. jararacussu
causou depressdo da tensdo cardiaca em ratos, sendo este efeito reduzido frente a utilizagdo de
heparina.

A divergéncia de resultados observados entre os modelos (peixe-zebra e ratos) pode ser
explicada pela diferenga de metodologia aplicada. Em ratos, a peconha foi introduzida por meio
de perfusdo cardiaca, o que permitiu o surgimento dos efeitos observados possivelmente
causados por proteinas miotoxicas como as PLA2S BThTX-1 e BThTX-11 (SINFUENTES et
al., 2008; RICARDO et al., 2012). Ja para avaliar a cardiotoxidade em embrides de peixezebra,

a peconha foi introduzida na microplaca. A presenca do cdrion, possivelmente impediu 50 a
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passagem dessas proteinas miotdxicas presentes na serpente, o que possivelmente resultou na

preservacao da fungdo cardiaca observada.

4.4 Determinacdo de enzimas biomarcadoras de toxicidade em larvas de peixe-zebra

expostas a peconha de Bothrops jararacussu

A avaliacdo da atividade destas enzimas biomarcadoras foi realizada em larvas de peixe-
zebra, utilizando concentragdes subletais (3,1; 6,2 e 12,5 pg/mL) da peconha de B. jararacussu
apos 96 horas de exposicdo (Figura 13). OS resultados obtidos da quantificacdo das enzimas
biomarcadores permitiu inferir que a peconha de B. jararacussu causa neurotoxicidade, estresse
oxidativo e metabolico em larvas de peixe-zebra.

Apbs a ruptura do cérion, o peixe-zebra da inicio a fase larval o que expde facilmente o
animal a presenca de toxicos (SILVA et al., 2021). Frente a exposi¢do dos agentes toxicos,
biomarcadores podem ser utilizados para determinar alteragcdes de estruturas ou funcdes de
componentes celulares ou moleculares (DALZOCHIO et al., 2016). O peixe-zebra € um
vertebrado comumente utilizado em estudos toxicol6gicos, uma vez que demonstram
sensibilidade nos seus estagios de vida a agentes estressores, sendo possivel analisar o efeito
destes, através da quantificacdo da atividade enzimatica de enzimas como AChE, CAT, GST e
LDH (KARAMI et al., 2017; MAHARAJAN et al., 2018).
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Figura 13 - Efeito da peconha de Bothrops jararacussu na atividade de biomarcadores em
larvas de peixe-zebra apos exposicdo de 96 h. A. Acetilcolinesterase (AChE), B. Glutationa-S
- Transferase (GST), C. Lactato Desidrogenase (LDH) e D. Catalase (CAT). Os dados foram
analisados por ANOVA oneway e teste post-hoc de Turkey. OS resultados foram expressos
como média + desvio padrdo. n = 20, por grupo. a: ndo significante. b, c: diferenca significativa
do controle (p<0,05).
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A quantificagdo da enzima biomarcadora de neutotoxicidade, acetilcolinesterase
(AChE), em larvas de peixe-zebra, expostas as menores concentragdes, 3,1 e 6,2 pg/mL,
respectivamente, da peconha de Bothorps jararacussu, demonstrou que a atividade desta
enzima foi reduzida de modo significante (p<0,05) quando comparado ao controle. No entanto,
a maior concentragdo, 12,5 pg/mL, apresentou niveis similares ao do controle, como pode ser
visto na Figura 13A. Desta forma, a peconha de Bothorps jararacussu nas menores

concentracOes analisadas, demonstrou reduzir a atividade da AChE.
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A AChE é uma enzima colinérgica presente em jung6es neuromusculares pos-sinapticas
responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em acido acético e colina,
encerrando assim, a transmissdo neuronal (MCHARDY et al., 2017). Normalmente, os niveis
de atividade da AChE em peixe-zebra aumentam aproximadamente em 75 vezes do 1 ao 6 dia
pos-fertilizacdo (KOENIG et al., 2016). Koening e colaboradores (2016) descreveram a
presenca da AChE em peixe-zebra e relataram que a estrutura priméria da AChE de peixe-zebra
é 62% compativel com a sequéncia de aminoacidos da AChE humana, tornando assim este
animal um bom modelo para analisar a atividade desta enzima.

A inibicdo da atividade da AChE, ja foi anteriormente descrita em estudos realizados
com pesticidas, induzindo a neurotoxicidade, bem como a atividade desta enzima ja foi
completamente abolida em embrides de peixe-zebra expostos a bloqueadores colinérgicos
como a o-bungarotoxina, uma a-neurotoxina presente na peconha da serpente elapidae
Bungarus multicinctus (MINOVSKI et al. 2019; GUZMAN et al., 2021).

De acordo com Cavalcante e colaboradores (2011), serpentes pertencentes ao género
Bothrops geralmente ndo apresentam sinais de neurotoxicidade aparente pés ofidismo, no
entanto, estudos demonstraram que pegonha de serpentes deste género, produziram bloqueio
neuromuscular em prepara¢des neuromusculares de anfibios, aves e mamiferos, in vitro.

Em estudo in vitro realizado por Borja-Oliveira e colaboradores (2003), a pe¢onha de
Bothrops neuwiedii pauloensis demonstrou bloquear a agdo neuromuscular sem deprimir a acéo
da acetilcolina, indicando deste modo que esta pe¢conha pode ter agdo neurotdxica pré-sinaptica.
Liesener e colaboradores (2007), em estudos realizado in vitro, baseado em triagem rapida
utilizando Espectrometria de Massas com lonizagéo por Electrospray, relataram que as fragoes
F33 e F34 identificadas da pe¢onha Bothrops moonjeni, indicou perda da atividade de AChE,
sendo estas fragdes um possivel inibidor da atividade desta enzima.

Ferraz e colaboradores (2014) identificaram a atividade neurotoxica causada pela PLA.-
BthTX-I, presente na peconha de Bothrops jararacussu, sobre o musculo do diafragma de
camundongos, causando bloqueio neuromuscular irreversivel. A acdo desta fosfolipase esta
relacionada a acao pré-sinaptica antes de causar despolarizacao de membrana (FERRAZ et al.,
2014).

De acordo com Melaré e colaboradores (2016), o bloqueio da atividade neuromuscular
observado, causado pela peconha de Bothrops jararacussu, pode estar relacionado a uma acgao
bifasica da peconha de Viperidae. Inicialmente, a facilitacdo da atividade neuromuscular
causada pela liberacao de calcio intracelular proveniente do reticulo sarcoplasmatico que sofreu

danos na sua estrutura. Posteriormente, ocorre o bloqueio das respostas musculares o que seria
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resultado da destruicdo de terminais nervosos e axénios por meio de enzimas apoptoticas devido
o influxo de calcio anterior (MELARE et al., 2016).

Os nossos resultados, no entanto, sugerem que a peconha bruta de Bothrops jararacussu
atua como um possivel inibidor ou redutor da atividade da AChE, sendo identificada deste
modo, acdo neutotoxica in vivo. O bloqueio desta enzima resulta em uma maior presenca da
ACh e consequentemente sua ligacdo com receptores pos-sinapticos (ARAUJO et al., 2016). O
acumulo de ACh na juncdo neuromuscular do peixe-zebra aumenta a estimulacéo de neurénios
colinérgicos, podendo resultar em uma resposta alterada na motilidade do peixe-zebra
(RICHETTI et al., 2011; NAYAK et al., 2020).

A atividade de glutationa-S-transferase (GST) foi reduzida (p< 0,05) apenas na
concentracdo de 3,1 pg/mL da peconha de Bothrops jararacussu (Figura 13B). As demais
concentrages (6,2 e 12,5 pg/mL) no entanto, ndo apresentaram diferencga (p < 0,05) do grupo
controle. As GSTs sdo uma familia de enzimas responsaveis por realizar a detoxificacdo de
compostos xenobidticos através da fase Il do processo de biotransformacdo, onde catalisam a
reacdo do nucledfilo GSH com o substrato eletrofilo, resultando na sintese de um produto mais
hidrofilico e excretavel (GLISIC et al., 2015; TIERBACH et al., 2018). A atividade da GST
indica uma importante acdo antioxidante em resposta da célula a substancias exdgenas e ao
estresse oxidativo (MASSARSKY et al., 2017; HUANG et al., 2020; SINGH e REINDL,
2021).

Estudos ja relataram que a peconha de serpentes pode induzir ao aumento na
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (AL-ASMARI et al., 2016; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2017; MACHADO et al., 2019; ABDELGLIL et al., 2021). A producio
dessas espécies pode estar relacionada com o aumento dos efeitos citotdxicos e necrosantes
observados nos acidentes ofidicos (TOYAMA et al.,2021).

Al-Asmari e colaboradores (2016) demonstraram em seus estudos que o efeito toxico
das peconhas das serpentes Bitis arietans, C. gasperettii, E. coloratus e Echis pyramidum
pertencentes a familia Viperidae, aumentaram a concentracao de espécies reativas de oxigénio
nas linhas de células cancerigenas HCT-8 (colorretal) e MDA-MB-231 (mama), o que resultou
em aumento do processo apoptotico nestas células. A alta expressdo de espécies reativas de
oxigénio pode estar atribuida a presenca de L-amino oxidase (LAAO) nas peconhas, 0 que
contribui para o aumento no nimero de radicais livres que induzem o aumento dessas proteinas
pré-apoptoticas (IZIDORO et al., 2014; AL-ASMARI et al., 2016).

Machado e colaboradores (2019) demonstraram que a BjussuLAAO-II (CARONE et

al., 2017), uma L-amino oxidase presente na peconha de Bothrops jarracussu, aumentou oS
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niveis de espécies reativas de oxigénio na linhagem de célula cancerigena hepatica humana
(HepG2), o que induziu a altera¢Ges como danos no DNA e morte celular, o que corrobora com
os estudos anteriores sobre os efeitos da LAAOs ofidicas.

Os efeitos citotdxicos produzidos pela LAAOs ofidicas estdo possivelmente
relacionados com a agdo catalitica desta enzima sobre a desaminacéo de L-aminoacidos em
seus o-cetodcidos correspondentes, além de gerar peroxido de hidrogénio e amonia a partir de
intermediarios de aminoacidos (MACHADO et al., 2019). No entanto, a producéo de radicais
livres causados pelo empeconhamento ndo se limitam apenas a atuagdo dessas proteinas.

A Asp-49 PLA; BThTX-1l1 (GUTIERREZ et al. 1991) de Bothrops jararacussu além de
causarem danos ao tecido muscular, aumentam a producdo de mediadores pro-inflamatérios
como acido araquiddnico, que aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio através
da estimulagédo de NADPH oxidase (TOYAMA et al., 2021). A NADPH oxidase na presenca
de metais como Fe?* ou Cu*, reduz o perdxido de hidrogénio e da origem ao radical hidroxila
que vao causar lipoxidacdo de membrana, modificando assim, a estrutura e a fluidez de
membrana celular (POSPISIL et al., 2019; SACHDEV et al., 2021). O radical hidroxila pode
causar também a oxidacédo do acido araquidonico o que resultaem morte celular (ADIBHATLA
E HATCHER, 2003).

A importancia da atividade antioxidante da glutationa (GSH) sobre a proteina BThTX-
Il (GUTIERREZ et al. 1991), foi relatada em estudos realizados por Toyama e colaboradores
(2020), resultando na reducdo a resposta inflamatdria causada por esta PLA,. Isso acontece,
possivelmente, devido a presenca de GSH, um cofator necessario para aumentar a
especificidade da GST pelo segundo substrato, para tornar o produto da reacdo de catélise
menos toxico e mais sollvel para ser excretado (TANG et al., 2006).

Daukantiené e colaboradores (2014) ¢ Fujitani e colaboradores (2019) demonstram em
seus estudos que a reducdo ou silenciamento da enzima GST, esta relacionada ao aumento de
radicais livres, e consequentemente, do estresse oxidativo. Em estudo realizado por Marchi
(2018), o autor relata que a inibicdo da atividade de GST pode resultar em maiores efeitos
toxicos de endotoxinas e xenobidticos, aumentando assim, o risco de formacédo de espécies
reativas de oxigénio sendo estas responsaveis pelo desenvolvimento de estresse oxidativo em
larvas de peixe-zebra.

A reducdo da atividade de GST analisada em nosso estudo induziu ao aumento de
espécies reativas de oxigénio que possivelmente podem aumentar o estresse oxidativo em larvas
de peixe-zebra. Possivelmente, a reducdo da atividade antioxidante de GST observada, pode

estar relacionada ao subjugamento da defesa antioxidante natural devido producdo excedente
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de radicais livres, conforme sugerido por Ighodato e Akinloye (2018). Consequente, 0 ambiente
oxidativo resulta na oxidacdo de biomoléculas (DNA, proteinas e lipidios) (IGHODATO E
AKINLOYE, 2018; POSPISIL et al., 2019). Por tanto, a reducdo da GST e o aumento da
atividade da enzima CAT que sera posteriormente discutido, embasa que ocorreu
desenvolvimento de estresse oxidativo nas larvas analisadas. Este efeito possivelmente pode
estar relacionado a atividade de LAAQs presentes nesta peconha.

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima essencial na via de producdo de energia
anaerdbia responsavel por converter piruvato em lactato através da reducdo de NAD* em
NADH, e vice e versa (FARHANA e LAPPIN, 2021). De acordo com Muniz e colaboradores
(2021), esta enzima esta amplamente distribuida no corpo de peixes, estando estd enzima
relacionada ao metabolismo anaerdbico. A atividade desta enzima tem sido amplamente
utilizada como marcador de lesdo a nivel de tecidos e 6rgaos e alteragdes na producdo de energia
em animais estressados (KLEIN et al., 2020; DAR et al., 2020).

Quintaneiro e colaboradores (2017) ao estudarem os efeitos tdxicos do herbicida S-
metolachlor em larvas de peixe-zebra, observaram inibi¢ao da atividade da LDH nestas larvas
por esse xenobidtico. Os autores sugeriram que a inibi¢do da atividade desta enzima pode ser
um indicativo de diminuicdo da capacidade glicolitica das larvas de peixe-zebra, além disso, a
inibicdo poderia induzir necrose celular resultando na exposicdo desta enzima para 0 meio
extracelular (QUINTANEIRO et al., 2017). A inibicdo de LDH aumenta a producéo de radicais
livres 0 que resulta na destruicdo da membrana mitocondrial e induz apoptose celular
subsequente (LIU et al., 2019; YOUNG et al., 2020; YU et al., 2020).

No entanto, soro de pacientes acometidos reducdo de atividade glicolitica por acidente
ofidico demonstram aumento nos niveis séricos de LDH (KULKARNI; T, 2016; RANJINI et
al.,2021). Zeni e colaboradores (2007), observaram aumento nos niveis de LDH analisados em
baco, musculo esquelético, rins, figado e pulmdes de camundongos Swiss que receberam dose
subletal (25ug ou 50ug) da peconha de Bothrops jararacussu.

Alta quantificacdo desta enzima também foi observada em cultura celular de macréfagos
apos incubacéo destas células com as proteinas isoladas BThTX-1 (HOMSI-BRANDEBURGO
et al., 1988) e BThTX-Il (GUTIERREZ et al. 1991) nas concentra¢des de 5 e 25 ug/mL
respectivamente, o que indicou dano celular, em estudo realizado por Pereira dos Reis e
colaboradores (2019).

Altos niveis de LDH também foram produzidos em linhagem de células de mioblasto
de camundongo, denominadas de C2C12, quando incubadas com 12.5 ug/mL da peconha de

Bothrops jararacussu em realizado por Silva e colaboradores (2016). Os resultados sugerem
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que da enzima LDH seja um possivel indicador de mionecrose, efeito toxico comumente
relacionado a atuacao de miotoxinas presentes nesta peconha (SILVA et al., 2016).

Contudo, nossos resultados divergem dos resultados anteriormente apresentados por
Zeni e colaboradores (2007) e Silva e colaboradores (2016). No modelo peixe-zebra, os
resultados obtidos permitiram inferir que a pegonha de Bothrops jararacussu causou reducao
da enzima LDH em todas as concentracGes analisadas, o que pode culminar nas alteracdes
observadas por Quintaneiro e colaboradores (2017) em larva desses animais.

A atividade da catalase (CAT) foi significativamente (p<0,05) aumentada nas larvas de
peixe-zebra tratadas com a pegonha de B. jararacussu nas concentragdes subletais 3,1 pg/mL e
6,2 pg/mL (figura 14D), quando comparadas com o controle. A catalase € uma peroxidase
presente em quase todos os tecidos vivos que utilizam oxigénio. Esta enzima utiliza o ferro ou
manganés como co-fator para degradar ou reduzir o peréxido de hidrogénio (H202) em agua e
oxigénio molecular, realizando assim, o processo de desintoxicagdo (IGHODATO E
AKINLOYE, 2018).

Aumento da atividade desta enzima ja foi descrito em amostras de sangue de pacientes
que sofreram acidentes ofidicos, em animais injetados e linhagens celulares analisadas com a
peconha e/ou proteinas isoladas de serpentes do género Bothrops (STRAPAZZON et al., 2014;
COSTAL-OLIVEIRA et al., 2019; MORAS et al., 2020; BURIN et al., 2020).

Strapazzon e colaboradores (2015) relataram aumento significativo na atividade de
catalase em sangue de pacientes que sofreram ofidismo por serpentes B. jararacussu e B.
jararaca. Esses dados corroboram com os resultados encontrados no presente estudo. De
acordo com Agostinetto e colaboradores (2017) e Boriskin e colaboradores (2019) o aumento
de atividade desta enzima estd relacionado ao aumento da producdo de H20;, substrato
especifico desta enzima.

Moras e colaboradores (2020) ao analisarem a toxicidade in vitro da peconha bruta de
Bothops jararaca sobre diferentes linhagens de células tumorais, identificaram que o aumento
significativo da atividade de catalase. A reposta antioxidante desta enzima ocorreu devido ao
aumento de H>O» possivelmente causado pela desaminacdo de L-aminoacidos pela LAAOs
presente nesta peconha. Além de induzir estresse oxidativo, a peconha desta serpente
demonstrou ativar a via apoptética nas linhagens celulares analisadas devido dano mitocondrial,
induzindo deste modo, a citotoxicidade (MORAS et al. 2020).

A presenca de LAAOSs, presentes e sua agdo no empegonhamento causado pela serpente
Bothrops jararacussu, como a BjussuLAAO-II, ja foi descrita nos resultados anteriores desta

pesquisa. Consequente a resposta antioxidante expressada nas larvas de peixe-zebra pela
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atividade de GST e CAT podem estar relacionadas ao estresse oxidativo que pode induzir a
citotoxicidade desenvolvidas pela BjussuLAAO-II e Asp-49 PLA,; BThTX-II desta peconha.

Hiu e Yap (2020) relatam que PLA2 e LAAO ofidicas contribuem para um estresse
oxidativo elevado devido as suas acOes cataliticas, sendo a PLA, de produzindo espécies
reativas de oxigénio por meio da lipolise e a LAAO partir da atividade catalitica gerando H20>
como produto final, causando desta forma citotoxicidade. Porém, as vias de sinalizacdo de
morte celular associadas a exposi¢do a essas toxinas enzimaticas, segundo os autores, ainda ndo
estdo totalmente elucidadas (HIU e YAP, 2020).

Além disso, o acidente ofidico causado por serpentes do género Bothrops induzem a
reacdo inflamatoria no tecido lesionado, o que acaba por induzir a quimiotaxia de neutréfilos,
para o local, como resposta de defesa (TEIXEIRA et al., 2019; MOREIRA et al., 2021). Estas
células produzem espécies reativas de oxigénio para regular o processo inflamatério,
demonstrando que a pegonha pode induzir ao estresse oxidativo de muitos modos através do
ofidismo (CARONE, et al., 2017; ZULIANI et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

Nossos estudos demonstraram que a da pegonha de B. jararacussu causa toxicidade em
embrides e larvas de peixe-zebra. Em embrides, a presenca da pegonha causou mortalidade e
hipoatividade dos movimentos espontaneos da cauda em embrides tratados com concentragoes
subletais. Estes resultados nos permitiram inferir que os efeitos tanto de mortalidade
embrionaria, quanto de hipoatividade de cauda foram possivelmente desencadeados por
componentes de baixa massa molecular (< 3 kDa) presentes nesta peconha. Em larvas de peixe-
zebra, a quantificacdo das enzimas biomarcadores indiciou desenvolvimento de efeitos
neurotoxicos, inducgdo de estresse oxidativo e metabolico, possivelmente causados pela a¢éo de
proteinas como as PLA>S e/ou LAAOs presentes na peconha. Avaliagdes toxinoldgicas
utilizando o peixe-zebra como modelo sdo escassas, no entanto, este estudo apresentou
resultados promissores que fomentam o desenvolvimento de futuras pesquisas em toxinologia

ofidica usando este animal como organismo modelo.
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fa pegonha bruta e fosfollpases (BTXI, BIhTXAl & BihAd) de Bothrops Jararacussu no plasma sanguinan

par TP e TTPA & comparar cam as alieragdes de embrides e larvas na Dank rero, apts a pegonha elas
protelnas permaneceram em diferentes horas na bancada.

Encis efon.  Canine de Chdncias Mbdhcas, I andar, Sala 14 - Cidade Universitdria Sampos 1

Badign: CAISTELD BRANCD CEP: &5 051000
LWF: PE Mufackpes: JO80 PEESDM
Tahilong: (23350 TAE E-mah o sdeebooom ufpt by
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNIVERSIDADE < W
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

Cerfrecia b Parscsr 4 54510

A pesquisadora apresenta uma berceira Versad, na qual akente a5 pandencas na Indicadas por esie Comite
de Elica

Conalderaghes s=obra 0= Termmoes da apresenfaglo cbrigatoria;

Foram ansxados 06 s2guiniss iens:

O projeta complein; o TCLE comgpleto; a iha de rosie @ 3 carta de anuenda, devigamenie assinatas.
Constam, Anda, a Carta resposta com 3 descrgdn d3s penddnclas atendidas; um tamma de compromisso &
responsablidads da professora orentadora do projeta & um termo de compromisso da discente
pesqulsadora.

Foacooam Bnd g ea:
- Manier a metodologla aprovada pale CERCCMUFPS,

- ApTesentar o refatoros pancial e final, via Platafomma Brasi, no icone notficagies.

- Informar aa CEP-CCM, por melo g2 Emenda/Notificacio a Incius3a de novos memors/egquipe de
pasqulsa, wia platatorma Erasll.

- Cas0 oeomam Intercomencias durante ou apds o desenvalvimenis 83 pasqulsa, a3 exemplo de alteragda de
titdo, mudanga de Ineal da pasquisa, populagio envohdda, entre auwiras, o (3) pesqulsador [3) responsavel
gevard solichtar 3 esie CEP, via Plataforma Brasll, aprovagda de tals alteragies, ow buscar devidas
prantaglas.

Concluzbas ou Pandénclas & Lista de Inadaquagbes:

Conslderando que A pesqulsadora alendeu adequadamenie &5 recomendagles felias por esle Cokglado
Em parecer anterlor 3 este, & gue o esiuda apresenta viabllidade dtlea e metodoiéglea, estands em
consonAncia com as diretrizes contidas na Resolcdn 46612012, da CHEME, o probocolo esta APROVADO.

Conaideraghes Finale a criténo do CEP;

Clante do exposto, o Comibe de Edea em Pesgulsa 80 Cantre g2 Clencias Madicas- CEP-CCM, de acordo
£oem s atribuigles deinidas na ResolucSo CNS rP 466 de 3012 & na Noma Cperacknal re 001 e 2013 do
CHE, manifesta-s2 pela aprovagan do projelo de pesgulsa proposio

Endug o Canind de Cilbncias Mibdicas, ¥ andar, Eali 14 - Cidade Universithria Campas 1

Balren: CASTELD BRAKCD CEF: =5 051900
LF: PE Mufaclpis:  JO&D PEESOM
Tahsloni: [S313ETA0R E-mal oo et oo uink by

e Eide B
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS

MEDICAS DA UNIVERSIDADE QW
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

Conbrumciia to Parsosr 4514534

SHuacao: Profocolo aprowada.

Ezta parecer fol slaborade bassade nee documentfos abalao ralaclenados:

Tipo DociEmento Arquive Posiagem Aator SiuagaD
Informaghies Baskas| PE_INFORMALUES_EASICAS DO P | 130%2021 ACETD
| o Protato ROJETD 1652056, 12:30:24
Culroe CARTA_REGPOSTA_FINALpdl TADH2021 | LATSGA ACETD
122030 |GUALBERTO DA
SILWA
Cutroe Projeta_Comite_fina_0estacado. par TAD32021 | LAYSEA ACETa
121720 |GUALBERTO DA
SILVA
Projein Detalnatn [ | Frojeto_Comite_fna par TADH2021 |LAYSGA ACETn
Erciiura 121355 |GUALBERTO DA
InvesSgador SILWA
TCLE / Termos 02 |Carta_anuenclapdr 1202021 |LAYSSA ACED
pssantimenta { 121241 |GUALBERTO DA
Justficativa oa SILVA
HEl
Foiha de Rosto Fola_oe_rosto00.par 18032021 | LAYSSA ACEit
12:09:20 | GUALBERTO DA
SILWA
TCLE | Temos 08 | TCLE_enwviar paf TA L2020 | LATSEA ACETn
Assantimenta { 14:3213 | GUALBERTO DA
Jusificativa o2 SILVA
AusEnCla
Deciaragaa de PESQUISADUR_RECPONSAVELDA | ZO/102020 |LAYSGA ACEID
PesquIS3dores 20041333 | GUALBERTO DA
SILWA
Dieciarapsa oe PESQUISADOR_PARTICIPANTE pE | 2312020 | LATSGA ACETa
PesqUISANONES 20041224 | GUALBERTO DA
SILYA

Slfuagio o0 Parscar:

Aprovada

Heceasitta Apraclacio da COMEP:

HaD

Endirega  Cenire de St Midias, ¥ andar, Sala 14 - Cidade Universtaria Camois 1

Balien: CASTELD BRARCD
Mo g,

LF: PE

Telone: (53)3546 7308

CEP: £n 061000
JOAO PEESDM

E-miml  cooind e b iy coam, Lfp b
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Tonbrumcio oo Parscwr- 4574534

JO&0 PESSOR, 25 de Margd da 2021

Assnado por
Criztina Wide Pisasath
{Coordanadona))

Endistegae  Cannd de Cibncias Midias, 3 andar, Eald 14 - Chdade Universitbria Camgds 1

Balita: CASTELD BRANID CEF 55061000
L¥F: PE Mumiciphs, S0 PEESON
Tewlone: (233305730 E-mal ool idesthoadoom ufpn b

Sagia B e B8
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ANEXO 02

CERTIFICADO DE APRESENTACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA)
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Comisséo de Etica no /7

Uso de Animais
Rebonia L\

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacio de toxicidade de produtos naturais e sintéticos bicatives em embrides de peixe-
zebra (Danio rerio)”, protocolada sob o CEUA n? 7605240821 o co1soo), sob a responsabilidade de Davi Felipe Farias e equipe;
Leonardo Rogério Vieira; Maria Eduarda de Souza Maia; Jullana Alves da Costa Ribeiro - que envolve a producio, manutencdo efou
utilizacho de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensing
- estd de acordo com 05 preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPE) na reunilo de 11/11/2021.

We certify that the proposal "Toxicity Assessment of natural and synthetic bicactive products in zebrafish embryos (Danio rerio)”,
utilizing 3088 Fishes (males and females), protocol number CEUA 7605240821 o ooisoo), under the responsibility of Davi Felipe
Farias and team; Leonarde Regério Vieira; Maria Eduarda de Souza Mala; jullana Alves da Costa Ribeire - which involves the
production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 11/11/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académica)
Vigéncia da Proposta: de 1072021 a 09/2024 Area: Ciéncias Bioldaicas
Origerr: Unidade de Produche de Organismos Modelo Nio Cenvencionals (UniPOM)

Espécie: Peixes sexo:  Machos e Fémeas idade: 1 a3 horas N: 3083
Linhagem: Danio rerig Peso: Oalg

Local do experimento: Todos os experimentos serdo realizados na sala de experimentacio da Unidade de Producio de Organismos
Modelo Mo Convencionais, Depto. de Biologia Molecular, Campus |, UFPB.

Jodo Pessoa, 26 de janeiro de 2022

Aot Mot do o, O W

o AT

Profa. Dra. Adriana Maria Femandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. lvia Carmem Talieri
Coordenadora da Cornissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Cornissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cldade Universitina, sin - Castels Branco Bl Prédic da Asftors - Gatinate da Vice-reftors - OS2 58051-085 - jobo PestcaiPB - el 55 (B3) 3216-T155
Hordro de atendimentoc 79 3 68 das 14 35 17h @ e-mall: ceuaigulpb.br
CELA N TEIS24087]
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APENDICE
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APENDICE A — TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR
PARTICIPANTE

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR
PARTICIPANTE

Eu, Layssa Gualberto da Silva, discente do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular da Universidade Federal da Paraiba, responsabilizo-me, junto com meu orientador, Prof.
Dr2 Daniela Priscila Marchi Salvador a desenvolver o projeto de pesquisa intitulado em
“AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOS DA PECONHA BRUTA DE Bothrops
jararacussu SOBRE EMBRIOES E LARVAS DE PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)”
comprometo-me ainda em assegurar que sejam cumpridos os preceitos éticos contidos na Resolucao
466/12 do Conselho Nacional de Saide e demais documentos complementares. Responsabilizo-me,
também, pelo zelo com o projeto de pesquisa no sentido de manutencdo da privacidade e sigilo das
informagdes, resguardando da seguranca e bem-estar dos participantes nela recrutados, pelos
resultados obtidos e posteriores divulgados no meio académico e cientifico pela comunicacdo ao
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncia da Satde da Universidade Federal da Paraiba
sobre qualquer alteracdo no projeto e/ou ocorréncia de evento adversos que impliqguem no
cancelamento da pesquisa, bem como pelo arquivamento durante 05 (cinco) anos, apos o término
da pesquisa, de uma das vias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado por

cada participante recrutado durante a execucdo da mesma.

Jodo Pessoa — PB, 21 de outubro de 2020

Layssa Gualberto da Silva

Pesquisador Participante
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APENDICE B — TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR
RESPONSAVEL

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR
RESPONSAVEL

Eu, Daniela Priscila Marchi Salvador, professora da Universidade Federal da Paraiba,
responsabilizo-me pela orientacdo de Layssa Gualberto da Silva, discente do Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, cujo projeto de
pesquisa intitula-se “AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOS DA PECONHA BRUTA
DE Bothrops jararacussu SOBRE EMBRIOES E LARVAS DE PEIXE-ZEBRA (Danio
rerio) ” e comprometo-me a assegurar 0s preceitos éticos previstos na Resolucdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude e demais documentos complementares. Responsabilizo-me, também,
pelo zelo com o projeto de pesquisa no sentido de manutencdo da privacidade e sigilo das
informagdes, resguardando da seguranca e bem-estar dos participantes nela recrutados, pelos
resultados obtidos e posteriores divulgados no meio académico e cientifico pela comunicacgdo ao
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncia da Salde da Universidade Federal da Paraiba
sobre qualquer alteracdo no projeto e/ou ocorréncia de evento adversos que impliquem no
cancelamento da pesquisa, bem como pelo arquivamento durante 05 (cinco) anos, apos o término
da pesquisa, de uma das vias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado por

cada participante recrutado durante a execucdo da mesma.

Jodo Pessoa-PB, 21 de outubro de 2020.

Daniela Priscila Marchi Salvador

Pesquisadora Responsavel



85

APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome é Layssa Gualberto da Silva, sou pos-graduanda do Programa de Péds-Graduacao
em Biologia Celular e Molecular e o Sr. (a) esta sendo convidado (a), como voluntéario (a), a
participar da pesquisa intitulada sobre “AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOS DA
PECONHA BRUTA DE Bothrops jararacussu SOBRE EMBRIOES E LARVAS DE
PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)”.

JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E PROCEDIMENTOS: Diversos mecanismos
farmacoldgicos tém sido elucidados gracgas a estudos envolvendo peconhas de serpentes. Por isso,
estudos dos efeitos da peconha bruta de serpentes e do mecanismo de agdo de suas proteinas isoladas
permitem compreender a fisiopatologia do empegonhamento, por conseguinte o desfecho clinico,
aumentando a possibilidade de desenvolver terapias personalizadas e reduzir as sequelas
decorrentes do ofidismo.

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS: Essa pesquisa pode oferecer risco
minimo previsivel ao voluntério, visto que sera realizada puncdo venosa periférica no membro
superior (puncao no brago), dessa forma o paciente pode sentir um leve desconforto e dor na coleta,
risco esse que serd minimizado uma vez que o procedimento vai ser realizado por profissional
biomédico ou outro profissional habilitado para tal atividade. Além disso, o procedimento de coleta
obedecera a todas as normas de biosseguranca. Esta pesquisa pode trazer beneficios como a
identificacdo de um potencial anticoagulante e/ou coagulante novo originario a partir da peconha
bruta e proteinas ofidicas de serpente Bothrops jararacussu, além de conhecer, in vitro, a alteragdo
das caracteristicas hemostaticas promovidas pela peconha e proteinas ofidicas, que permaneceram
em tempos distintos em bancada.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: Caso os doadores apresentem
algum tipo de desconforto serdo encaminhados para a Unidade de Pronto Atendimento mais
proxima ao local de coleta.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA
DE SIGILO:Os voluntarios serdo esclarecidos sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar,
sendo livre para recusar-se a participar da pesquisa, retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participagéo é voluntaria e a recusa em participar nao ir4
acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios. O pesquisador ira tratar a sua identidade com

padrdes profissionais de sigilo. Os resultados do exame clinico, procedimento, da pesquisa,
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permanecerdo confidenciais podendo ser fornecidos apenas para os voluntarios. Seu nome ou 0
material que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera
citado(a) nominalmente ou por qualquer outro meio que o identifique individualmente ou em
nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma cdpia deste consentimento assinada pelo
voluntario ficara sob a responsabilidade do pesquisador responsavel e outra sera fornecida ao
voluntério.

CUSTOS DA PARTICIPAC}AO, RESSARCIMENTO E INDENIZAC}AO POR
EVENTUAIS DANOS: A participagdo no estudo nao acarretard custos para os voluntarios e nao
sera disponibilizada nenhuma compensacao financeira adicional. N&o é previsivel dano decorrente
dessa pesquisa ao voluntario e caso haja algum, seré garantido indenizacéo por parte do proponente.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELO
PARTICIPANTE: Eu, ,  fui
informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci todas minhas

duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacdes, poderei desistir de
participar da pesquisa se assim o desejar. Os pesquisadores Layssa Gualberto da Silva certificaram-
me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais, no que se refere a minha identificacdo
individualizada, e deverdo ser tornados publicos através de algum meio. Elas se comprometem
seguir os padroes éticos definidos na Resolugdo CNS 466/12. Também sei que em caso de dividas
poderei contatar com o pés-graduando Layssa Gualberto da Silva, residente na cidade de Jodo
Pessoa- PB, telefone: 83-98122-3883 e e-mail: biomed.gualberto@gmail.com ou a professor
orientador: Daniela Priscila Marchi Salvador, telefone 83 99916-5909 e através do e-mail:
danimarchi@dbm.ufpb.br. Além disso, fui informado que em caso de davidas com respeito aos
aspectos éticos deste estudo poderei consultar o Comité de Etica do Centro de Ciéncias Médicas,
situado Centro de Ciéncias da Médicas - 3° andar, Campus | - Cidade Universitaria — Bairro Castelo
Branco, CEP: 58.059-900 - Jodo Pessoa-PB, telefone: (83) 3216-7308, e-mail:
comitedeetica@ccm.ufpb.br.Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia
deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer

as minhas davidas.

Nome Assinatura da Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data





