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RESUMO

Acidente ofidico ou ofidismo é o quadro de envenenamento decorrente da inoculacao de toxinas através
do aparelho inoculador de serpentes. O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar, in vitro, os efeitos
citotoxico, oxidativo e na homeostase (sobre eritrocitos, hemoglobinas e plasma humano,
respectivamente), causados pela presenca das peconhas brutas das serpentes Bothrops jararacussu
e Bothrops moojeni. O perfil proteico de cada peconha foi caraterizado por cromatografia de fase
reversa e SDS-PAGE. As composicBes das peconhas de ambas as espécies mostraram perfis
proteicos similares. As quantidades das peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni induziram
hemodlise indireta significativa na presenca de acido graxo e de acido graxo mais cloreto de calcio. A
peconha bruta de B. jararacussu apresentou maior potencial citotoxico. As peconhas de B. jararacussu
e B. moojeni, ndo exibiram efeito anti-hemalitico. A peconha de B. jararacussu apresentou efeito
hemaglutinante nas quantidades analisadas de 100 e 1000ug e ndo apresentou efeito oxidante. A
peconha de B. moojeni apresentou efeito oxidante somente na quantidade de 1000ug. As pecgonhas de
ambas as espécies ndo mostraram efeito anti-oxidante. A peconha de B. moojeni apresentou maior
potencial coagulante em relagédo a peconha de B. jararacussu e todos coagulos plasméaticos formados
eram turvos, rigidos e estaveis. O tempo para formacédo dos coagulos foi inversamente proporcional a
quantidade de peconha avaliada. Portanto, as informac6es obtidas das comparacdes dos efeitos
biolégicos provocados pelas pegconhas, mostraram que B. jararacussu apresentou atividade hemolitica
indireta, hemaglutinante e coagulante, e B. moojeni apresentou atividade hemolitica indireta, oxidante
e coagulante.

Palavras-chave: Ofidismo, Efeitos bioldgicos, Lise eritrocitaria, Coagulacéo plasmatica.



ABSTRACT

Snakebite or snakebite is the chart of poisoning from the inoculation of toxins through the snake
inoculation apparatus. The objective of this study was to evaluate and in vitro the cytotoxic, oxidative
and homeostasis effects (on erythrocytes, hemoglobins and human plasma, respectively) caused by
the presence of the crude venoms of Bothrops jararacussu and Bothrops moojeni snakes. The protein
profile of each venom was characterized by reverse phase chromatography and SDS-PAGE. The
venom compositions of both species showed similar protein profiles. The amounts of the crude venoms
from B. jararacussu and B. moojeni induced significant indirect hemolysis in the presence of fatty acid
and fatty acid plus calcium chloride. The crude venom of B. jararacussu presented a higher cytotoxic
potential. The venoms of B. jararacussu and B. moojeni, showed no anti-hemolytic effect. The venom
of B. jararacussu presented a haemagglutinating effect in the analyzed amounts of 100 and 1000ug and
did not present an oxidizing effect. The B. moojeni venom presented an oxidizing effect only in the
amount of 1000ug. Venoms of both species showed no anti-oxidant effect. The crude venom of B.
moojeni had a higher coagulant potential compared to B. jararacussu venom and all plasma clots formed
were turbid, rigid and stable. The clot formation time was inversely proportional to the amount of venom
evaluated. Therefore, the information obtained from the comparisons of the biological effects caused by
the venoms, showed that B. jararacussu showed indirect hemolytic activity, hemagglutinating and
coagulant, and B. moojeni presented indirect hemolytic activity, oxidant and coagulant.

Keywords: Ophidism, Biological effects, Erythrocyte lysis, Plasma coagulation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre os acidentes ofidicos

Acidente ofidico ou ofidismo € o quadro de envenenamento decorrente da inoculagéo
de toxinas através do aparelho inoculador (presas) de serpentes. No Brasil, as serpentes
peconhentas, de interesse em saude publica, sdo representadas por quatro géneros da
Familia Viperidae (Bothrops, Crotalus, Lachesis e Bothrocophias) e um Unico género da
Familia Elapidae (Micrurus) (UETZ et al., 2017). O envenenamento ocorre quando a serpente
consegue injetar o contetido de suas glandulas venenosas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
No Brasil, no ano de 2015, houve 24.467 casos de acidentes por serpentes peconhentas e

107 6bitos decorrentes desses acidentes ofidicos (SINAN, 2017).

1.2 Caracteristicas do género Bothrops

As serpentes do género Bothrops apresentam denticdo maxilar reduzida a um par de
presas canaliculadas de grande mobilidade, as quais estdo associadas as glandulas de
veneno (condicdo solenoglifodonte). Os representantes da familia Viperidae sao
caracterizados, pela presenca de 6rgdos sensoriais termorreceptores faciais, as fossetas
loreais (CAMPBELL; BRODIE, 1992; MCDOWELL, 2001; CAMPBELL; LAMAR, 1989; 2004).
Essas serpentes estdo distribuidas em todo o territério brasileiro. Algumas espécies
apresentam maior importancia por sua extensa distribuigcdo geogréfica (e, consequentemente,
apresentam uma maior incidéncia nos casos de acidentes ofidicos), como por exemplo, a
Bothrops jararacussu nhas regifes Sul, Sudeste e Centro Oeste e a Bothrops moojeni nas
regibes Centro Oeste e Sudeste, com ocorréncia também no Nordeste (MELGAREJO, 2003).

As serpentes peconhentas, predominates nos casos notificados de ofidismo no Brasil,
sdo os géneros Bothrops (90,0%), Lachesis (1,4%), Crotalus (7,7%) e Micrurus (0,5%)
(OLIVEIRA et al., 2011; FERNANDES et al., 2008).

1.3 Bothrops jararacussu (Lacerda, 1884)

A Bothrops jararacussu € uma serpente encontrada no Mato Grosso, extremo sul da
Bahia, sul de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina
e noroeste do Rio Grande do Sul (CAMPBELL; LAMAR, 1989). Essa serpente pode atingir até
1,80 m de comprimento. Dentre as Bothrops, essa espécie é a que produz a maior quantidade

de veneno, sendo, talvez, a mais imponente do género (MELGAREJO, 2003).
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Figura 1 - Bothrops jararacussu e sua distribuicdo geografica no Brasil.

(A) Espécime adulto de ébthrops jaraussu. (B) Em vermelho, os estados brasileiros nos quais essa
serpente pode ser encontrada. Fonte: Brazilian Venomous Snakes Database — BRAVESdb (2017).

1.4 Bothrops moojeni (Hoge, 1966)

A Bothrops moojeni, popularmente chamada de caissaca, pode ser encontrada em
alguns estados do Brasil (Parana, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Mato
Grosso, Goias, Bahia, Tocantins, Piaui e Maranhao), Argentina e Paraguai (CAMPBELL,;
LAMAR 1989). Bothrops moojeni € uma serpente de grande porte, com um comprimento
méximo registrado de 1,68m (MELGAREJO, 2003).

Figura 2 - Bothrops moojeni e sua distribuicdo geogréfica no Brasil.

(A) Espécime adulto de Bothrops moojeni. (B) Em vermelho, os estados brasileiros nos quais essa
serpente pode ser encontrada. Fonte: Brazilian Venomous Snakes Database — BRAVESdb (2017).
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1.5 Propriedades das peconhas botropicas

As propriedades bioldgicas, bioguimicas e farmacoldgicas das peconhas ofidicas sao
decorrentes da presenca de uma mistura heterogénea de substancias (proteinas, peptideos,
ions, nucleotideos, amino&cidos, lipideos e compostos inorganicos) cuja principal fungéo esta
relacionada a captura de alimento e o processo de digestdo da presa (DALTRY et al., 1996;
MARKLAND, 1997; SILVA JR.; AIRD, 2001).

A peconha botrépica € composta por moléculas proteicas, com ou sem atividade
catalitica, como as fosfolipases Az, L-aminoacido oxidase, lectinas, proteases, hialuronidases,
acetilcolinesterases, fatores de crescimento, ativadores de proteina C, peptideos
(potencializadores de bradicinina e desintegrinas), e por compostos organicos de baixa massa
molecular (carboidratos, serotonina, histamina, citrato e nucleosideos) e ions inorganicos
(célcio, cobalto, magnésio, cobre, ferro, potassio) (STOCKER, 1990). Essa peconha
apresenta grande atividade proteolitica, propriedade responsavel pelos principais efeitos
locais e sistémicos observados nos acidentes ofidicos. Os efeitos causados pela peconha
podem, ainda, envolver alteragbes na coagulacdo sanguinea e no sistema cardiovascular,
hemorragia, mionecrose e inflamacéao intensa, com edema proeminente e dor (GIRON et al.,
2008; GUTIERREZ et al., 2009; RIVIERO, 2010; WARRELL, 2010).

A relevancia do estudo dos componentes das peconhas ofidicas tem resultado no
desenvolvimento de diversos produtos biotecnolégicos, como o0s medicamentos,
fundamentados em observagcbes de efeitos causados por ofidismo e, que estdo sendo
empregados no tratamento de diversas doencas. Um exemplo classico de um farmaco
desenvolvido com base na observacédo do desencadeamento do efeito sistémico causado pelo
empeconhamento é o captopril, um dos medicamentos mais vendidos no mundo, eficaz no
controle da hipertensdo. Esse medicamento possui, como principio ativo, um oligopeptidio
(piroglutamil) rico em prolina, isolado da peconha da serpente Bothrops jararaca. O captopril
age como um inibidor da enzima de converséo da angiostensina | em angiostensina Il (potente
vasoconstritor), produzindo vasodilata¢do periférica e diminuindo a pressao arterial (BAILEY;
WILCE, 2001; HAYASHI; CAMARGO, 2005).

1.6 Proteinas da pe¢onha botrépica

1.6.1 Fosfolipases A,

As fosfolipases A, (PLA;s E.C. 3.1.1.4) compreendem uma grande familia de

proteinas, as quais possuem a mesma fungdo enzimatica e demonstram uma consideravel
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homologia quanto & sequéncia de aminoacidos (HIGUCHI et al., 2007). Essas enzimas
catalisam a hidrélise de ligacdes acil-éster, na posicao sn-2 de fosfolipideos de membrana. O
acido graxo resultante da hidrélise de glicerofosfolipidios € o acido araquidénico, o qual
participa da via de sintese dos leucotrienos, tromboxanos, prostaglandinas e prostaciclinas
(MURAKAMI; KUDO, 2002). A reacédo de hidrélise é dependente de ions célcio (YU et al.,
1990, 1998; DENNIS et al., 1994).

As PLAs extracelulares possuem massa molecular baixa com relacdo as
intracelulares variando entre 12 kDa e 15 kDa, com aproximadamente 120 e 123
aminodcidos, respectivamente (SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As PLA:s de pegonha de serpentes apresentam uma variedade de atividades toxicas
e farmacoldgicas (KINI e EVANS, 1989; GUTIERREZ e OWNBY, 2003; KINI, 2003). As snake
venom fosfolipase A, (svPLA:s) sdo muito téxicas e, em una Unica peconha, podem ocorrer
varias isoformas, cujos efeitos farmacologicos podem variar, incluindo acao hemolitica,
neurotoxicidade, agregacdo de plaquetas, anticoagulante, edematogénica, miotoxica,
bactericida e pré-inflamatéria. As svPLA.s estdo relacionadas a mionecrose local, que
provocam sequelas, como perda tecidual permanente, incapacidade ou amputagdo do
membro afetado (GHAZARYAN et al., 2015).

1.6.2 L-aminoacido oxidase

As L-aminoéacido oxidases (LAAOs, E.C. 1.4.3.2) encontradas nas peconhas de
serpentes (snake venom, svLAAOS) séo flavoenzimas que catalizam a desaminag&o oxidativa
de L-aminoacidos em a-cetoacido com a produgéo de amonia e perdxido de hidrogénio (TAN;
FUNG, 2008). Muitos dos efeitos biolégicos de LAAOSs sao creditados aos efeitos secundarios
causados pelo peréxido de hidrogénio (H202) produzido durante a reacdo enzimatica, o que
induz a apoptose celular (RODRIGUES et al., 2009; DU, CLEMETSON, 2002; LEWIS;
GARCIA, 2003; ANDE et al., 2006).

Nos ultimos anos, as LAAOs se tornaram objetos de interesse para estudos devido
a seus efeitos apoptotico, citotdxico, indutor de agregacéo plaquetaria e antimicrobiano. Esses
efeitos bioldgicos parecem ser mediados pelo peroxido de hidrogénio altamente reativo
gerado no processo de oxidacdo. Entretanto, algumas vezes o efeito ndo é somente atribuido
ao H,0; liberado, mas também, as interacdes diretas entre a LAAO e a célula-alvo também

podem desempenhar fun¢des importantes (TAN; FUNG, 2008).
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1.6.3 Metaloproteases

As metaloproteases isoladas das peconhas de serpentes (svMPs E.C. 3.4.24) séo
um grupo de endopeptidases, dependentes de célcio ou zinco ligados no sitio ativo para
possuirem atividade. As svMPs sdo os principais fatores hemorragicos causadores dos mais
drasticos efeitos provocados pelo envenenamento (PAULA et al., 2014).

Em geral, a acdo das svMPs promovem a protedlise de componentes da matriz
extracelular (colageno tipo IV, laminina e fibronectina), proteinas plasmaticas (fibrina,
fibrinogénio, fator Von Willenbrand e pro-trombina) e das proteinas da superficie celular
(integrinas e caderinas). Essas enzimas provocam diversas altera¢cfes patoldgicas, tais como
hemorragia, inibicdo da agregacao plaquetaria, coagulopatia, mionecrose, edema, equimose
e gera uma resposta inflamatéria (BERNADONI et al., 2014).

1.6.4 Serinoproteinases

As serinoproteinases estdo associadas aos disturbios hemostaticos devido a sua
atuacdo nos componentes da cascata da coagulacdo sanguinea e do sistema
fibrino(geno)litico (ZAQUEO et al., 2014). Algumas serinoproteinases encontradas em
peconhas ofidicas (svSPs, E. C. 3.4.21) sao denominadas trombina-like, pois atuam
catalisando a converséo direta do fibrinogénio plasméatico em fibrina, sem a necessidade da
participacao da trombina endégena. Essas enzimas, em funcéo da atividade catalitica, agem
no sistema de coagulacdo sanguinea, promovendo altera¢cdes na hemostasia, 0 que pode
contribuir para uma hemorragia local e sistémica. Elas participam da ativacdo do fator V da
cascata de coagulacdo, na fibrinogendlise, na ativacdo de plasminogénio e inducdo de
agregacao plaquetaria (SERRANO; MAROUN, 2005). Além disso, algumas dessas enzimas
tém sido utilizadas como agentes anticoagulantes na &rea médica, clinica, cirargica e,

também, como reagentes em testes de coagulacdo (MARSH; WILLIAMS, 2005).

1.6.5 Lectinas Tipo C

As lectinas tipo C sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligar a
carboidratos, monossacarideos ou oligossacarideos, numa associacdo dependente de ions
Ca?" (OGAWA et al., 2005). As lectinas tipo C podem participar de uma grande variedade de
atividades bioldgicas, tais como adesdo celular, endocitose e neutralizacdo de agentes

patogénicos (WEIS et al., 1992). As lectinas tipo C e as lectinas tipo C like sédo encontradas
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em peconhas ofidicas pertencentes as familias Viperidae, Elapidae e Crotalidae (ARAGON-
ORTIZ et al., 1990).

1.7 Componentes do sangue humano

1.7.1 O eritrocito

O eritrocito humano maduro é uma célula anucleada, com vida util de
aproximadamente 120 dias na circulacdo periférica e caracteriza-se por apresentar
flexibilidade fisiolégica notavel. Sua funcdo essencial é transportar oxigénio para os tecidos
através das moléculas hemoglobina. E caracterizado por acentuadas particularidades
metabdlicas e estruturais. Os eritrécitos tém sua origem em células progenitoras da medula
0ssea e, durante o processo de diferenciacdo, ocorre a perda, por exocitose, do ndcleo e
outras organelas, como reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e ribossomos (BRATOSIN et
al., 2001; SPRAGUE; STEPHENSON; ELLSWORTH, 2007).

Varios modelos experimentais sao utilizados para avaliagdo da toxicidade in vitro,
dentre estes, destaca-se 0 ensaio de citotoxicidade em eritrocitos que é utilizado como método
de triagem para toxicidade de substancias estimando, nos eritrcitos, os danos que podem
induzir in vivo (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et al., 2005).

A hemodlise refere-se a lise ou ruptura das membranas das hemacias permitindo a
liberacdo da hemoglobina para o plasma, tendo como consequéncia a hemoglobinemia. A
gquantidade de hemoglobina livre no plasma depende da capacidade e da velocidade de
remocao do pigmento pelo organismo de cada individuo, sendo fisiolégica a quantidade de 6
mg%. Quando este valor supera 100 mg% a hemoglobina passa a ser filtrada pelos rins e
quando excessivamente alto (superiores a 3.000 mg%), pode promover lesdo renal
(CARVALHO et al., 2008; PAULA et al., 2014).

A membrana plasmética tem papel chave na manutencdo da forma do eritrdcito,
sendo constituida por 42% de lipidios, 52% de proteinas e 7% de carboidratos. Entre os
lipidios, o colesterol e os fosfolipidios estdo organizados na bicamada em quantidades quase
equimolares (HARRIS, 1991). Os tipos predominantes de fosfolipidios presentes na face
interna da membrana sé@o a fosfatidiletanolamina (PE) e a fosfatidilserina (PS) e a
fosfatidilcolina (PC) e a esfingomielina (SM) mais abundantes na face externa da membrana
(JAIN, 1985).

Atualmente acredita-se que os esfingolipidios sdo componentes importantes da

membrana plasmética eucaribtica, pois, estes compostos tém numerosas fungdes, tais como
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a regulacdo da transducdo nas vias de sinalizacdo intracelular, direcionando proteinas,

mediando interacBes e reconhecimento célula-célula (TANI, ITO, IGARASHI, 2007).

1.7.2 Antigenos eritrocitarios (Sistema ABO e Rh)

O sistema de grupo sanguineo ABO, descoberto por Karl Landsteiner, no comeco do
século XX é, até hoje, considerado o mais importante sistema de grupos sanguineos na
medicina clinica transfusional. Os epitopos do sistema ABO sdo residuos terminais
encontrados nos hidratos de carbono presentes na superficie das células e nas secrecdes
gue sado biossintetizadas por glicosiltransferases especificas codificadas no locus ABO. O
locus ABO esta localizado no brago longo do cromossomo 9 (BATISSOCO et al., 2003;
OLSSON et al., 2001; WATKINS, 1980; FERGUSON-SMITH et al., 1976; BENNETT et al.,
1995).

A heterogeneidade fenotipica do sistema sanguineo ABO é devido a diferenca
estrutural do gene das glicosiltransferases, o qual é responsavel pela transferéncia dos
residuos especificos de agucar, a1—3-N-acetil-galactosamina transferase ou a1—3-N-
galactosil transferase ao substrato H, e os convertem ao antigeno A ou B, respectivamente
(ZAGO etal., 1996; YOSHIDA et al., 1979; YAMAMOTO et al., 1990; YAMAMOTO et al., 1992;
YAMAMOTO et al., 1990). O antigeno H é um carboidrato produzido pela agao da enzima a-
2-L-fucosiltransferase codificada no locus FUT1 do cromossomo 19, na posi¢éo q13.3, sendo,
portanto, geneticamente independente do locus ABO (LEE et al., 2000; SCHENBEL-
BRUNNER, 2000).

1.7.3 Hemoglobina

A hemoglobina € uma proteina globular formada por quatro subunidades: duas a (141
residuos cada uma) e duas (3 (146 residuos). A estrutura quaternaria da hemoglobina é
mantida por ligacdes n&o covalentes, as quais s&o muito mais numerosas entre subunidades
diferentes — a/f — do que entre subunidades iguais — a/a e B/B. O resultado desta associagao
desigual € uma molécula tetramérica, composta por dois dimeros, denominados a131 € 2Bz,
dispostos simetricamente ao redor de um eixo central (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Cada cadeia da hemoglobina (a ou ) esta associada a um grupo heme (grupo
prostético) contendo um atomo de ferro no estado Fe?". Os grupos prostéticos de cada

subunidade da hemoglobina encontram-se localizados dentro de cavidades hidrofdbicas, as
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quais tornam possivel a ligacao reversivel do oxigénio ao ferro (Fe?*) ou oxihemoglobina, sem
gue ele seja oxidado ao estado férrico (Fe**) ou metaemoglobina (KNIRSCH, 2015).

A hemoglobina é a proteina transportadora do oxigénio na corrente sanguinea,
facilitando o seu acesso as células do organismo. Exerce ainda fun¢des no transporte do

diéxido de carbono e na regulagéo do equilibrio 4cido-base (STEINBERG et al., 2009).

1.7.4 Plasma sanguineo e hemostasia

7

O plasma ¢ um liquido tecidular e o maior componente do sangue (55%). E
constituido principalmente por agua (92%), age como solvente, apresenta pH de 7.4 e contém
substancias de diversas massas moleculares que perfazem 7% do seu volume. Os
componentes dissolvidos sdo maioritariamente proteinas plasmaticas mas, também, se
incluem nutrientes, gases respiratorios, hormonas e ions inorganicos (MESCHER, 2013).

A hemostasia é um sistema complexo — que envolve a participacdo de fatores
reoldgicos, parede vascular, plaquetas e outras células sanguineas, fatores da coagulagéo,
fibrindlise e diversos inibidores da coagulagéo e fibrindlise — que é responsavel tanto por
manter o sangue fluido em condi¢bes fisiolégicas, quanto interromper a perda de sangue
guando ha uma leséo vascular (ASAZUMA, 1997).

A hemostasia pode ser dividida em hemostasia primaria e hemostasia secundaria. A
primaria ocorre quando ha interacdo entre os componentes celulares, tais como a parede do
vaso lesado e as plaquetas, envolvendo uma série de eventos que incluem a adesao das
plaquetas ao subendotélio, ativacdo, mudanca de forma e a liberacdo do contetido granular
das plaquetas. Ja os fatores plasmaticos, cofatores, proteinas tissulares, serinaproteases,
fosfolipideos e ions calcio participam da hemostasia secundaria (IWANAGA, 1993;
TRIPLETT, 2000).

A ativagdo do sistema de coagulacdo simultaneamente a lesédo € de fundamental
importancia durante o reparo hemostético. A cascata de coagulacdo sanguinea (Figura 3) foi
didaticamente dividida em duas vias, a extrinseca (principal via para o inicio da sua ativacao)
e aintrinseca, sendo que as duas vias sao fisiologicamente interdependentes. Suas proteinas
plasmaticas pro-coagulantes séo referidas como fatores e designadas por numerais romanos
(GENTRY, 2004), e, em sua maioria, sdo enzimas que circulam normalmente na sua forma
inativa, denominadas zimogénios (FURIE, 1992).

De um modo geral, a cascata ocorre na superficie da membrana fosfolipidica e

durante esse processo o célcio age como um importante fator que, juntamente com outros
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fatores, ativam as etapas subsequentes da cascata com o objetivo de estancar o sangramento
com a formacg&o da rede de fibrina (SMITH, 2009).

Figura 3 — Cascata de coagulacao com ativagdo pelas vias extrinseca e intrinseca.

Via Extrinseca
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librinogénio Polimero Fibrina Rede de Fibrina
(codgule instavel) (coagule estavel)

Modelo classico da cascata de coagulagédo: vias intrinseca e extrinseca. As reacdes das vias extrinseca,
intrinseca e via comum estao destacas pelas cores bege, vermelha e cinza, respectivamente. PC: Pré-
calicreina. CAPM: Cinogénio de Alto Peso Molecular. FL: Fosfolipideo. Ca?*: ion calcio. Fonte: SARTIM,
2014.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar, in vitro, os efeitos citotdxico, oxidativo e na homeostase (sobre eritrécitos,
hemoglobinas e plasma, respectivamente) causados pela presenca das peconhas brutas das
serpentes Bothrops jararacussu e B. moojeni, bem como estabelecer a relacdo das

composi¢des moleculares de cada peconha com os efeitos bioldgicos desencadeados.

2.2. Objetivos Especificos

v Avaliar a composi¢do molecular de cada uma das peconhas brutas extraidos de
serpentes brasileiras Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni por fracionamento e
caracterizacdo da massa molecular;

v’ Caracterizar as atividades citotoxicas através da agdo hemolitica e sobre a fragilidade
osmotica de eritrocitos humanos dos grupos sanguineos A, B, AB e O na presencga das
peconhas brutas extraidos das serpentes B. jararacussu e B. moojeni;

v' Quantificar os efeitos oxidante e antioxidante das peconhas brutas extraidos de
serpentes B. jararacussu e B. moojeni sobre hemoglobinas humanas;

v' Determinar a atividade coagulante das pegonhas brutas extraidas de B. jararacussu
e B. moojeni sobre o plasma humano citratado;

v' Correlacionar a composicdo molecular e a espécie da serpente com os efeitos
téxicos, bioquimicos e farmacolégicos desencadeados por cada amostra da peconha em

andlise.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Peconha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni

As peconhas brutas das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni foram
cedidas por colaboradores. Um pool da peconha bruta foi coletado, liofilizado e cedido pela
Professora Doutora Paula Helena Santa Rita coordenadora do Biotério da Universidade
Catdlica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. Conforme “Acordo
de Cooperacao Técnica e Cientifica entre a UFPB e UCDB” (ANEXO 01) e “Termos de
Procedéncia de Venenos Ofidicos” (ANEXO 02).

As pecgonhas brutas liofilizadas foram acondicionados em congelador (-4°C). A
liofilizacdo ou criodessecacdo € um processo de desidratacdo em que as amostras sao
rapidamente congeladas, em nitrogénio liquido, e submetidas a sublimag¢do sob vacuo,
preservando as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas. E, para realizacdo dos
experimentos, as peconhas brutas foram solubilizados em Tamp&o Fosfato Salino (PBS - 10x,
pH 7,4) e utilizados imediatamente (durante a realizagdo dos experimentos, as amostras

solubilizadas eram mantidas em banho de gelo para evitar a desnaturagéo de proteinas).

3.2 Concentrado de hemacias humanas

As bolsas de sangue contendo concentrado de heméacias humanas foram cedidas para
a pesquisa pela Agéncia Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW) da
Universidade Federal da Paraiba, cidade de Jodo Pessoa, estado da Paraiba. Foram
utilizadas bolsas contendo hemacias dos grupos sanguineos (A, B, AB e O) com fator Rh
positivo. A manipulacdo e o descarte dos eritrocitos foram realizados de acordo com as
Normas de Biosseguranca. O armazenamento e a utilizacdo de todo o material biol6gico

utilizado foram realizados de acordo com a resolucdo CNS N° 441, de 12 de maio de 2011.

3.3 Plasma humano citratado

Um pool de plasma foi obtido do sangue periférico de 05 voluntarios aparentemente
saudaveis, que ndo estavam fazendo uso de nenhuma medicacdo que pudesse interferir no
processo de coagulacdo. O sangue foi colhido em tubos de coleta & vacuo (BD Vacutainer®)
contendo 3,2% (0,109M) de citrato de sddio (1:9). O citrato de sodio age como um quelante,

ligando-se aos ions de calcio e interrompendo a cascata de coagulacdo (AMORIN et al, 2010).
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos, o plasma foi separado
e armazenado.

Para obter os controles do tempo de protrombina — TP e o tempo de tromboplastina
parcial ativada — TTPA nos experimentos de coagulacao, foram utilizados os respectivos kits
PT HEMOSTASIS Ref. 501 e APTT HEMOSTASIS Ref. 502, comercializados pela Labtest
Diagnostica S.A.

3.4 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais e a coleta de material biolégico foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley CEP/HULW,
com o Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) sob o ndmero:
61023116.3.0000.5183 (ANEXO 03), de acordo com as normas éticas estabelecidas pela
Norma Operacional n® 001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos e pela Resoluc&o n° 466/12 da Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa do
Conselho Nacional de Saude (CONEP) do Ministério da Saude.

3.5 Fracionamento das peconhas brutas de Bothrops jararacussu e B. moojeni

O perfil cromatogréafico da peconha bruta de Bothrops jararacussu e B. moojeni foram
obtidos por Cromatografia Liquida de Fase Reversa utilizando cromatografo UFLC (Ultra Flow
Liquid Chromatography — LC-6AD, Shimadzu Corporation) e coluna C18 (Shimadzu Shim-
Pack CLC-ODS (M) - comprimento da coluna: 25cm x 4,6mm, didmetro do poro: 100A,
diametro da particula: 5um) utilizando a metodologia proposta por Calvete e colaboradores
(2007).

Para obter as fracbes proteicas foram utilizados 3,43mg da peconha bruta de B.
jararacussu e 2,65mg da peconha bruta de B. moojeni solubilizados em 500uL de 0,05% de
Acido Trifluroacético (TFA) / 5% Acetonitrila (ACN) centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos
a 4°C. A coluna foi previamente equilibrada com o Tampéo A (0,1% de TFA em agua destilada
e deionizada) e a eluigéo foi realizada com gradiente de 0% a 100% Tampéao B (66,5% de
ACN em 0,1% de TFA).

O gradiente linear empregado para eluicdo das fragdes de Bothrops jararacussu foi de
0% de Tampéao B por 5 minutos seguidos por 0 a 75% de Tampé&o B durante 75 minutos; 75
a 100% de Tampéao B durante 10 minutos e 100% de Tampé&o B por 5 minutos. O fluxo de
eluicdo empregado foi de 1,0mL/min. O gradiente linear empregado para eluigdo das fracoes

de B. moojeni foi de 0% de Tampéo B por 5 minutos seguidos por 0 a 20% de Tampéo B
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durante 10 minutos; 20 a 75% de Tampao B durante 80 minutos; 75 a 100% de Tampéao B
durante 10 minutos e 100% de Tampéao B por 5 minutos.

O fluxo de eluicdo empregado foi de 1,0mL/min. Os picos proteicos foram monitorados
através da determinacdo da absorbancia a 280nm e as fracBes obtidas foram coletadas
automaticamente sob temperatura de 4°C acima de 25mAU.

A concentracdo teédrica das fracdes proteicas foi aferida em espectrofotbmetro
(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) com absorbancia (ABS) de 280nm, considerando 1
ABS=1,0mg/mL.

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-

PAGE) da peconha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) foram realizadas com gel de separacdo e empilhamento a 13% e 4% de Bis-
Acrilamida, respectivamente. Foi utilizado um sistema desnaturante e reduzido conforme
adaptacOes da técnica descrita por Laemmli (1970).

As amostras aplicadas em gel continham 10uL de cada fragcdo obtida dissolvida em
5uL de tampéo de amostra. Apds preparadas, as amostras foram aquecidas por cinco minutos
a 100°C, rapidamente centrifugadas e aplicadas no gel. As amostras foram separadas sob
corrente e constante de 25mAU, em temperatura ambiente utilizando Tampao de Corrida Tris-
Glicina. Os padrdes de massa molecular utilizado foram: o PageRuler Plus™ comercializado
pela Thermo Scientific™. O gel foi corado com Azul de Coomassie Brilhante g-250 durante 2
horas sob agitagdo a 40°C e descorado com agua deionizada: etanol: 4cido acético (6:3:1).

A andlise eletroforética das fracdes foi realizada em colaborag&o com o Dr. Guilherme
Henrique Marchi Salvador do Departamento de Fisica e Biofisica, Laboratério de Biologia
Molecular Estrutural, Instituto de Biociéncias (IBB) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu, SP.

3.7 Atividades bioldgicas

3.7.1 Avaliacdo da atividade hemolitica da pegonha bruta de Bothrops jararacussu e

Bothrops moojeni em eritrocitos humanos

A avaliacdo do potencial citotdxico, in vitro, das peconhas brutas de B. jararacussu e

B. moojeni sobre eritrocitos humanos foram realizados conforme algumas adaptacGes da
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metodologia descrita por Hubert et al (1997) e Rangel et al (1997) e a porcentagem de
hemodlise foi calculada de acordo com os Métodos Gerais da Farmacopéia Brasileira descritos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010).

Para a realizacdo da atividade hemolitica direta e indireta foram utilizadas as
gquantidades de 1000, 100, 10, 1 e 0,1ug dos pools de B. jararacussu e B. moojeni,
solubilizados em Tampéao Fosfato Salino (PBS — 10x, pH 7,4) nas respectivas concentracoes:
10; 1; 0,1; 0,01 e 0,001mg/mL.

Amostras de sangue dos tipos A, B, AB e O, fator Rh positivo foram lavados trés vezes
com cloreto de sédio (NaCl) a 0,9% (150mM) por centrifugagdo (3.000rpm) por 5 minutos em
temperatura ambiente (x 27°C). Foi preparada uma suspensao de eritrocitos (SE) a 5%,
contendo 0,5mL de eritrécitos diluido em 99,5mL de cloreto de s6dio a 0,9% (150mM). Em
cada microtubo foram adicionados 2000l da SE acrescida de 100ul das diferentes diluicdes
da peconha bruta a serem testadas.

Para determinar a capacidade de hemolise direta das peconhas brutas de Bothrops
jararacussu e B. moojeni, foi adicionado, em cada tubo, 2mL de suspensédo de eritrécitos,
acrescido de 100ul das diferentes quantidades das peconhas brutas a serem avaliadas (1000,
100, 10, 1 e 0,1pg). J4, para a avaliar a capacidade hemolitica indireta, adicionou-se 0,5ul de
cloreto de célcio (CaCl,) e/ou 20pl de um complexo de &acidos graxos (Acido Eicosapentandico
— EPA e Acido Docosahexaendico — DHA) na concentracdo de 100%, de acordo a
metodologia descrita por Hubert et al. (1997) considerando algumas adaptacoes.

Posteriormente, as amostras foram incubadas (incubadora Shaker) durante 1 hora, a
37°C, com agitacdo de 100 rpm e em seguida centrifugadas (3.000rpm) por 5 minutos a 24°C.
O controle positivo foi preparado com 2000pul da suspencéo de eritrocitos acrescido de 20pl
de Triton X-100 e, corresponde a 100% de hemdlise. Para o controle negativo usou-se 2000ul
da suspengéo de eritrécitos acrescido de 10l de tampéo fosfato salino (PBS - Phosphate
Buffered Saline, 10x, pH 7.4). Ambos os controles foram incubados a 37°C durante 1 hora e
centrifugadas (3.000rpm) por 5 minutos, a 24°C.

A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada através da andlise da concentracéo
de hemoglobina livre no sobrenadante, o que reflete a quantidade de lise celular. A leitura foi
realizada por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000c, Thermo Scientific) em um comprimento
de onda de 540nm. O percentual de hemolise foi calculado de acordo com a metodologia

descrita por Montagner (2007). Todas os experimentos foram realizados em triplicata.
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Os resultados foram expressos em percentual hemolitico, utilizando os valores de

absorbéncia (Abs) obtidos, de acordo com a Equagéo #1.

% hemdlise = 100 Abs da amostra - Abs controle negativo Equacio #1
° IS¢ = XAbs controle positivo - Abs controle negativo quag

3.7.2 Avaliacdo da atividade anti-hemolitica da pe¢conha bruta de Bothrops jararacussu

e Bothrops moojeni em eritrécitos humanos

O teste de fragilidade osmética de eritrécitos avaliou a resisténcia dos eritrcitos
quando expostos a uma solugdo salina hipotbnica (JAIN, 1973). Os eritrocitos foram
inicialmente lavados com cloreto de soédio (NaCl) a 0,9% (150mM). Em seguida, a SE foi
preparada utilizando 0,5mL de eritrocitos diluidos em 99,5mL de cloreto de sédio a 0,9%
(150mM). Em cada tubo foram adicionados 2000ul de suspenséo acrescidos de 100uL da
concentracdo de peconha bruta testada, e incubadas por 1h, a 37°C, com agitacao de 100rpm.
De cada amostra foram retirados 500ul da solugcédo e distribuidos em quatro tubos. As
amostras foram centrifugadas (3000rpm) por 5 minutos, a 24°C e o sobrenadante descartado.
Os eritrocitos foram ressuspensos em quatro diferentes concentracdes, e, em seguida, foi
adicionando 350ul de cloreto de sodio (NaCl - 0,9%, 0,6%, 0,3% e 0,15%), incubados (37°C)
por 1 hora e as amostras centrifugadas (3000rpm), por 5 minutos, a 24°C.

A leitura foi realizada por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000c, Thermo Scientific)
em um comprimento de onda de 540nm e o percentual de hemdlise calculado (MONTAGNER,
2007). O controle positivo do experimento foi a menor concentracdo de cloreto de sddio
(0,15%) e os valores do controle negativo obtidos no teste hemolitico foram utilizados como

controle negativo. Todas os experimentos foram realizados em triplicata.

3.7.3 Avaliacdo da atividade oxidante da pe¢conha bruta de Bothrops jararacussu e

Bothrops moojeni sobre eritrécitos humanos

A avaliacdo do potencial oxidante, in vitro, das peconhas brutas de B. jararacussu e
B. moojeni sobre eritrocitos humanos foi realizada conforme algumas adaptacdes da
metodologia descrita por Hubert et al. (1997) e Rangel et al. (1997) e a porcentagem de
hemolise foi calculada de acordo com os Métodos Gerais da Farmacopéia Brasileira descritos

pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010).
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Os eritrocitos humanos foram lavados trés vezes com cloreto de sodio (NaCl) a 0,9%
(150mM). Para a preparar 100mL de suspensao de eritrécitos (SE) a 30%, foram adicionados
30mL de eritrécitos dissolvidos em 69,4mL de PBS (10x, pH 7,4), acrescidos de 0,6mL de
glicose a 10% e 400uL de Triton X-100 para lise celular.

Para a realizacdo da atividade oxidante foram adicionados 1000uL de SE a 30% e
100uL das diferentes concentracdes da peconha bruta a ser testada (1000, 100, 10, 1 e
0,1uL). As amostras foram incubadas por 1h, a 37°C, com agitacdo de 100rpm. De cada
amostra foram retiradas 25uL de solucdo e as mesmas foram ressuspensas em 750pL de
tampdo fosfato (PB). A leitura espectrofotométrica foi realizada no NanoDrop™ 2000c em um
comprimento de onda de 630nm, para quantificar a metahemoglobina livre no sobrenadante.
Apbs a primeira leitura, foi retirado 75uL de cada amostra e novamente ressuspensa em
750uL de PB. A leitura foi realizada por espectrofotometria em um comprimento de onda de
540nm e o percentual de metahemoglobina calculado segundo (NAOUM et al., 2004) com o
emprego da Equacdo #2 e expressos em percentual de hemoglobina oxidada a
metahemoglobina (mHb).

S Abs 630nm x100 e 42
oMHb = Abs 630nm-+(Abs 540nm x10) quac

Os valores de referéncia para as taxas de metahemoglobina (MetHb) foram: 1,9% -

3,8% normal; acima de 4% elevado. Todos os testes foram realizados em triplicata (n=3).

3.7.4 Avaliacdo da atividade antioxidante da peconha bruta de Bothrops jararacussu e

B. moojeni sobre eritrocitos humanos

A avaliacdo quantitativa, in vitro, da formagdo de metahemoglobina apds exposi¢ao
da hemoglobina frente as peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni foi realizada
conforme a metodologia (com adaptacdes) proposta por Naoum et al (2004).

A avaliagédo da atividade antioxidante foi realizada a partir da atividade oxidante. As
amostras contendo a SE a 30% e as pec¢onhas brutas foram utilizadas para o teste. Em cada
amostra, foram adicionadas 50puL de fenilhidrazina (CeHsNHNH, Sigma-Aldrich) a 1M,
posteriormente encaminhadas para incubacéo por 1h, a 37°C com agitacdo de 100rpm. O
controle positivo foi 1000uL de SE a 30%, acrescidos de 50 pL de fenilhidrazina a 1M. Retirou-
se 25uL de cada amostra, conduzindo-o a um novo tubo com 750uL de PB, posteriormente
as amostras foram centrifugadas (3000rpm/5min/24°C) e lidas a 630nm no espectrofotémetro.

Apbs a primeira leitura foi realizado uma nova diluicdo. Foi retirado 75uL de cada amostra e
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novamente ressuspensa em 750pL de PB; estas foram centrifugadas (3000rpm/5min/24°C) e
lidas no espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 540nm. O célculo para avaliar a
quantidade de hemoglobina que foi oxidada a metahemoglobina permaneceu o mesmo
adotado para analise da atividade oxidante (Equacdo #2), bem como, foram mantidos os

mesmos valores de referéncia. Todas as amostras foram realizadas em triplicata.

3.7.5 Avaliacao da atividade coagulante da peconha de Bothrops jararacussu e B.

moojeni sobre o plasma citratado humano

A avaliacdo da atividade coagulante dos das peconhas brutas de B. jararacussu e B.
moojeni nas quantidades (1,25; 2,5; 5; 10ug), solubilizados em PBS (10x, pH 7,4) sobre o
plasma humano citratado foi realizada de acordo com o método previamente descrito por
Alvarado e Gutiérrez (1988) com adaptacdes.

Para a realizacdo dos experimentos de coagulacdo, 100 pL de um pool de plasma
humano citratado foi distribuido em cada tubo de ensaio e mantido em banho-maria a 37°C.
As diferentes quantidades das peconhas brutas de Bothrops jararacussu e de B. moojeni
foram adicionadas, separadamente, em cada tubo e o tempo (em segundos) para a formacéo
do coéagulo foi anotado. Todos 0s experimentos para avaliar o tempo de coagulagao foram
realizados em triplicata.

Os kits de coagulagdo, comercializados pela Labtest Diagnéstica S.A., PT
HEMOSTASIS, ref 501 (tempo de protrombina, TP) e APTT HEMOSTASIS, Ref 502, (tempo
de tromboplastina parcial ativada, TTPA) foram utilizados como controles de referéncia,

seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.8 Andlise estatistica dos dados

Os resultados das analises foram expressos com base a média e o erro padrdo da
média (E.P.M.). A andlise estatistica utilizada foi One-way ANOVA, seguido de teste de
Dunnett. Foram consideradas diferencas significativas valores com p<0,05 (ns: ndo
signifcante; *: p<0,01; **: p<0,011; ***: p<0,001 e ****: p<<0,0001). Os dados foram analisados
pelo software Prism for Windows (GraphPad Prism®) verséo 6.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego CA, E.U.A).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da peconha bruta de Bothrops jararacussu

A peconha bruta de Bothrops jararacussu foi separada em dezesseis fracoes,
denominadas FrO-Fr15. A Fr0 foi coletada, antes dos cinco minutos iniciais, quando ainda ndo
havia iniciado o gradiente linear (0% de Tampdao B) e foi descartada. As fracdes Frl, Fr2, Fr3,
Fr5, Fr6, Fr7, Fr8, Fr9, Frll, Frl3 e Frl5 foram obtidas, em diferentes quantidades, com 23%,
30%, 33%, 35%, 37%, 39%, 48%, 52%, 55%, 68% e 94% de Tampdao B, respectivamente. A
Fr4, apresentou, ao menaos, 2 picos e foi separada com 35% de Tampéao B. A Fr10, apresentou
0 maior pico e sua coleta foi iniciada aos 59 minutos e finalizada com 61 minutos decorridos,
sendo eluida com 55% de tampao B. A Frl2 apresentou, a0 menos, 5 picos superpostos
recolhidos entre 60% até 65% de Tampao B. Ja a Frl4 apresentou, a0 menos, 2 picos
superpostos recolhidos ap6s 72% de Tampéo B (Figura 4).

Figura 4: Cromatograma de separacao proteica da peconha de Bothrops jararacussu.
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Cromatografia Liquida de Fase Reversa em coluna C18 (250 x 4,6mm, tamanho da particula: 5um). As
condi¢bes cromatograficas foram isocraticamente (0% B) durante 5 min., seguida por 0-75% de tampao
B durante 75 minutos, de 75-100% de B por 10 minutos e 100% de tampéo B durante 5 minutos. As

fracBes foram coletadas automaticamente, em temperatura constante de 4°C e acima de 25mAU (linha
azul).
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Figura 5 — Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das fracdes, obtidas por cromatografia liquida de fase

reversa, da peconha bruta de Bothrops jararacussu.
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PM: padréo de massa molecular - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, comercializado pela
Thermo Scientific™, contendo 9 padrdes de massa molecular entre 250 e 10kDa (250, 130, 100, 55,
35 e 15kDa em azul, 70 e 25 kDa em vermelho e 10kDa em verde); Frl — Fr15: fragcBes proteicas; PB:
peconha bruta.

A analise da SDS-PAGE permitiu inferir que ndo é possivel afirmar, através da
coloracao do gel por Azul de Coomassie Brilhante g-250, a presenca de proteinas nas fragfes
(Fr1-Fr5; Fr7-Fr8). A Fr10 e Frll apresentaram apenas uma Unica banda proteica, formada
por uma proteina de massa molecular de, aproximadamente, 14 kDa. A analise do perfil
cromatogréfico da Frl2, sugere a presenca de, pelo menos, duas proteinas, de massa
molecular aproximada de 14 kDa e 35 kDa. A Frl3 apresentou duas bandas, com massa
molecular aproximada de 35 kDa e 70 kDa. A Fr14 também apresentou duas bandas, com
massa molecular aproximada de 24 kDa e 60 kDa. A Fr15 apresentou apenas uma banda de
massa molecular aproximada de 70 kDa (Figura 5).

Uma andlise comparativa entre os valores de massa molecular estimados pela SDS-
PAGE e os descritos na literatura, nos possibilitou dizer que a banda proteica referente a
massa molecular de 14 kDa da Frl0 representa uma fosfolipase A, (PLA;). As bandas
proteicas de massa molecular aproximada de 14 kDa, presentes nas fracdes (Frl0, Frll)

condizem com isoformas de fosfolipase A;. Algumas PLA; ja foram isoladas e caracterizadas
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da peconha de B. jararacussu como as PLA; béasicas, bothropstoxina—I (BthTX-I) uma Lys49,
desprovida de atividade enzimatica (HOMSI-BRANDEBURGO et al, 1988), e a
bothropstoxina—Il (BthTX-Il) uma Asp49, com atividade enzimatica (ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2000). Ambas possuem massa molecular de aproximadamente 14 kDa e sao miotéxicas.
Algumas PLA; acidas também j& foram isoladas, e destacam-se por possuirem pouca ou
nenhuma atividade miotoxica. A BthA-I, uma Asp49- PLA; possui atividade antiplaguetaria e
hipotensora (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002).

A Fr12 pode ser relacionada a BJcuL, uma lectina, com massa molecular de 15kDa,
em condi¢cdes desnaturantes (CARVALHO, 1997). A banda proteica referente a massa
molecular de 25 kDa da Fr14 pdde ser relacionada com a BjussuMP-II, uma metaloproteinase
fibrinogenolitica ndo hemorragica de 24 kDa, isolada da peg¢onha de B. jararacussu
(MARCUSSI et al., 2007). J4 a banda proteica de massa molecular de aproximadamente 30
kDa observada na Frl12, quando comparada com dados descritos na literatura, pdde ser
referida a uma serinoproteinase, glicoproteinas com massas moleculares relativas que variam
entre 28 a 64 kDa, apresentando pl (ponto isoelétrico) acido, como a Jararacussina-l de B.
jararacussu com 28 kDa e pl 5,0 (BORTOLETO et al., 2002).

A Fr13 pbde estar relacionada a uma L-aminoacido oxidase, como a LAAO de B.
jararacussu descrita por Costa (2012), com massa molecular estimada de 68 kDa (COSTA,
2012). A Frl4 pode ser relacionada a BjussuSP-I, uma serinoproteinase de com massa
molecular de 61 kDa (SANT’ANA et al., 2008).

A Frl5 esta representada no SDS-PAGE por uma banda proteica de
aproximadamente 70 kDa, a qual pode ser associada a metaloprotease da pegonha B.
jararacussu (BjussuMP-lI) uma proteina com massa molecular de 60 kDa, com atividade
hemorragica (MAZZI et al., 2007).

4.2 Caracterizacdo da peconha bruta de Bothrops moojeni

A peconha bruta de Bothrops moojeni foi fracionado, em treze frages, denominadas
FrO a Fr12. A FrO foi coletada, automaticamente, antes dos cinco minutos iniciais, quando
ainda ndo havia iniciado o gradiente linear (0% de Tamp&o B) e foi descartada. As Frl, Fr2,
Fr4, Fr5, Fr7, Frl0 e Frll foram obtidas, com 30%, 32%, 36%, 44%, 59%, 66% e 68% de
Tampao B, respectivamente. A Fr3 apresentou, ao menos, 2 picos recolhidos ap6s 32% de
Tampao B e 33% de Tampéo B. A coleta da Fr3 foi iniciada com 33 minutos e finalizada com
35 minutos. A Fr6 apresentou o maior pico recolhido apds 55% de Tampéo B. A coleta da Fr6
foi iniciada aos 63 minutos e finalizada com 66 minutos. A Fr8 apresentou 3 picos, recolhidos

apos 61% de Tampédo B e sua coleta foi iniciada com 73 minutos e finalizada com 77,5
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minutos. A Fr9 apresentou, ao menos, 2 picos recolhidos apos 63% a 64% de Tampao B e
sua coleta foi iniciada com 75,5 minutos e finalizada com 80 minutos. A coleta da Fri12
apresentou 3 picos, recolhidos apés 71% a 73% de Tampé&o B, entre 87,5 minutos e 93

minutos (Figura 6).

Figura 6 - Cromatograma de separacao proteica da peconha de Bothrops moojeni.
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Cromatografia Liquida de Fase Reversa em coluna C18 (250 x 4,6mm, tamanho da particula: 5um). As
condi¢des cromatograficas foram isocraticamente (0% B) durante 5 min., seguida por 0-20% de tampao
B durante 10 minutos, de 20-75% de B por 80 minutos, de 75-100% de B por 10 minutos e 100% de
tampé&o B durante 5 minutos. As fracdes foram coletadas automaticamente, em temperatura constante
de 4°C e acima de 25mAU (linha azul).
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Figura 7 — Perfil eletroforético (SDS-PAGE) das fracdes, obtidas por cromatografia liquida de fase
reversa, da peconha bruta de Bothrops moojeni.
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PB: peconha bruta. PM: padrdo de massa molecular — PageRuler™ Prestained Protein Ladder
comercializado pela Thermo Scientific™, contendo 10 padrdes de massa molecular entre 180 e 10kDa
(180, 130, 100, 55, 40, 35, 25 e 15kDa em azul, 70kDa em vermelho e 10kDa em verde); FrO — Fri5:
fracOes proteicas.

A andlise da SDS-PAGE permitiu observar, atraves da coloracéo do gel por Azul
de Coomassie Brilhante g-250, a presenca de proteinas nas fragdes FrO-Fr5. As fracdes Fr6,
Fr7, Fr1l0 e Frll apresentaram apenas uma Unica banda proteica, com massa molecular
aproximada de 14kDa, 30kDa, 60kDa, 20kDa, respectivamente. A analise do perfil
cromatogréfico das Fr8 e Frl2 sugeriram a presenca de, pelo menos, trés proteinas em cada
fracdo, sendo que, trés bandas proteicas, de massa molecular aproximada de 14kDa, 14,5kDa
e 35kDa da fracao (Fr8) e 20kDa, 25kDa e 30kDa da fracdo (Frl2), estdo visiveis nha SDS-
PAGE. A Fr9 apresentou, ao menos, duas bandas proteicas de massa molecular aproximada
de 25 kDa e 65 kDa (Figura 7).

Uma andlise comparativa entre o0s valores de massa molecular estimados pela SDS-
PAGE e os descritos na literatura, nos possibilitou dizer que a banda proteica referente a
massa molecular de 14 kDa da Fr6 representa uma fosfolipase A.. Entre elas, a Moojenitoxina-
I (MjTX-1) e Moojenitoxina-1l (MjTX-II) sdo fosfolipases A, Lys-49, com massa aproximada de
14 kDa, ja descritas (LOMONTE et al., 1990; SOARES et al., 1998; 2000; 2004).



34

A banda proteica referente a massa molecular de 20 kDa da Frll pGde ser
relacionada a uma metaloprotease (BmooMPa-I), dependente de zinco de classe P-I, a qual
possui massa molecular de 22,6 kDa, apresenta atividades azocaseinolitica, fibrinogenolitica
e desfibrinante, porém é desprovida de atividades tipo trombina e hemorragica (BERNARDES
et al., 2008).

A Fr7 estarepresentada no SDS-PAGE por uma banda proteica de aproximadamente
30 kDa, a qual pbde ser associada a BmooSP, uma serinoproteinase de B. moojeni, com
massa molecular de 30kDa (OLIVEIRA et al., 2016). A Fr8 esta representada no SDS-PAGE
por uma banda proteica de aproximadamente 15 kDa, a qual pdde ser relacionada a BmLec,
uma lectina tipo C de B. moojeni com massa molecular entre 14-15 kDa (BARBOSA, 2010).

A banda proteica referente a massa molecular de 60 kDa da Fr10 pbde ser associada
a uma L-aminoacido oxidase, a BmooLAAO-I de massa molecular de 64,889 kDa, em
condicdes desnaturantes (STABELI et al., 2007).

4.3 Avaliacdo da atividade hemolitica da pegconha bruta de Bothrops jararacussu e

Bothrops moojeni em eritrécitos humanos

A peconha bruta de Bothrops jararacussu foi capaz de induzir hemdlise em eritrocitos
humanos pertencentes aos quatro tipos sanguineos do sistema ABO, com fator Rh+, com
porcentagem consideravel quando utilizado de forma indireta, isto €, na presenca de um
complexo de acidos graxos e cloreto de calcio, entretanto, em porcentagens muito baixas
quando utilizados de forma direta (Figura 8).

O efeito hemolitico da peconha bruta de Bothrops jararacussu em eritrocitos lavados
humanos foi de maneira concentragdo-dependente, quando utilizado apenas com o &cido
graxo ou com acido graxo mais cloreto de calcio. Apenas o tipo sanguineo A, quando utilizado
com a peconha bruta com &cido graxo mais calcio ndo apresentou efeito hemolitico
consideravel (p>0,05). Nos grupos sanguineos O, AB e B, a hemdlise foi significativa (Figura
8).
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Figura 8 - Atividade hemolitica da peconha bruta de B. jararacussu em eritr6citos humanos (grupos
sanguineos ABO).
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% de hemolise direta e indireta sobre eritrocitos dos grupos sanguineos ABO, provocada pela pegonha
de B. jararacussu incubados com complexo de &cidos graxos (PB+AG), acidos graxos mais calcio
(PB+AG+CacCl2) e apenas cloreto de célcio (PB+CaCl.). PB: peconha bruta; AG: &cido graxo; CacClz:
cloreto de caélcio. Controle positivo: 100% de hemdlise. Controle negativo: 0% de hemdlise. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante. *:
p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).
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A peconha bruta de Bothrops moojeni foi capaz de induzir hemdlise em eritrocitos
humanos pertencentes aos quatro tipos sanguineos do sistema ABO, entretanto em
porcentagens muito baixas quando utilizados de forma direta e com porcentagem
consideravel quando utilizado de forma indireta, na presenca de um complexo de acidos
graxos e cloreto de célcio (p<0,01) (Figura 9).

O efeito hemolitico causado pela peconha bruta de Bothrops moojeni em eritrocitos
lavados humanos apresentou variacdo quando utilizado com o acido graxo mais o cloreto de
calcio e apenas com &cido graxo, principalmente nos eritrécitos dos tipos sanguineos A, B e
O. No grupo sanguineo AB, a atividade hemolitica foi de maneira concentragdo-depentende.
Nos eritrocitos dos grupos sanguineos A, B e O, a hemdlise foi significativa quando utilizado
apenas a peconha bruta com o 4cido graxo (p<0,01). N&o houve hemdlise significativa de
eritrocitos do grupo sanguineo AB na presen¢a da pegonha bruta mais o &cido graxo.
Eritrocitos do grupo sanguineo A, apresentaram hemodlise dose-variando, na presenca da
peconha bruta mais acido graxo e do acido graxo mais cloreto de calcio (Figura 9).
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Figura 9 - Atividade hemolitica da peconha bruta de B. moojeni em eritrécitos humanos (grupos
sanguineos ABO).
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Bothrops moojeni

% de hemolise direta e indireta sobre eritrocitos dos grupos sanguineos ABO, provocada pela pegonha
de B. moojeni incubados com complexo de acidos graxos (PB+AG), &cidos graxos mais cloreto de
célcio (PB+AG+CaClz) e apenas cloreto de célcio (PB+CaClz). PB: peconha bruta; AG: acido graxo;
CacClz: cloreto de calcio. Controle positivo: 100% de hemolise. Controle negativo: 0% de hemolise. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante. *;
p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).
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Quando comparado as atividades citotdxicas sobre eritrocitos humanos das
peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni, em relagcdo aos grupos sanguineos e, ainda
na presenca de 4cido graxo mais cloreto de célcio ou na presenca apenas de cloreto de calcio,
verificou-se que a peconha bruta de Bothrops jararacussu apresentou efeito hemolitico em
relacdo a peconha bruta de Bothrops moojeni (Figura 10). J&, quando utilizada a peconha
bruta mais acido graxo e cloreto de calcio, o efeito citotdéxico foi mais evidente nas quantidades

10, 100 e 1000ug, em ambas espécies analisadas (Figura 11).

Figura 10 - Comparacao das atividades hemoliticas indiretas causadas pelas peconhas brutas de B.
jararacussu e B. moojeni, na presenca de acido graxo.
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PB: peconha bruta; AG: acido graxo. Os resultados foram expressos como média * erro padrédo da
média (EPM) (n = 3). Controle positivo: 100% de hemdlise. Controle negativo: 0% de hemdlise. Os
resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante. *:
p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).
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Figura 11 - Comparacédo das atividades hemoliticas indiretas causadas pelas peconhas brutas de B.
jararacussu e B. moojeni, na presenca de acido graxo e cloreto de calcio.
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PB: peconha bruta; AG: &cido graxo e CaClz: cloreto de célcio. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Controle positivo: 100% de hemdlise. Controle negativo:
0% de hemolise. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) (n = 3).
ns: ndo significante. *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).

O efeito hemolitico indireto, in vitro, apresentado pelas peconhas brutas de B.
jararacussu e B. moojeni, pode estar relacionado com a acdo das fosfolipases A> (PLA>)
presentes nas peconhas. Ao analisar o perfil proteico da peconha bruta de B. jararacussu foi
possivel detectar a presenca de proteinas dessa classe nas fragbes Fr10 e Frll e em B.
moojeni na fracdo Fr6 (Figuras 5 e 7). Estes resultados corroboram outros dados da literatura
gue afirmam que o veneno botrépico causa hemolise in vitro (KELLEN et al., 1962).

Dentre as proteinas com atividades enzimaticas encontradas em peconhas de
serpentes, as fosfolipases A sdo particularmente abundantes nas peg¢onhas do género
Bothrops. Essas enzimas tém sido muito estudadas devido suas propriedades quimicas e
atividades bioldgicas, tais como, neurotoxica, miotdxica, hemolitica, anticoagulante e
edematogénica (VALENTIN & LAMBEAU, 2000).
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As PLA; ou fosfatidil-acil-hidrolases, compreendem uma familia de enzimas que
catalisam a hidrolise de ligacdes acil-éster, na posicao sn-2 de fosfolipideos de membrana. A
reacdo de hidrélise é dependente de ions célcio, sendo a unidade catalitica formada pelos
aminoacidos His 48, Asp49 e Asp99 uma molécula de agua (YU et al., 1990, 1998; DENNIS
et al., 1994).

Ao menos trés PLA; ja foram isoladas da peconha de B. jararacussu. A BthTX-I, uma
PLA; homologa (Lys49- PLA;) é completamente destituida de atividade enzimética in vitro, ao
passo que a BthTX-ll, uma PLA; cataliticamente ativa (Asp49-PLA;), porém apresenta
atividade fosfolipasica muito baixa e é citotoxica (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988;
CINTRA et al., 1993). Ja a BthA-I-PLA; (B. jararacussu) 13.700 Da (ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002).

A peconha de B. moojeni também apresenta PLA; cataliticamente ativas (Asp49- PLA>)
como a BmooPLA;de 13.601 Da (SILVEIRA et al., 2013) e a BmooTX-I 15.000 Da (SANTOS-
FILHO et al., 2008). E PLA; cataliticamente inativas (Lys49-PLA;) como a Moojenitoxina-|
(MjTX-I) e Moojenitoxina-ll (MjTX-Il) (LOMONTE et al., 1990; SOARES et al., 1998; 2000;
2004).

Geralmente, existe uma tendéncia em correlacionar a habilidade hidrolitica in vitro das
PLA.s com seus efeitos farmacolégicos. Esta € uma conduta equivocada, pois in vivo a
atividade catalitica é grandemente influenciada por varios fatores, tais como, a preferéncia de
ligacdo as proteinas especificas, presenca de diferentes classes de fosfolipidios nas
proximidades de proteinas-alvo, e habilidade de penetracdo das PLA,s (ROSENBERG, 1979,
1986, 1997).

Em nossos experimentos, quando foi utilizado apenas as peconhas brutas de B.
jararacussu e B. moojeni, sobre os eritrocitos lavados humanos, verificou-se que essas
peconhas nao induziram hemolise in vitro. Nos sistemas in vitro, essas enzimas n&o atuam
em eritrocitos humanos lavados, pois as porc¢des hidrofébicas dos lipideos da membrana, ao
contrério das lipoproteinas séricas, ndo sdo acessiveis. Algumas substancias como a
gramicidina S, copolimeros sintéticos basicos de a-aminoécidos, Fator Litico Direto (FLD),
entre outros, facilitam a acdo das PLA,s com atividade hemolitica. Estes compostos basicos
atacam a membrana por atragdo eletrostatica e expdem os fosfolipidios das membranas
celulares as PLA>s (VITAL BRAZIL, 1982).

A penetrabilidade das PLA,s € particularmente importante, tanto nos efeitos
farmacoldgicos dependentes como independentes de sua atividade catalitica. Grande parte
das PLA;s béasicas apresentam maior poder de penetracdo quando comparadas aquelas
neutras e acidas (VERHEIJ et al., 1980), provavelmente devidas a abundancia de residuos

positivos, o que Ihes conferem maior poténcia na inducéo de efeitos farmacoldgicos, como,
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danos teciduais e toxicidade. No entanto, é importante ter em mente que, a basicidade e
penetrabilidade, ndo séo as Unicas variaveis que determinam a poténcia farmacolégica (KINI,
2003).

No presente estudo, foram utilizados um complexo de &cidos graxos (Acido
Eicosapentanoico — EPA e Acido Docosahexaenoico — DHA) e cloreto de célcio, para verificar
a o potencial citotéxico da peconha bruta in vitro, sobre os eritrécitos lavados. A analise da
hemdlise indireta foi significativa quando utilizado um complexo de &cidos graxos com as
peconhas brutas. Os &cidos graxos adicionados estdo relacionados com a alteracdo da
permeabilidade da membrana eritrocitaria, expondo os fosfolipidios da membrana. Nos
empeconhamentos ofidicos, a fosfolipase A esta relacioanada com atividade hemolitica,
através da hidrolise dos fosfolipideos e liberacdo de acidos graxos e lisofosfolipideos. Os
fosfolipideos sdo compostos tenso-ativos que, mesmo em doses pequenas alteram a
permeabilidade das membranas celulares, produzindo hemdlise indireta (VITAL BRAZIL,
1982). Dentre os acidos graxos liberados esta o acido araquiddénico, que funciona como um
segundo mensageiro e como o precursor de eicosandides, que sao potentes mediadores da
inflamacéo (NUNES et al., 2011).

O mecanismo de atuacdo das Lys49-PLAs, proposto por Fernandes et al (2014)
relaciona a entrada de acido graxo no canal hidrofébico da proteina com uma ativagéo
alostérica dessas proteinas. A interacdo dessas proteinas na membrana celular ocorre pela
interacdo de residuos proteicos carregados positicamente com os fosfolipideos de
membranas. A penetracao de residuos hidrofdbicos da proteina, desestabiliza a membrana
causando a lise celular. Conforme observado em nossos estudos, 0 uso de acidos graxos
pbde facilitar a atuacdo das fosfolipase A, presentes nas peconhas brutas. O uso das
peconhas brutas associadas aos &cidos graxos aumentou significativamente o grau de
hemdlise.

Os dados de atividade hemolitica encontrados na literatura sdo, em sua grande
maioria, resultados de experimentos com eritrocitos do tipo O+. Segundo Chaves-Moreira
(2015), isso se deve ao fato de que normalmente 0s ensaios avaliaram a hemolise dependente
de complemento, e nestes casos, o0 uso de amostra de outro tipo sanguineo seria inviavel,
pois devido a presenca de anticorpos anti-A e/ou anti-B, as proteinas do complemento
poderiam reconhecer esses anticorpos e desencadear hemdlise in vitro.

Chaves-Moreira (2015) em seu experimento, realizou a avaliagdo da hemdlise direta,
em que possibilitou avaliar se os antigenos dos sistemas ABO e Rh poderiam apresentar
algum tipo de interferéncia na atividade hemolitica da toxina recombinante LiRecDT1, uma
isoforma de fosfolipase-D, do veneno loxoscélico (Loxosceles intermedia). Nas condicbes

experimentais estudadas, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa na taxa de
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hemdlise dos eritrécitos A+, B+, AB+, O+ e O- induzida pela presenca da LiRecDT1. Esses
resultados indicaram que as diferencas entre os antigenos A e B do sistema ABO, e o D, do
sistema Rh néo interferiram na atividade hemolitica direta causada pela toxina recombinante
LiRecDT1.

Em nossos estudos, o sistema ABO, nao influenciou na acdo hemolitica das
peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni. A avaliagdo do potencial citotoxico das
peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni demonstrou que essas possuem a
capacidade de causar danos na membrana eritrocitaria (hemalise indireta), in vitro, dos quatro
tipos sanguineos do sistema ABO, fator Rh+.

Nao foi encontrado relato de estudos que avaliaram o efeito citotdxico, in vitro, das
peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni, sobre os quatro tipos sanguineos do sistema

ABO, fator Rh positivo, sendo esse o primeiro estudo utilizando este tipo de comparacéo.

4.4 Avaliacdo da atividade anti-hemolitica das peconhas brutas de Bothrops
jararacussu e Bothrops moojeni sobre eritrécitos humanos.

Nas figuras 12 e 13 estdo representados os dados referentes aos efeitos da peconha
bruta de B. jararacussu e B. moojeni sobre a fragilidade osmotica eritrocitaria, dos quatro tipos
sanguineos ABO, em relacdo as concentracdes de NaCl testadas. As peconhas brutas de
ambas espécies ndo apresentaram atividade anti-hemolitica, ocorrendo o rompimento dessas
células, principalmente nas concentracdes de NaCl entre 0,15% e 0,30%. No entanto, nas
quantidades de 100ug e 1000ug da peconha bruta de B. jararacussu, nos quatro tipos
sanguineos ABO, observou-se hemagluitinacdo eritrocitaria, nao podendo ser avaliado as

porcentagens de anti-hemdlise nessas quantidades.
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Figura 12 — Analise da atividade anti-hemolitica da pegonha de Bothrops jararacussu em eritrocitos
humanos na presenca de diferentes quantidades de cloreto de sédio.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Controle positivo:
100% de hemdlise. Controle negativo: 0% de hemolise. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante. *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****;
p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).
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Figura 13 — Andlise da atividade anti-hemolitica da peconha de Bothrops moojeni em eritrécitos

humanos na presenca de diferentes quantidades de cloreto de sédio.
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Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) (n = 3). Controle positivo:

100% de hemdlise. Controle negativo: 0% de hemdlise. Os resultados foram expressos como média +

erro padrdo da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante. *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****

p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).

Ambas as peconhas avaliadas ndo apresentaram atividade anti-hemolitica em

nenhuma das quantidades avaliadas e em nenhum tipo sanguineo do sistema ABO (Figuras

12 e 13). No entanto, na presenca das quantidades de 100 e 1000ug da peconha bruta de B.

jararacussu foi observado hemaglutinag&o eritrocitaria. A atividade hemaglutinante produzida

pela pegonha bruta est4 relacionado com acgédo das lectinas tipo C. Ao analisar o perfil proteico

da peconha bruta de B. jararacussu foi possivel observar, na eletroforese (SDS-PAGE), a

presenca de uma banda proteica de aproximadamente 14kDa (Figura 5). Esse resultado
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corrobora com o estudo de Kayano (2006), no qual a lectina do tipo C de B. jararacussu (Bjcul)
apresentou elevada capacidade hemaglutinante, tanto sobre eritrocitos de coelho quanto de
humanos dos tipos A, B, AB e O.

Na literatura, ja foram descritas algumas atividades biol6gicas das lectinas de
serpentes, tais como, capacidade de aglutinar eritrdcitos in vitro, atividade mitogénica sobre
linfécitos (DJALDETTI et al.,, 1980), agregacdo plaquetaria (GARTNER et al.,, 1980);
modulacdo de liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmético de musculo esquelético
(OHKURA et al., 1996; HIRATA et al., 1999) e inibicao de proliferacao de diversas linhagens
de célula tumorais (MARCINKIEWICZ et al., 2000).

As lectinas do tipo C (dependentes de ions calcio) ligantes de galactose, ou lectinas
verdadeiras, sdo proteinas de carater ndo enzimatico capazes de interagir nao
covalentemente a residuos especificos de carboidratos através do dominio de
reconhecimento de carboidrato presente nessa molécula. Sao proteinas homodiméricas (com
mondmero de aproximadamente 14 kDa) ligadas por pontes dissulfeto, e apresentam
atividade de interacdo a glicoconjugados podendo induzir aglutinacdo de eritrocitos e
processos inflamatorios (MENDONCA-FRANQUEIRO et al., 2011).

O teste de fragilidade osmética dos eritrécitos (FOE) foi definido como sendo uma
das formas de avaliar a resisténcia dos glébulos vermelhos a hemolise, quando essas células
sdo expostas a acao de solucdes salinas hipotdnicas. Essas células, quando suspensas em
meio hipoténico, aumentam até atingir um volume critico e a hemalise ocorre. Assim sendo, a
fragilidade celular varia conforme a concentragdo de sal e segue uma distribuigdo normal em
organismos sadios, ocorrendo diferencas entre espécies. A fragilidade osmotica é influenciada
por fatores como a forma, o volume e o tamanho do eritrécito, o tipo e a quantidade de
hemoglobina, as diferencas na viscoelasticidade das membranas e na composi¢cao quimica e
estrutural das mesmas (ELIAS et al., 2004).

Interacdo de lectinas com os determinantes de superficie do eritrocito pode alterar as
propriedades da membrana fragilizando a hemécia ou a impedindo a lise celular quando estas
sdo expostas a ambientes hipotdnicos (GRUPTA et al., 2006).

A analise da atividade anti-hemolitica das pe¢onhas brutas de B. jararacussu e B.
moojeni demonstrou que, nas quantidades testadas, essas nao protegeram dos danos na
membrana eritrocitaria (hemdlise), in vitro, causados pela hipotonicidade, nos quatro tipos

sanguineos testados do sistema ABO, Fator Rh+.
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4.5 Avaliacado da atividade oxidante e antioxidante da peconha bruta de Bothrops

jararacussu e Bothrops moojeni sobre hemoglobina humana.

Na atividade oxidante, a quantidade de metahemoglobina formada na presenca da
peconha bruta de B. jararacussu em todas as quantidades avaliadas ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) (Tabela 1). A peconha bruta de Bothrops moojeni apresentou efeito
oxidante, em relacéo ao controle, na maior quantidade da peconha testada (1000ug), com

diferenca estatistica significativa (p<0,001) (Tabela 1).

Tabela 1: Atividades oxidante da peconha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni sobre a
hemoglobina em porcentagem.

Taxa de oxidagdo (YomHb Formada)

Quantidade da pegonha bruta

Espécies: C- 0,1ug 1lug 10ug 100ug 1000ug
Bothrops 3,71+0,25 4,15+0.07 4,03+0,10 4,12+0,06 4,24+0,19  4,31+0,20
jararacussu

Bothrops 3,72+0,14 2,93+0,18 2,93+0,15 2,48+0,11 2,72+0,10 5,24+0,38**
moojeni

Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da média (EPM) (n = 3). **: p<0,001; (ANOVA

e Dunnett).

Na atividade anti-oxidante sobre a hemoglobina, as pec¢onhas brutas de ambas
espécies, apresentaram efeito oxidante significativo, quando utilizado a fenilhidrazina (PH)
(um agente oxidante) (p<0.01). A peconha bruta de B. jararacussu quando associado com
fenilhidrazina, em todas a concentracfes testadas, apresentou efeito oxidante significativo,

maior do que a peconha bruta de B. moojeni (p<0.001) (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Atividade anti-oxidante da peconha bruta de B. jararacussu.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante.
*** p<0,0001 e ****; p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).

Figura 15 - Atividade anti-oxidante da peconha bruta de B. moojeni.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n = 3). ns: ndo significante.
*: p<0,01; **: p<0,001 (ANOVA e Dunnett).
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Na atividade oxidante, a peconha bruta de B. jararacussu ndo promoveu a formacao
de metahemoglobina ap6s a exposicdo da hemoglobina contra diferentes quantidades da
peconha bruta. A metahemoglobina é a forma oxidada da hemoglobina (oxihemoglobina), cujo
Fe?* da porcdo heme esta oxidado ao estado férrico (Fe®*) e, por isso, ndo consegue se ligar
ao oxigénio (BARAKA, 2001). A oxihemoglobina pode reagir com a fenilhidrazina, formando
ndo somente peroxido de hidrogénio (H.02) e metahemoglobina, mas também o radical
fenilhidrozil, o qual pode gerar O, e radicais intermediarios, como fenildiazeno e ion
benzenodiazénico (GOLDBERG; STERN, 1976; MISRA; FRIDOVICH, 1976; CHAKRABARTI
et al, 1995).

A acdo oxidante da peconha bruta de B. moojeni, na quantidade de 1000 pg, péde
ser relacionada com a acdo das L-aminoacido oxidase. Ao analisar o perfil proteico da
peconha bruta de B. moojeni foi possivel detectar, na SDS-PAGE, a presenca dessa proteina
na Fr10, com bandas proteicas de aproximadamente de 70 kDa (Figura 7). No perfil proteico
da peconha bruta de B. jararacussu também foi possivel observar a presenca desta proteina,
na SDS-PAGE, na Frl13 (Figura 5).

As LAAOs séo flavoenzimas diméricas, glicosiladas, que catalisam a desaminagéo
oxidativa estereoespecifica de uma vasta gama de L-aminoacidos, para formar
alfacetoacidos, peroxido de hidrogénio e amdnia. O perdxido de hidrogénio formado ja foi
relacionado a toxicidade do veneno (RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011).

Em condi¢Bes desnaturantes, analisadas por SDS-PAGE, ou por espectometria de
massa (MALDI-TOF), a massa de cada mondmero das LAAOs isoladas de peconhas de
serpentes, é entre 50 a 70 kDa (DU; CLEMETSON, 2002). Stébelli et al (2007) isolaram e
caracterizaram uma L-amino&cido oxidase de B. moojeni, denominada BmooLAAO-I com
massa molecular de 64,889 kDa.

O papel fisiolégico das LAAOs das peconhas de serpentes, ainda nao foi totalmente
descrito. Especula-se que essa proteina estocada nas glandulas de peconha, pode estar
relacionada com a conservacdo e estabilizacdo da peconha e das préprias glandulas, em
virtude de suas propriedades antibacterianas (FOX, 2013). Apesar dos mecanismos de acdo
dessas enzimas serem pouco conhecidos, muitos trabalhos ja descreveram uma ampla
variedade de efeitos farmacologicos, como inducdo de apoptose, edema, hemdlise,
hemorragia e efeito bactericida, citotoxico, microbicida, antiparasitario, antitumoral, na
agregacao plaquetaria, dentre outros (CISCOTTO et al., 2009; DU; CLEMETSON, 2002; GUO
et al., 2012; IZIDORO et al., 2006; 2014; NAUMANN et al., 2011; RODRIGUES et al., 2009;
STABELI et al., 2004, 2007; TEMPONE et al., 2001).
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Muitos desses efeitos farmacolégicos podem estar relacionados, ao menos em parte,
com o peroxido de hidrogénio (H-O,) produzido durante a reagdo quimica catalisada pelas
LAAOSs, o qual contribui para a toxicidade do empegonhamento através do estresse oxidativo
decorrente (FOX, 2013; GUO et al., 2012; NAUMANN et al., 2011; RODRIGUES et al., 2009;
STABELI et al., 2007; WEI et al., 2003).

Na atividade anti-oxidante as peconhas brutas de ambas espécies, nao protegeram a
oxidacdo da hemoglobina pela fenilhidrazina (um agente oxidante). Em contrapartida,
observou-se que, quando adicionado as diferentes quantidades da peconha bruta ap6s adi¢ao
da fenilhidrazina, o efeito oxidante foi potencializado (Figura 14 e 15).

A fenilhidrazina é um exemplo classico de droga que induz dano oxidativo ao
eritrécito de individuos saudaveis. Historicamente, esta droga foi usada no tratamento de
policitemia vera e foi relacionada, in vivo, com hemdlise intravascular associada a
metahemoglobinemia e formacgéo de corpos de Heinz. Em eritrécitos normais, a fenilhidrazina
causa, in vitro, a desnaturacdo oxidativa da hemoglobina e efeitos deletérios sobre as
proteinas e lipidios da membrana (STERN, 1989).

A fenilhidrazina age causando degradacdo do citoesqueleto da membrana,
principalmente da espectrina, sem afetar as glicoproteinas. Esta degradacao pode ser gerada
pelos radicais intermediarios formados da reacdo entre fenilhidrazina e hemoglobina. A
proteina banda 3 e a espectrina também podem sofrer agregacdo causando o aumento da
rigidez e alteracdes da forma do eritrocito. Estas alteracdes podem causar 0 sequestro e a
destruicdo, pelo baco, dos eritrocitos lesados (CHAKRABARTI et al, 1995; HASHMI,
SALEEMUDDIN, 1996).

Os eritrdcitos podem ser considerados como sequestradores de radicais livres, pois
eles podem fornecer protecéo antioxidante ndo sé para si mas também para outros tecidos e
6rgaos do corpo (MENDIRATTA, 1998; SIEMS, 2000). As atividades antioxidantes
observadas em eritrocitos ndo necessariamente refletem as atividades antioxidantes do
organismo como um todo. Além disso, existem variacdes genéticas entre os individuos que
resultam em expressdo génica alterada levando a efeitos variados e potencialmente
indesejados na atividade antioxidante (ARBOS et al., 2008).
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4.6 Avaliacado da atividade coagulante das peconhas brutas de Bothrops jararacussu e

Bothrops moojeni sobre o plasma humano.

A atividade coagulante das peconhas brutas de Bothrops jararacussu e B. moojeni
foram avaliados sobre plasma humano citratado e a analise dos resultados permitiu nos inferir
que, em ambas as espécies, 0 tempo de coagulacdo observado foi de forma dose-
dependente, pois quanto maior foi a dose da peconha bruta utilizada, menor foi o tempo
observado de formacéao do coagulo (Figura 16).

As peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni apresentaram atividade
coagulante in vitro significativa, sendo que esse efeito farmacoldgico foi mais evidente na
peconha bruta de B. moojeni. Observou-se a diminuigdo do tempo, em segundos, da formagéo
do coéagulo do plasma humano citratado, causado pelas presencas das pegonhas brutas de
B. jararacussu (51, 43, 34, 29s) e B. moojeni (21, 19, 9, 3s) devido a presenca de quantidades
crescentes da pegonha bruta (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug) (Figura 16).

Como controle do tempo de formagéo do coagulo e, também, para avaliar as vias de
atuacdo das peconhas brutas, foram utilizados os testes de coagulacdo TP e TTPA. A via
extrinseca ou comum da coagulacdo pode ser avaliada utilizando o tempo de protrombina
(TP), enquanto que a via intrinseca pode ser avaliada utilizando o tempo de tromboplastina
parcial ativado (TTPA) (SMITH, 2009).

O teste mais comumente empregado para verificacdo do mecanismo intrinseco da
coagulacédo é o tempo tromboplastina parcial ativado (TTPA) (SWENSON, 1996). Apés adicdo
de calcio, fosfolipidios de carga negativa e de uma substéncia particulada, como caulim
(silicato de aluminio), os fatores Xl e XI sdo ativados por essas substancias, ha formacéo do
coagulo e, o TTPA pode ser determinado (MAJERUS, 2003). Ja o TP fornece indicagao sobre
a quantidade total de protrombina presente no sangue. Esse teste é usado para identificar as
anormalidades dos fatores envolvidos no sistema no sistema extrinseco, (protrombina e
fatores V, VIl e X) (GUYTON; HALL, 2002).

Os tempos dos testes TP (Tempo de Protrombina - 28s) e TTPA (Tempo
Tromblopastina Parcial Ativada - 47s) foram avaliados sobre um pool de plasma humano e,
quando comparados com o tempo de formag&o de coagulo na presenca da peconha bruta de
B. jararacussu, o tempo para formar os coagulos pela presenca da peconha bruta de B.

moojeni foi menor em relagdo ao teste TP (Figura 16).
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Figura 16 — Avaliacao da atividade coagulante, em plasma humano citratado, na presenca da peconha
bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni e pelos testes de coagulagdo PT HEMOSTASIS e
APTT HEMOSTASIS.
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Tempo de coagulacdo induzido pelas peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni. PB: pe¢conha
bruta, TP (Tempo de Protrombina) e TTPA (Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada). Resultados
expressos como média + erro padrao da média (EPM) (n=3). ns: ndo significante. * : p<0,01; ** ou ++:
p<0,001; *** ou +++: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (*: TP e +: TTPA).

A visualizacdo do coagulo formado na presenca das peconhas brutas de B.
jararacussu e B. moojeni, apresentaram caracteristicas macroscopicas semelhantes,

descritas como um coagulo de aspecto turvo, textura flexivel e estavel (Figura 17).
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Figura 17— Aspecto fisico comparativo entre o plasma citratado humano e os coagulos formados na
presenca da peconha bruta de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni, e na presenca dos reagentes
dos testes de coagulacdo (PT HEMOSTASIS e APTT HEMOSTASIS).

Em (a) plasma citratado humano e os codgulos formados na presenca de 10ug da pe¢conha bruta de
(b) Bothrops jararacussu e (c) Bothrops moojeni, na presenca dos reagentes dos testes de coagulagéo
(d) PT HEMOSTASIS Ref. 501 (lote #5005) e (e) APTT HEMOSTASIS Ref. 502 comercializado pelo
Labtest Diagnéstica S.A. Fonte: Pesquisa direta, 2017.

O aspecto fisico dos coagulos formados na presenca das peconhas brutas de B.
jararacussu e B. moojeni foram comparados com o plasma humano citratado, com os
coagulos formados na presenga do teste de coagulagdo PT HEMOSTASIS e APTT
HEMOSTASIS, comercializados pela Labtest Diagnéstica S/A. A aparéncia fisica do coagulo
formado na presenca do teste de coagulacdo PT HEMOSTASIS pbde ser descrita como um
coagulo turvo, rigido e estavel; caracteristicas visualmente parecidas com as observadas na
presenca da peconha bruta de B. jararacussu e B. moojeni. J4, a aparéncia fisica do coagulo
formado na presenca do teste de coagulagdo APTT HEMOSTASIS pbde ser descrita como
um codgulo hialino e instavel; caracteristicas visualmente distintas das observadas nos
coagulos formados na presenca das pecgonhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni (Figura
17).

Na maioria das peconhas do género Bothrops, a acdo coagulante ocorre devido a
acdo de enzimas capazes de hidrolisar o fator X (metaloproteases), a protrombina
(metaloproteases) e/ou o fibrinogénio (serinoproteases) (SANO-MARTINS; SANTORO,
2003). A peconha botropica ativa a hemostasia, provocando coagulopatia e trombopatia

(TANJONI et al., 2003). Os acidentes botropicos provocam incoagulabilidade sanguinea,
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hipofibrinogenemia, aumento dos produtos de degradacéo da fibrina e fibrinogénio (PDFs) e
reducao da antiplasmina; prolongamentos dos tempos de protrombina (TP), de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) e de coagulacéo (TC), além do consumo dos fatores de coagulacao V
e VIII (BOGARIN et al., 2000, JACOME et al., 2002).

A peconha bruta de B. moojeni apresentou tempo de formacédo do codgulo, menor
do que a peconha de B. jararacussu, que pbde ser relacionada com a via de atuacdo das
proteinas coagulantes presentes em cada peconha.

As enzimas trombina-like, pertencentes & uma classe de serinoproteinases, estédo
presentes na peconha de serpentes da familia Viperidae. In vitro, causam coagulacdo do
sangue, porém, in vivo, tornam o0 sangue incoagulavel, pois, esgota o fibrinogénio
(MAGALHAES et al., 2007). Ao analisar o perfil proteico da peconha bruta de B. jararacussu
foi possivel detectar, na SDS-PAGE, a presenca dessa classe de proteina na fragdo Frl2,
com banda proteica de aproximadamente de 28 kDa, que pode ser associada a Jararacussina-
| (BORTOLETO et al., 2002). (Figura 5). J&, no perfil proteico de B. moojeni foi possivel
observar, na SDS-PAGE, a presenca dessa proteina na fracdo Fr12, com banda proteica de
aproximadamente de 30 kDa, a qual pode ser associada a BmooSP, uma serinoproteinase
(OLIVEIRA et al., 2016) (Figura 7).

Serrano e colaboradores (1993) descreveram uma toxina da peconha de Bothrops
moojeni, a serinoproteinase 2 (MSP.), com massa molecular de 38 kDa; com atividade
proteolitica e sobre a coagulacdo. Uma enzima semelhante a trombina (trombina-like),
chamada BjussuSP-I, isolada da peconha de B. jararacussu, foi caracterizada como uma
glicoproteina de cadeia Unica acida com massa molecular de 61 kDa, (pl ~3,8). A BjussuSP-I
apresentou elevada atividade proteolitica sobre substratos sintéticos e mostrou atividade
procoagulante semelhante a calicreina, mas foi incapaz de atuar sobre plaquetas e plasmina
(SANT’ANA et al., 2008).

Ja foram descritos, na literatura, metaloprotease ativadoras de protrombina e do fator
X. Uma proteina isolada da peconha de Bothrops atrox com massa molecular de 70 kDa e
outra proteina isolada de Bothrops neuwiedi de 60 kDa sdo exemplos de metaloprotease
ativadora de protrombina. Metaloproteases ativadoras do Fator X, ja foram isoladas das
peconhas de B. atrox (65 kDa), B. erythromelas e B. jararaca e todas foram descritas como
sendo dependentes de ion calcio (SANO-MARTINS; SANTORO, 2003). Ao analisar o perfil
proteico da peconha bruta de B. jararacussu é possivel detectar a presenca desta proteina na
fragédo Fr11, com bandas proteicas de aproximadamente de 20 kDa, que pode ser relacionada
a uma metaloprotease (BmooMPa-I), dependente de zinco de classe P-l, possui massa
molecular de 22,6 kDa (BERNARDES et al., 2008) (Figura 5). J& no perfil proteico da peconha

bruta de B. moojeni € possivel detectar a presenca desta proteina na fragéo Fr14, com bandas
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proteicas de aproximadamente de 25 kDa, pode ser relacionada com a a metaloprotease da
peconha B. jararacussu (BjussuMP-Il), uma metaloproteinase fibrinogenolitica n&o
hemorragica de 24 kDa (MARCUSSI et al., 2007) (Figura 7). Ja na fracdo Frl5 a peconha
bruta de B. moojeni é possivel detectar a presenca desta proteina, que pode ser associada a
metaloprotease da peconha B. jararacussu (BjussuMP-I), caracterizada como metaloprotease
hemorragica de classe P-Ill, de 60 kDa (MAZZI et al., 2007).

Suntravat e colaboradores (2010) realizaram um estudo com 28 peconhas de
serpentes da familia Viperidae e Elapidae, onde analisaram a capacidade pré coagulante
dessas peconhas. Dentre os resultados obtidos, a peconha bruta de Bothrops moojeni foi
capaz de induzir ndo apenas uma atividade pré coagulante sobre plasma humano, mas
também foi capaz de ativar fator X, gerando fator X ativado.

A moojenactivase (MooA) é uma metaloprotease do veneno de B. moojeni, de
85,746.22 Da, que possui acao pro-coagulante, por induzir a formacéo da rede de fibrina no
plasma pela ativacdo dos fatores de coagulacéo Il e X e protrombina. Isso leva a ativacéo do
fator Xa e, consequentemente, trombina, sendo a Ultima responsavel pela formacao da rede
de fibrina (SARTIM, 2016).

A andlise comparativa entre os tempos de coagulacdo do plasma citratado humano
na presenca das peconhas brutas avaliadas (B. jararacussu e B. moojeni) e os tempos de
formacdo dos coagulos formados pelos testes comerciais de coagulagcdo TP e TTPA
possibilitou inferir que ambas as peconhas atuam na cascata de coagulacdo pela via

extrinseca (fatores do complexo protrombinico) e via comum (fibrinogénio e fibrina).
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5. CONCLUSOES

v A composicao das peconhas brutas de Bothrops jararacussu e B. moojeni mostraram
perfis proteicos similares. Na eletroforese, foram observadas bandas proteicas comum as
duas espécies, relacionados com as proteinas de massas moleculares das classes,
fosfolipases A, lectinas, LAAOS, serinoproteases e metaloproteases.

v O efeito hemolitico indireto (na presenca de acido graxo e acido graxo mais cloreto
de calcio) sobre eritrocitos humanos do sistema ABO, fator Rh+, causado pela presenca das
peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni foram estatisticamente significativos. Quando
comparados, a peconha bruta de B. jararacussu apresentou maior potencial citotéxico do que
a peconha bruta de B. moojeni.

v A fragilidade osmoética dos eritrocitos humanos dos grupos sanguineos A, B, O e
AB na presenca das peconhas brutas de B. jararacussu e B. moojeni, foram avaliados em
diferentes concentragdes de cloreto de sodio e, foi observado que ndo apresentou efeito anti-
hemolitico.

v' Durante a realizacdo dos experimentos para avaliar a atividade anti-hemolitica
causada pela pegonha B. jararacussu sobre os eritrécitos de todos 0s grupos sanguineos do
sistema ABO foi observada hemaglutinacdo eritrocitaria causada na presenca das
guantidades 100 e 1000ug, da pegonha.

v O efeito oxidante, sobre a hemoglobina humana, da pegconha bruta de B. jararacussu
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa e, portanto, ndo apresentou atividade
oxidante das concentracdes testadas. A peconha bruta de B. moojeni, apresentou diferenca
estatisticamente significativa, promovendo a formacao de metahemoglobina, apenas na ultima
quantidade testada 1000ug.

v'Na atividade anti-oxidante, em ambas espécies exibiram diferencas significativas, o
efeito oxidante apresentado foi potencializado quando utilizados as peconhas brutas
concomitantemente a fenilhidrazina, ndo apresentando atividade anti-oxidante.

v'As peconhas utilizadas proporcionaram a formagdo de coagulos plasmaticos de
forma dose-dependente e foram indiretamente proporcionais a quantidade utilizadas. Péde-
se verificar que a peconha bruta de B. moojeni apresentou maior potencial coagulante em

relagéo a pegonha de B. jararacussu.
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ACORDO DE COOPERACAO TECNICA E
CIENTIiFICA QUE ENTRE SI CELEBRAM, DE UM
LADO, A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM
BOSCO - UCDB E, DE OUTRO, UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA - UFPB

A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO, mantida pela MISSAO SALESIANA
DE MATO GROSSO, pessoa juridica de direito privado, associacao civil sem fins
lucrativos, inscrita no CNPJ/MF sob n® 03.226.149/0015-87, estabelecida na Av.
Tamandaré, 6.000, em Campo Grande/MS, doravante designada simplesmente
UCDB, neste ato representada por seu Magnifico Reitor Pe. José Marinoni,
portador do RG n° 219039 SSP/MS, e do CPF n° 127554511-49, e de outro lado,
a UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA, inscrita no CNPJ/MF sob o n.°
24.098.477/0001-10, sediada na Cidade Universitaria, bairro Castelo Branco, em
Joao Pessoa/PB, doravante designada simplesmente CPr-Lab - UFPB, neste ato
representada por sua Magnifica Reitora professora Margareth de Fatima
Formiga Melo Diniz, portadora da Cédula de Identidade n® 394.612 SSP-PB,
CPF n.° 323.157.164-20, domiciliada na cidade de Joao Pessoa/PB, resolvem
celebrar o presente Acordo de Cooperagdo Técnica e Cientifica, regido pelas
clausulas e condigdes seguintes:

CLAUSULA PRIMEIRA - DO OBJETO

O presente Acordo objetiva a conjuncao de esforcos entre as partes, mediante
utilizacao de recursos técnicos e/ou materiais disponiveis, para a implementacao
de atividades de aprofundamento do conhecimento técnico-cientifico de
qualificacao e capacitacao voltadas a formacéao de recursos humanos e obtencéao
de resultados cientificos na area de Biologia Molecular Estrutural com a
utilizacao de toxinas isoladas de venenos de serpentes e/ou venenos brutos.

SUBCLAUSULA PRIMEIRA - A implementacédo dos objetivos deste Acordo sera
realizada em conformidade com as descri¢gées constantes do documento anexo
denominado Plano de Trabalho, o qual, uma vez rubricado pelas participes
passa a integrar o presente instrumento, independentemente de transcri¢éo sob a
forma de termos aditivos.

SUBCLAUSULA SEGUNDA - As atividades de aprofundamento do conhecimento
técnico-cientifico de qualificacao e capacitacdo incluem a participagao em cursos,
seminarios, congressos, palestras, e outras atividades inerentes e correlatas a
area de Biologia Molecular Estrutural.

CLAUSULA SEGUNDA - DO LOCAL DE EXECUCAO

As atividades de qualificacao e capacitacao, bem como outras atividades inerentes
e necessarias para a consecucao do objeto deste instrumento, poderdo ser
executadas nas areas fisicas, complexos educacionais e de treinamentos
estabelecidos em ambas as instituicoes.
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CLAUSULA TERCEIRA - DA COORDENAGAO

A Coordenacdo do objeto deste Acordo ficara, por parte da UFPB, sob a
responsabilidade da Professora DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR,
Matricula SIAPE 1775477, Coordenadora do Laboratério de Cristalografia de
Proteinas, CPr-Lab do Departamento de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza da UFPB, a qual sera responsavel por todas as ocorréncias
relacionadas a sua execugao, determinando o que for necessario para a
regularizacdo das faltas ou incorrecoes observadas.

CLAUSULA QUARTA - DAS OBRIGACOES

Visando a consecucao dos objetivos propostos, além das demais obrigacoes
constantes desse instrumento, as partes comprometem-se especificamente a:

I - OBRIGACOES DA UCDB:

a) Permitir que técnicos, pesquisadores (docentes) e discentes integrantes do seu
quadro de pessoal desenvolvam acodes voltadas ao desenvolvimento dos
objetivos propostos com efetivacao do presente Acordo;

b) Possibilitar acesso a infraestrutura disponivel no campus necessarias para
execucao dos objetivos propostos no presente Acordo;

c) Disponibilizar e ceder material biologico (veneno bruto e/ou toxinas isoladas
de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus) para realizacdo de
experimentos biologicos propostos nos objetivos do presente Acordo;

d) Captar, capacitar e qualificar recursos humanos para executar agoes
(extracdo de peconhas de serpentes) relacionadas ao cumprimento dos
objetivos propostos no presente Acordo;

II - OBRIGAGOES DO UFPB, através do CPr-Lab:

a) Disponibilizar discentes integrantes de projetos de pesquisa coordenados pela
Prof* Dr* DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR e¢/ou por docentes
colaboradores para desenvolverem agdes voltadas a execucdo dos objetivos
propostos no presente acordo e seus termos aditivos;

b) Disponibilizar pesquisadores (docentes), mediante autorizacdo do setor de
lotacdo competente e respeitando a compatibilidade entre a carga horaria
académica e as horas dispensadas as atividades abrigadas por este acordo;

¢) Permitir acesso a infraestrutura e aos materiais consumiveis disponiveis no
Laboratorio de Cristalografia de Proteinas - CPr-Lab ou em demais
laboratorios parceiros para proporcionar condigoes necessarias para executar
os objetivos propostos no presente Acordo;

d) Realizar experimentos de avaliacao de efeitos biologicos de venenos brutos e
de suas respectivas fracoes proteicas isolados de serpentes dos géneros
Bothrops e Crotalus na auséncia e/ou na presenca inibidores naturais e/ou

g
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sintéticos bem como elucidar e analisar estruturas oligoméricas de proteicas
isoladas de peconhas de serpentes por cristalografia de raios X;

e) Realizar estudos computacionais (topologicos, docking, de dinamica molecular
e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas pertinentes as PLA3s isoladas de
peconhas de serpentes e sugerir possiveis moléculas inibidoras das atividades
toxicas e farmacologicas desencadeadas por estas enzimas;

f) Captar e capacitar e qualificar recursos humanos para realizacao de ensaios
biologicos e caracterizacdo biofisicoquimicamente dos venenos brutos e as
fracGes isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

g) Publicar os resultados obtidos no decorrer da execugdo da presente parceria
em eventos cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatérios de
iniciacao cientifica, dissertagoes de mestrado e teses de doutorado.

CLAUSULA QUINTA - DOS RECURSOS HUMANOS

Os recursos humanos utilizados pelas partes convenentes na execucao deste
Acordo, na condi¢cao de empregado, auténomo, empreiteiro, ou a qualquer outro
titulo, nenhuma vinculacao ou direito tera em relacao a outra parte, ficando a
cargo exclusivo da parte convenente a integral responsabilidade no que se
referem a todos os direitos das pessoas que contratar, mormente os trabalhistas e
previdenciarios, inexistindo qualquer solidariedade entre as partes neste sentido.

CLAUSULA SEXTA - DA TRANSFERENCIA DE RECURSOS

Para execucido do presente Acordo nao havera transferéncia ou repasse de
recursos financeiros de quaisquer naturezas entre as Instituicées convenentes.

SUBCLAUSULA UNICA - Havendo a necessidade de transferéncia de recursos as
partes deverao celebrar instrumento especifico para tal finalidade.

CLAUSULA SETIMA - DA VIGENCIA

O presente instrumento tera vigéncia de 5 (cinco) anos, a contar da data de sua
assinatura.

SUBCLAUSULA UNICA - i3 presente Acordo podera, a qualquer tempo, ser
denunciado, mediante aviso prévio de 45 (quarenta e cinco) dias.

CLAUSULA OITAVA - DA RESCISAO

Por decisdo, em comum acordo por ambos os convenentes, o presente podera ser
rescindido ou, ainda, o mesmo podera ser anulado por descumprimento de
quaisquer de suas clausulas ou condi¢ées por um dos contratados e, a parte
prejudicada podera rescindir o presente Acordo, mediante simples comunicacéo,
escrita e fundamentada, a outra, respondendo a parte inadimplente pelas perdas

i®)
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e danos decorrentes, ressalvadas as hipéteses de caso fortuito ou de forca maior,
devidamente caracterizadas.

CLAUSULA NONA - DO FORO

Para a solucdo de quaisquer controvérsias porventura oriundas da execucao
deste Acordo, em relacdo as quais nao tenha havido entendimento amigavel, as
partes elegem o Foro da Justica Federal da Cidade de Jodo Pessoa-PB, com
rentincia expressa a qualquer outro, por mais privilegiado que seja.

Estando assim justas e contratadas, firmam o presente instrumento em 03 (trés)

vias de igual teor e forma, na presenca das testemunhas abaixo nomeadas e
subscritas.

Campo Grande/MS, 21 de outubro de 2014.

Reitor da Universidade Catolica

B, —e— MQFM@\
Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Reitora da Universidade Federal da Paraiba

Testemunhas:
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PLANO DE TRABALHO

Anexo ao Acordo de Cooperacdo Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

I - IDENTIFICACAO

CONCEDENTE CNPJ

UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

03.226.149/0015-87

RESPONSAVEL CPF RG
JOSE MARINONI 127.554.511-49 219.039 SSP/MS
CONVENENTE CNPJ
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA 24.098.477/0001-10
ENDERECO CEP
CIDADE UNIVERSITARIA, CASTELO BRANCO, JOAO PESSOA/PB 58051-900
ESFERA ADMINISTRATIVA
Administracao Publica Federal
RAMO DE ATUACAO :
EDUCACAO SUPERIOR
REPRESENTANTE LEGAL CPF RG

Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz 323.157.164-20 394.612 SSP-PB
OBJETO

Execucao de estudos bioquimicos, toxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos
e/ou toxinas isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

- %



73

PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperacao Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

II - OBJETO/JUSTIFICATIVA

OBJETO

Execucao de estudos bioquimicos, téxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos e/ ou
toxinas isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

JUSTIFICATIVA

O presente convénio possibilitara a extracao de venenos de serpentes para realizacdo de estudos
bioquimicos, téxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos e/ou toxinas isoladas de
peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus na tentativa de melhor compreender ofs)

possivel(eis) mecanismo(s) de acao(oes) destas enzimas.

gﬁ '
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PLANO DE TRABALHO
do de C cdo Técni

P

A ao A

III - METAS

e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

Meta

Descricio das metas e etapas

Data Inicial

Data Final

Extrair e caracterizar biologicamente os venenos brutos de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

outubro/2014

outubro/2019

Isolar fracées proteicas que compoem peconhas de serpentes dos
géneros Bothrops e Crotalus;

outubro/2014

outubro/2019

Caracterizar efeitos téxicos, bioquimicos e farmacolégicos das
fracoes proteicas inéditas isoladas no d 1vi to deste
projeto e/ou fracdes proteicas isoladas na presenca de inibidores
naturais e/ou sintéticos através de ensaios biolégicos;

outubro/2014

outubro/2019

Cristalizar e/ou co-cristalizar (na presenca de inibidores naturais
e/ou sintéticos) fragdes proteicas isoladas de p has de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus isoladas no decorrer do
presente projeto e/ou disponibilizadas por colaboradores;

janeiro/2015

outubro/2019

Coletar dados de difracao de raios X dos cristais obtidos nas
estacdes experimentais MX1 ou MX2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron, LNLS/Campinas-SP;

marco/2015

outubro/2019

Elucidar e analisar a(s) estrutura(s) tridimensional(is) das PLA2s
cristalizadas que geraram bons conjuntos de dados de difracdo de
raios X;

abril/2015

outubro/2019

Determinar regides de reconhecimento de PLA2s isoladas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus frente aos soros
antiofidicos anticrotalico e antibotrépico;

junho/2015

outubro/2019

Analisar as regides imunogénicas das diferentes PLA2s botrépicas
e crotdlicas que reagiram com os diferentes soros antiofidicos e
realizar um estudo comparativo entre as PLA2s isoladas de
venenos de serpentes da familia Viperidae;

junho/2015

outubro/2019

Envolver estudantes de graduacio e pés-graduacio a fim de inseri-
los na comunidade cientifica e repassar a metodologia
experimental utilizada para obtencdo de estruturas oligoméricas
de macromoléculas biolégicas.

outubro/2014

outubro/2019

10

Realizar estudos computacionais (topologicos, docking, de

dinamica molecular e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas

pertinentes as PLA2s isoladas de peconhas de serpentes e sugerir
ivei léculas inibidoras das atividades téxicas e

por estas enzimas;

¥
far légicas d dead

fevereiro/2015

outubro/2019

3

Divulgar os resultados parciais e¢/ou completos obtidos no
decorrer da execucio da presente parceria em congressos
cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatérios de
iniciacao cientifica, dissertacdes de mestrado e teses de
doutorado.

outubro/2014

outubro/2019

=2
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PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperacido Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

IV - DECLARACAO DO CONVENENTE E APROVACAO DO CONCEDENTE

Declaragao

Na qualidade de representante legal, declaro para fins de prova junto a Universidade
Federal da Paraiba, para os efeitos e sob penas da lei, que inexiste qualquer débito em
mora ou situacdo de inadimpléncia com o Tesouro Nacional ou qualquer é6rgao ou
entidade da Administracao Puablica Federal, Direta e Indireta, que impeca a celebracao
do presente Acordo de Cooperacao Técnica.

Pede Deferimento,

i T Wy P
5 1

Reitor da UCDB\.__ —

Campo Grande - MS, 21 de outubro de 2014.

Aprovacao

Aprovo,

(U — L"POL\ (U¢ %\

Joao Pessoa - PB, 21 de outubro de 2014. MARGARETH DE FATIMA FORMIGA/MELO DINIZ
Reitora da UFPB
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UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

;: E Valorizando talentos

ucC D £ Misséo Salesiana de Mato Grosso | B i Ot é :

Universidade Catélica Dom Bosco
Instituigdo Salesiana de Educagéo Superior

Biotério MSMT - UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 20 de Maio de 2014. -

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 03 frascos contendo 04 gramas cada um de veneno cristalizado de serpentes do género
Bothrops moojeni, Borhrops alternatus e Crotalus durissus codigo/n®; B. m/s8-0021, oriundas do
plantel do Biotério/UCDB com o niimero de registro 718.682, junto ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, localizado no campus da Universidade
Catélica Dom Bosco, situada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd. Seminario, CEP 79117-900,
Cx.P. 100 em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

@‘Q&@
2, o

b i ?S\ase(\&b

Paula Helena Santa RS
Biotério/lUCRB® .o
¥ <§\Q¢x\
MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminario - CEP: 79117-900 - CAMPO GRANDE - MS - BRASIL

CNPJ/MF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br
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UFPB - HOSPITAL
UNIVERSITARIO LAURO  “GREra o™
WANDERLEY
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS TOXINOLOGICOS, BIOQUIMICOS E FARMACOLOGICOS
COMPARATIVOS DOS VENENOS BRUTOS DE Bothrops jararacussu e Bothrops

Pesquisador: Otacilio Benicio da Paixao Janior

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 61023116.3.0000.5183

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.848.744

Apresentacgio do Projeto:

O projeto em questdo apresentado em sua primeira verso compée uma pesquisa de mestrado, a qual
analisara os efeitos dos venenos brutos de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni, sobre eritrécitos
humanos dos grupos sanguineos ABO nas atividades hemolitica/anti-hemolitica, estresse
oxidativa/antioxidante e coagulante. Trata-se de uma pesquisa experimental, laboratorial “in vitro” e
qualitativa. A presente pesquisa tera como publico-alvo uma populagéo de 05 individuos aparentemente
saudaveis,maiores de 18 anos, sem distingso de sexo, tamanho, cor/raga, etnia, orientagéo sexual e
identidade de género, classes e grupos sociais, para coleta de sangue venoso (um pool de plasma) para a
atividade coagulante.

Objetivo da Pesquisa:

Os pesquisadores destacam como objetivo primario:

- Avaliar os efeitos bioquimicos, téxicos e farmacolégicos dos venenos brutos extraidos das serpentes
brasileiras Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni, bem como correlacionar a composicdo molecular e a
espécie da serpente relacionada a cada amostra de veneno bruto com os efeitos bioldgicos desencadeados
por estes venenos.

Como objetivos secundérios sdo destacados:

- Avaliar a composic&o molecular de cada um dos venenos brutos extraidos de serpentes

Enderego: Hospital Universitério Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB.

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.059-900

UF: PB Municipio: JOAO PESSOA

Telefone: (83)3216-7964 Fax: (83)3216-7522 E-mail: comitedeetica@hulw.ufpb.br
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UFPB - HOSPITAL
UNIVERSITARIO LAURO w
WANDERLEY

Continuag&o do Parecer: 1.848.744

brasileiras Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni por fracionamento e caracterizagéo da massa
molecular;

- Realizar experimentos para avaliar as atividades citotoxicas através da agdo hemolitica e sobre a
fragilidade osmotica de eritrécitos humanos dos grupos sanguineos A, B e O na presenga dos venenos
brutos extraidos das serpentes brasileiras B. jararacussu e B. moojeni;

- Correlacionar a composigdo molecular e a espécie da serpente com os efeitos toxicos desencadeados por
cada amostra de veneno em andlise;

- Quantificar os efeitos oxidante e antioxidante dos venenos brutos extraidos de serpentes brasileiras B.
jararacussu e B. moojeni sobre hemoglobinas humanas;

- Correlacionar a composigéo molecular e a espécie da serpente com os efeitos bioquimicos desencadeados
por cada amostra de veneno em estudo;

- Correlacionar a composigcéo molecular e a espécie da serpente com os efeitos

farmacolégicos desencadeados por cada amostra de veneno em estudo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos da pesquisa mostrados pelos pesquisadores s&o:

- Que a pesquisa podera trazer eventual desconforto, como uma leve dor ao ser coletado o sangue, jejum
de no minimo 4 horas. Tais riscos serdo minimizados mediante o manuseio e coleta correta seguindo todas
as normas de biosseguranca, diante de qualquer desconforto ou que sejam detectadas alteragdes que
necessitem de assisténcia imediata ou tardia, o pesquisador responsavel,encaminharé o participante para o
Setor de urgéncia e emergéncia em uma unidade de pronto atendimento (UPA), na cidade de Jodo Pessoa.
Em relagéo aos beneficios da pesquisa, o projeto destaca:

- Compreender as propriedades do veneno bruto extraido das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops
moojeni, correlacionando seus efeitos toxicolégicos, farmacolégicos e bioquimicos a sua composicdo
molecular, na tentativa de inferir proteinas importantes do mecanismo de ac@o nestes efeitos biolégicos.

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A pesquisa analisara os efeitos dos venenos brutos de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni sobre
eritrécitos humanos dos grupos sanguineos ABO nas atividades hemolitica/anti-hemolitica, estresse
oxidativa/anti-oxidante e coagulante. Trata-se de uma pesquisa experimental e qualitativa. Os critérios de
inclus@o destacados pelos pesquisadores serdo: jejum de no minimo 4 horas e néo fazer uso de

Enderego: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar- Campus | - UFPB.
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medicamentos nos ultimos 10 dias anteriores a coleta.

- A atividade hemolitica dos venenos brutos de serpentes serdo avaliados nas concentragbes (1000, 100,10,
1 e 0,1 ug/mL) contra eritrécitos humanos, na presenga de calcio, na presenga de acido graxo e na
presenga de ambos. A atividade oxidante e antioxidante dos venenos brutos serdo avaliados nas
concentragdes (1000, 100, 10, 1 e 0,1 ug/mL).

- A atividade coagulante dos venenos brutos serdo avaliados nas concentragdes (10, 5, 2,5, 1,25 ug/mL)
contra o plasma humano citratado.

- Para a andlise de dados sera utilizado o software GraphPad Prism 6 para Windows. Todas as amostras
serdo realizadas em triplicata. Os resultados serdo expressos pela média + erro padrdo da media (EPM) ou
mediana, de acordo com o parametro a ser avaliado. Deverzo ser utilizados o teste ANOVA e o teste de
Tukey. Serdo consideradas diferengas significativas valores de p < 0,05.

- O local da pesquisa sera o Laboratério Multiusuario e o Laboratério Cristalografia de Proteinas, CPr-Lab,
do Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba no Centro de Ciéncias Exatas e
da Natureza, na cidade de Jo&o Pessoa, estudo da Paraiba

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os pesquisadores apresentaram todos os documentos solicitados por este comité como:
- Projeto detalhado;

- Declaragzo de Instituicdo e Infraestrutura;

- Declaracéo dos pesquisadores;

- Folha de Rosto da plataforma Brasil;

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

- Comprovante de cadastro do projeto junto a Geréncia de Ensino e Pesquisa;

Recomendagdes:

Recomenda-se que o pesquisador responsavel e demais colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS
FASES DO ESTUDO, A METODOLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW. Caso ocorram
intercorréncias durante ou apds o desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de alteracéo de titulo, mudanca
de local da pesquisa, populagéo envolvida, entre outras, o pesquisador responsavel devera solicitar a este
CEP, via Plataforma Brasil, aprovagéo de tais alteragées, ou buscar devidas orientagdes.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Considerando que a pesquisadora atendeu adequadamente as recomendagdes feitas por este Colegiado
em parecer anterior a este, e que o estudo apresenta viabilidade ética e metodolédgica, estando em
consonancia com as diretrizes contidas na Resolugdo 466/2012, do CNS/MS, somos favoraveis ao
desenvolvimento da investigacéo.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos o parecer de APROVAGAO emitido pelo Colegiado do CEP/HULW, em Reuni&o Ordinaria
realizada no dia 29 de novembro de 2016.

OBSERVACOES IMPORTANTES

. O participante da pesquisa devera receber uma via do Termo de Consentimento na integra, com
assinaturas do pesquisador responsavel e do participante e/ou do responsavel legal. O pesquisador devera
manter em sua guarda uma via do TCLE assinado pelo participante por cinco anos.

. Se o TCLE contiver mais de uma folha, todas devem ser rubricadas e apor assinatura na ultima folha.

. O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer dano ou prejuizo a assisténcia que esteja recebendo.

. O pesquisador devera desenvolver a pesquisa conforme delineamento aprovado no protocolo de pesquisa
e s6 descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou,
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agéo
imediata.

. Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP/HULW de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

. Lembramos que é de responsabilidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesquisa sera
realizada ofereca condigdes plenas de funcionamento garantindo assim a seguranga e o bem estar dos
participantes da pesquisa e de quaisquer outros envolvidos.

O pesquisador devera apresentar Relatério parcial no curso do estudo, e Relatério final em no méaximo 30
dias apds o seu término ao CEP/HULW, via Plataforma Brasil, para emissdo da Certidao Definitiva por este
CEP.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 777962.pdf 20:48:39
Recurso Anexado |CARTA_RESPOSTA_AO_CEP_| HULW 18/11/2016 | Otacilio Benicio da Aceito
pelo Pesquisador PARECER.docx 20:40:52 | Paixdo Junior
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado.docx 18/11/2016 | Otacilio Benicio da Aceito
Brochura 20:38:32 | Paixao Junior
Investigador
Cronograma Cronograma.docx 18/11/2016 | Otacilio Benicio da Aceito
20:38:18 | Paix30 Junior

TCLE/ Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl] 18/11/2016 |Otacilio Benicio da Aceito

Assentimento / arecido.doc 20:37:50 |Paixao Junior

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 14/10/2016 | Otacilio Benicio da Aceito
16:14:30 | Paixao Junior

Outros Ficha_de_Cadastro_GEP.pdf 14/10/2016 | Otacilio Benicio da Aceito
05:45:28 | Paixéo Junior

Outros Certidao_de_aprovacao_do_projeto_de | 17/09/2016 | Otacilio Benicio da Aceito

esquisa.pdf 20:19:32 | Paixao Junior

Declaracéo de Carta_de_anuencia.pdf 17/09/2016 | Otacilio Benicio da Aceito

Instituicéo e 20:18:47 | Paixao Junior

Infraestrutura

Orgamento Orcamento.docx 17/09/2016 | Otacilio Benicio da Aceito
20:13:44 | Paixao Junior

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Enderego:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio: JOAO PESSOA
(83)3216-7964

UF: PB
Telefone:

Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar -

MARIA ELIANE MORE]Bﬁ FREIRE

(Coordenador)

CEP: 58.059-900

Fax: (83)3216-7522 E-mail:

Campus | - UFPB.

comitedeetica@hulw.ufpb.br
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MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre Estudos toxinoldgicos, bioquimicos e farmacoldgicos comparativos
do veneno bruto de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni e esta sendo desenvolvida por
Otacilio Benicio da Paix&do Junior, do Curso de Pds-graduacdo em Biologia Molecular e Celular
da Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacéo da Prof2 Dra Daniela Priscila Marchi Salvador.

Os objetivos do estudo sdo avaliar os efeitos bioquimicos, toxicos e farmacolégicos do

veneno bruto extraido das serpentes brasileiras da espécie Bothrops jararacussu e Bothrops
moojeni, bem como correlacionar com os efeitos biolégicos desencadeados por este veneno. A
finalidade deste trabalho é contribuir para uma melhor compreenséo dos possiveis mecanismos de
acao destes compostos quimicos.
Solicitamos a sua colaboracéo para doar 10mL de amostras de sangue venoso para a realizagcao
da atividade coagulante que sera realizada com um pool de plasma humano citratado, essa
coleta de amostra de sanguinea sera por sistema de coleta a vacuo naregido na parte anterior
do brago, proximo adobrado cotovelo, como também sua autoriza¢éo para apresentar os resultados
deste estudo em eventos da area de salde e publicar em revista cientifica nacional e/ou internacional.
Por ocasido da publicacéo dos resultados, seu nome ser4 mantido em sigilo absoluto. Informamos que
essa pesquisa podera trazer eventual desconforto, como uma leve dor ao ser coletado o sangue,
jejum de no minimo 4 horas e ndo fazer uso de medicamentos nos ultimos 10 dias anteriores a
coleta. Tais riscos serdo minimizados mediante 0 manuseio e coleta correta seguindo todas as
normas de biosseguranca, afim de minimizar/excluir a possibilidade de contaminagcdo das
amostras apés a coleta. Diante de qualquer desconforto ou que sejam detectadas alteragdes
que necessitem de assisténcia imediata ou tardia eu, Otacilio Benicio da Paix&o Juanior, o
encaminharei para a Unidade de Pronto Atendimento (UPA) mais préxima, em Joao Pessoa/PB.
Esclarecemos que sua participagdo (ou a participacdo do menor ou outro participante pelo qual
ele é responsavel) no estudo é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as
informacdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida nao
participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, néo sofrera nenhum dano,
nem havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo (se for o caso). Os
pesquisadores estardo a sua disposi¢do para qualquer esclarecimento que considere necessario em
qualquer etapa da pesquisa.

Assinatura do pesquisador responsavel

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como
serd minha participagdo, dos procedimentos e riscos decorrentes deste estudo, declaro o meu
consentimento em participar da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na
investigacao sejam utilizados para fins cientificos (divulgacdo em eventos e publicacdes). Estou ciente
que receberei uma via desse documento.

Jodo Pessoa, de de Impresséao dactiloscépica

Assinatura do participante ou responsavel legal

Contato com o Pesquisador Responsavel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para o pesquisador Otacilio Benicio
da Paix&o Janior Telefone: 083 99621-6781 ou para o Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro Wanderley
-Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley-HULW — 2° andar. Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco
— Jodo Pessoa - PB. CEP: 58059-900. E-mail: comitedeetica@hulw.ufpb.br Campus | — Fone: 32167964




