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RESUMO

A serpente Bothrops mattogrossensis foi originalmente descrita em 1925 por Amaral, apesar disso,
estudos com essa espécie ainda sdo escassos. O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar os efeitos
bioquimicos e tdxicos de pools de peconhas brutas extraidas de machos (PB_BmatM) e fémeas
(PB_BmatF) de Bothrops mattogrossensis. O perfil proteico de cada peconha foi caraterizado e 0s
efeitos hemolitico, oxidante e coagulante foram avaliados e comparados entre machos e fémeas. Os
perfis cromatograficos e os padrdes de bandas proteicas mostraram semelhancgas entre 0s pools.
Verificou-se que, eritrécitos dos tipos A e B apresentam maior percentual de hemolise na presenca de
ambos as peconhas e foram mais susceptiveis & hemdlise na presenca de acidos graxos e cloreto de
calcio, sugerindo uma possivel acdo das fosfolipases A,. Durante a realizacdo da atividade hemolitica
observou-se hemaglutinagdo visivel nas maiores quantidades de PB_BmatF e PB_BmatM avaliadas.
Quando comparado ao controle, a reducdo nos percentuais de hemoglobinas oxidadas a
metahemoglobina na presenca de 1000ug das peconhas foram de 30% (BmatM) e 35% (BmatF),
enguanto que em 100ug de BmatM foi de 22,5%. A PB_BmatM apresentou menor tempo de coagulacao
e ambas as peconhas apresentaram atividade dose dependente. Portanto, a descri¢do e a avaliagdo
comparativa dos efeitos bioquimicos e toxinoldgicos desencadeados pelas peconhas brutas de machos e
fémeas de B. mattogrossensis forneceram informacdes adicionais sobre a toxicidade, in vitro, dessas
peconhas. Ainda, esses resultados poderdo abrir novas indagacdes e buscas sobre sua atuagdo frente aos
diferentes tipos sanguineos do sistema ABO.

Palavras-chave: Efeito hemolitico; Estresse oxidativo; Coagulacdo; Hemaglutinacgao; Perfil Proteico.
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ABSTRACT

Bothrops mattogrossensis snake was originally described in 1925 by Amaral, however, studies with this
species are still scarce. The objective of this study was to evaluate and compare the biochemical and
toxic effects of crude venom pools extracted from Bothrops mattogrossensis males (PB_BmatM) and
females (PB_BmatF). The protein profile of each venom was characterized and the hemolytic, oxidant
and coagulant effects were evaluated and compared between males and females. Chromatographic
profiles and protein band patterns showed similarities between pools. Erythrocytes of types A and B
present a higher percentage of hemolysis in the presence of both venoms and were more susceptible to
hemolysis in the presence of fatty acids and calcium chloride, suggesting a possible action of
phospholipases A,. During the hemolytic activity, visible hemagglutination was observed in the highest
amounts of PB_BmatF and PB_BmatM evaluated. When compared to the control, the reduction in
percentages of hemoglobins oxidized to methaemoglobin in the presence of 1000ug of the venoms were
30% (BmatM) and 35% (BmatF), whereas in 100ug BmatM it was 22.5%. PB_BmatM presented lower
plasma coagulation time and both venoms presented dose-dependent activity inversely proportional to
coagulation time. Therefore, the description and the comparative evaluation of the biochemical and
toxinological effects triggered by the crude venoms of males and females of B. mattogrossensis provided
additional information on the toxicity, in vitro, of these venoms. Still, these results open new questions
and demand on the performance of the venom in front of the different blood types of the ABO system.

Keywords: Hemolytic effect; Oxidative stress; Coagulation; Hemagglutination; Protein analysis
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1 INTRODUCAO

1.1 Serpentes peconhentas

As serpentes séo pertencentes ao reino Animalia, filo Chordata, subfilo Vertebrata,
classe Reptilia, ordem Squamata, subordem Serpentes. Atualmente, o Brasil possui 403
espeécies de serpentes descritas, das quais 64 sdo consideradas peconhentas (UETZ et al., 2017)
e distribuidas entre as familias Viperidae e Elapidae. A familia Viperidae tem por representantes
0s géneros Bothrops, Bothrocophias, Lachesis e Crotalus e a familia Elapidae esta representada
por 33 espécies classificadas em um Unico género, Micrurus (BERNARDE, 2014; UETZ et al.,
2017).

As serpentes sdo destituidas de apéndices locomotores e apresentam 0 corpo
alongado coberto de escamas corneas. O 6rgdo copulador, chamado de hemipénis, é bifurcado
e apresenta espinhos. Quanto a reproducdo as serpentes podem ser viviparas (Bothrops e
Crotalus) ou oviparas (Micrurus e Lachesis) (CISCOTTO, 2005).

A observacdo das caracteristicas morfoldgicas desses animais auxilia no
reconhecimento de serpentes peconhentas. Nos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis a
presenca da fosseta loreal (6rgdo sensorial situado entre o olho e a narina) e o tipo de cauda
indicam que a serpente é peconhenta (Figura 1A). Os dentes inoculadores desses géneros, 0
mais sofisticado aparelho de inoculacdo da peconha, sdo moveis e estdo situados na por¢ao
anterior do maxilar (Figura 1B). As serpentes do género Micrurus (familia Elapidae) nédo
possuem fosseta loreal e apresentam dentes inoculadores fixos e pouco desenvolvidos na regido
anterior da boca (Figura 1C) (BRASIL, 2001; WUSTER et al., 2008).

As glandulas de veneno podem ter evoluido de glandulas digestivas e a principal
funcédo ancestral da pegonha seria a digestéo da presa (VALENTIN; LAMBEAU, 2000).

Serpentes do género Bothrops tém habitos noturnos ou crepusculares, podem
apresentar comportamentos agressivos quando se sentem ameacadas, habitam locais umidos,
principalmente periferias de grandes cidades e zonas rurais, onde ocorre a proliferacdo de
roedores. As do género Crotalus ndo tem o habito de atacar, sdo notadas pelo ruido
caracteristico do guizo ou chocalho e encontram-se em campos abertos, areas secas, arenosas e
pedregosas. Serpentes do género Lachesis habitam areas florestais como Amaz6nia, Mata
Atlantica e matas imidas do Nordeste. Por fim, serpentes do género Micrurus sao distribuidas
em todo territdrio nacional, apresentando anéis vermelhos, pretos e brancos em qualquer tipo
de combinacdo (BRASIL, 2001).
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Figura 1: Caracteristicas dos géneros de serpentes peconhentas no Brasil.
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A: Caracteristicas morfologicas da cauda das espécies Bothrops, Crotalus e Lachesis. B: Presenca da
fosseta loreal nas serpentes peconhentas da familia Viparidae, mecanismo mdvel e localizagdo das
presas. C: Auséncia de fosseta loreal no género Micrurus, denticdo pouco desenvolvida e fixa. (Fonte:
BRASIL, 2001).

1.2 Aspectos epidemioldgicos e gerais sobre os acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos estdo inclusos na lista de doengas negligenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Os individuos mais acometidos por esse tipo de
acidente vivem em dreas rurais. Devido a frequéncia com que ocorrem e a morbimortalidade
gue ocasionam, os acidentes ofidicos sdo considerados um sério problema de saude publica nos
paises tropicais (PINHO; PEREIRA, 2001 BRASIL, 2017).

No Brasil o Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN), Sistema
de Nacional de Informagfes ToOxico-Farmacologicas (SINITOX), Sistema de Informacdes
Hospitalares do Sistema Unico de Satde e o Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM)
sdo responsaveis pelas notificacdes de acidentes com animais peconhentos. Mesmo com

diversos sistemas de notificacdo, os dados de ofidismos ndo correspondem a um namero real



16

pois, além da subnotificacdo, a acessibilidade de individuos acometidos a servigos de salde de
alguns municipios brasileiros é deficiente (LEMOS et al., 2009).

Barone et al. (2011) estimam que, anualmente, ocorram de 3 a 5,4 milhGes de
acidentes ofidicos mundialmente resultando em, aproximadamente, 125 a 150 mil mortes.
Contudo, existe uma disparidade global nos dados epidemiolégicos para os acidentes com
serpentes peconhentas, o que pode ser reflexo da grande diversidade de condicGes ecoldgicas e
econémicas em todo o mundo (CHIPPAUX, 1998).

O Brasil é o pais da América do Sul com maior indice de envenenamento notificado
com, aproximadamente, 29 mil casos anuais (BERNARDE, 2014; MINISTERIO DA SAUDE,
2016). No Brasil, as serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por, aproximadamente,
90,5% dos acidentes ofidicos com 0,3% de letalidade. As do género Crotalus apresentam
incidéncia de 7,7% e letalidade de 1,8%, enquanto que as do género Lachesis sdo responsaveis
por 1,4% dos acidentes ofidicos e letalidade de 0,9%, ja as do género Micrurus estdo envolvidas
em menos de 1% dos acidentes ofidicos, com letalidade de 0,36% (BERNARDE, 2014).

A gravidade do acidente depende da espécie envolvida, da quantidade de peconha
inoculado e do membro atingido (BERNARDE, 2014). De acordo com Bochner e Struchiner
(2003) os membros inferiores sdo os mais atingidos por ofidismo e os homens sdo mais
acometidos que as mulheres devido ao trabalho no campo.

As manifestacdes clinicas ap6s o envenenamento determinam o quadro clinico em
gue o paciente se encontra, podendo indicar o tipo de acidente e orientar 0 médico para o
tratamento adequado. O tratamento indicado para o ofidismo é a administracdo endovenosa do

soro especifico para cada tipo de serpente envolvida no acidente (Tabela 1).

Tabela 1: Acidentes ofidicos: alteragdes clinicas e soroterapia

Tipo de acidente Alteracdes clinicas Soroterapia
Dor e inchaco no local da picada, hemorragia Leve: 3 ampolas SAB!
Acidente botrépico  sistémica, coagulopatia, hipotensdo/choque e~ Moderado: 6 ampolas SAB?
insuficiéncia renal aguda Grave: 12 ampolas SAB?!

Fécie miasténica, visdo turva ou dupla, urina
vermelha ou marrom, dores musculares
generalizadas, convulsdes, alteragdes
respiratorias e circulatdrias

Leve: 5 ampolas SAC?
Moderado: 10 ampolas SAC?
Grave: 20 ampolas SAC?

Acidente crotélico

Bradicardia, dor abdominal, vomitos, diarreia

; , 10 a 20 ampolas de SAL3
e hipotensdo

Acidente laguético

Dor de intensidade variavel, visdo borrada ou
Acidente elapidico  turva, palpebras caidas, parada dos musculos 10 ampolas SAE*
respiratorios

ISAB: Soro antibotrépico. 2SAC: Soro anticrotalico. 3SAL: Soro antilaquético. “SAE: Soro
antielapidico. (Adaptacdes de BRASIL, 2016; PINHO; PEREIRA, 2001).



17

Todo paciente submetido a tratamento soroterapico deve ser mantido em
observagdo por no minimo 24 horas (CHIPPAUX et al., 1991; PINHO; PEREIRA, 2001,
BRASIL, 2016).

A variabilidade da peconha ofidica pode ter impacto na efetividade do soro
antiofidico, pois a composicao pode ser alterada tanto intrafamiliar e intergénero, como inter e
intraespécie. Variagbes na composi¢cdo da peconha entre individuos de uma mesma espécie
podem estar associadas a sazonalidade, dieta, habitat, idade e sexo (CHIPPAUX et al., 1991,
BRASIL, 2016).

1.3 Constituintes da peconha botrépica

Os constituintes da peconha de serpentes estdo relacionados com as acgdes
desencadeadas pelo envenenamento. Diversos desses componentes ja foram isolados e 0s seus
mecanismos de acdo descritos (JORGE, 2015).

Peconhas ofidicas sdo ricas em proteinas enzimaticas e ndo-enzimaticas, peptideos
e componentes inorganicos (HUTTON; WARREL, 1993; JORGE, 2015). Dentre os
componentes inorganicos encontrados na pegonha botrépica estdo calcio, zinco, magnésio,
cobalto, cobre, ferro, sodio, manganés e fosforo. Esses componentes tém por fungéo estabilizar
proteinas e atuar no mecanismo de acdo de algumas enzimas (BJARNASON; FOX, 1994;
JORGE, 2015). As proteinas compdem aproximadamente 90% do peso seco da peconha e séo
responsaveis pelos efeitos bioldgicos desencadeados pelo ofidismo (PAULA, 2010). As
principais classes de proteinas encontradas nas peconhas botropicas sdo as fosfolipases Az
(PLA?), L-aminoéacido oxidases (LAAQ), metaloproteases, serinoproteases e lectinas tipo C
(Tabela 2).

As fosfolipases A2 (PLA2s, E.C. 3.1.1.4) sdo uma grande familia de proteinas
altamente estaveis devido a grande quantidade de pontes dissulfeto presentes em sua estrutura
(VALETIN; LAMBEAU, 2000). Essas enzimas catalisam a hidrolise da ligagéo éster sn-2 dos
fosfolipidios de biomembranas liberando acidos graxos e lisofosfolipidios (ALBERTS, 2010;
MOURA et al., 2014). O acido araquidbnico liberado, um tipo de &cido graxo, atua na
transducdo de sinal através da biossintese de leucotrienos e prostagrandinas (ROMERO-
VARGAS, 2010). A producao excessiva de leucotrienos e prostagrandinas é associada a
processos fisiopatoldgicos como a asma, doencas cerebrais, cAnceres, doencgas cardiovasculares
e inflamacdo (FUNK, 2001; ALVARENGA et al., 2011).


https://l.facebook.com/l.php?u=http%3A%2F%2F3.1.1.4%2F&h=ATM3tfuJb4P5_VbO8c1rNd_CPXOK0WcNkzke59hSk5hsR6WXa4FOqYXNI-OiB2yEYWsW_av0n9cnyrCa6LZIverqN3TpT8s5TT6KZunCBLOQuDOCpWJbci43Tk-vxdaXbYqidNqn
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Tabela 2: Alguns componentes da pegonha de serpentes da familia Viparidae e sua atividade bioldgica.

Componente
Massa molecular

Atividade bioldgica

Fosfodiesterase
94-140 kDa

Deplecdo de di- e trinucleotideos; hipotensdo

5’- nucleotidase
53-82 kDa

Liberac&o de nucleosideos

Hialuronidase
73 kDa

Diminuicéo da viscosidade intersticial — difuséo dos
componentes da peconha

L-aminoacido oxidase (homodimero)
85-150 kDa

Indugdo da apoptose; danos celulares

Metaloproteinase (M12) reprolisina
P-I - 20-24 kDa
P- 1l - 25-30 kDa
P-I11 - 43-85 kDa

Hemorragia; mionecrose; digestao da presa

Serinoprotease - trombina-like
31- 36 kDa

Répida deplecéo de fibrinogénio; alteragdo da hemostasia

Fosfolipase Az (grupo 11A)
(PLA)) - 13-15 kDa

Miotoxicidade; mionecrose; danos a membrana lipidica

Proteinas secretérias ricas em cisteina
(CRIiSPs) - 21-29 kDa

Induz hipotermia

Fator de crescimento neural

Apoptose — incerto

14-32.5 kDa
PLA;- (Duas gggilér;;dades, acida e Potente neurotoxicidade (neurotoxina pré-sinaptica);
24 KDa digestdo da presa
Lectina tipo C . . -
729 KDa Anticoagulante; modulador plaquetario

Desintegrinas
5.2-15 kDa

Inibicdo plaquetaria; promove hemorragia

Peptideos potenciadores de bradicinina
1-15 kDa

Dor, hipotensdo; imobilizagdo da presa

Inibidores de tripeptideos
0,43-0,45 kDa

Estabilizagcdo dos componentes das pegonhas

Purinas e pirimidinas
AMP=0.347, hipoxantina, inosina

Hipotensao, paralisia, apoptose, necrose (?); imobilizacado
da presa

Citrato
0.192 kDa

Estabilizag&o da pegonha

A composicdo da peconha é varidvel, de acordo com a espécie pode ndo conter todos 0s componentes.
(?) Indica uma funcdo ou atividade hipotética (Adaptado de MACKESSY, 2010).

As PLAys sdo classificadas de acordo com sua origem, estrutura primaria e
quantidade e localizacdo das pontes de dissulfeto (ROMERO-VARGAS, 2010). As PLA2s

encontradas em peconhas de serpentes sdo divididas em duas classes: classe | - familias

Elapidae e Hydrophidae (Figura 2A) e classe Il - familias Crotalidae e Viperidae (Figura 2B)
(RENETSEDER et al., 1985; SIX; DENNIS, 2000).
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Figura 2: Estrutura tridimensional de fosfolipases A

A: PLA; do grupo IA (PDBID #1TC8). Em verde estdo destacadas as sete pontes dissulfeto. B: PLA;
do grupo 1A (PDBID #1TP2). As sete pontes dissulfeto estdo desenhadas em azul. Notar que no grupo
IA a ponte dissulfeto de C-terminal do grupo 1A (C50-C133), é substituida pela ponte dissulfeto C11-
C77 (a numeracéo é realizada de acordo com RENETSEDER et al., 1985). Imagem desenhada usando
0 programa computacional PyMol v. 1.8.4.0 (DELANO, 2002).

As L- aminoacido oxidases (LAAOs) (EC 1.4.3.2) sdo flavoenzimas pertencentes a
classe das oxirredutases. Sdo proteinas normalmente homodiméricas e que possuem massa
molecular entre 110-150 kDa. Estas enzimas catalisam a desaminacdo de L-aminoacido por
oxidacdo estereoespecifica. No mecanismo de catélise quimica das LAAO, 0s grupos aminas
dos aminodcidos sao oxidados a iminoacidos. Concomitantemente a oxidacao, ocorre a redugéo
do cofator enzimético que pode ser o0 FAD (Flavina-adenina dinucleotideo) ou FMN (Flavina
mononucleotideo). Em seguida, o iminoacido € submetido a hidrdlise ndo enzimatica
produzindo cetoécido e aménia. A reoxidacdo do FADH; na presenca de oxigénio molecular
gera peroxido de hidrogénio e o ciclo catalitico é finalizado (Figura 3) (IZIDORO et al, 2014).
Estudos cinéticos sugerem que as LAAOs apresentam especificidade para L-aminoacidos
hidrofébicos e aromaticos (IZIDORO et al., 2006; SAMEL et al., 2006; TONISMAGI et al.,
2006; WEI et al., 2007; SAMEL et al., 2008; STABEL et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009;
ZHONG et al., 2009; MORE et al., 2010; KASAI et al., 2010; BREGGE-SILVA et al., 2012;
CHEN etal., 2012; VARGAS et al., 2013; IZIDORO et al, 2014).

As LAAOs induzem a agregacéo plaquetaria e apresentam atividades antitumoral,
antibacteriana e leishmanicida. Estudos funcionais e estruturais tém demonstrado que essas
enzimas apresentam elevado potencial biotecnoldgico para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos (RODRIGUES et al, 2009).
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Figura 3: Mecanismo de catalise quimica da L-aminoécido oxidase.
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(Fonte: MACHEROUX et al., 2001; 1IZIDORO et al. 2014).

As proteases podem afetar diversas fungdes bioldgicas, tais como: agregacao
plaquetaria, coagulacdo sanguinea, fibrindlise, sistema complemento, pressao arterial e sistema
nervoso (KINI, 2006). As metaloproteinases e serinoproteases sdo hidrolases de moléculas
bioldgicas presentes nas peconhas de serpentes e apresentam relevante importancia tanto clinica
como terapéutica.

As metaloproteinases, enzimas dependentes de zinco, sdo responsaveis pela
hemorragia local, degradando componentes da membrana vascular, seguido pela total
desintegracdo da estrutura vascular (BARAMOVA et al., 1989; MARUYAMA et al., 1992;
KAWANO et al., 2002). Essas proteinas podem ser classificadas de acordo com seus dominios
estruturais em trés grupos P-1; P-Il e P-I1l (HITE et al., 1994; BJARNASON; FOX, 1994;
GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). A leséo vascular, decorrida da ac&o das metaloproteinases
hemorragicas induz agregacao plaquetaria e subsequentemente ativa a cascata de coagulacéo,
agravando a coagulacéo intravascular (BJARNASON; FOX, 1994; KAWANO et al., 2002).

As alteracbes sistémicas, provocadas pelas metaloproteinases, induzem
hemorragia, mionecrose, danos na pele e inflamacéo, ativando as metaloproteinases endogenas
(MMPs) e liberando uma série de mediadores inflamatorios. Em adicdo, essas enzimas
prejudicam a regeneracdo do musculo esquelético e degradam componentes da matriz
extracelular (GUTIERREZ; RUVACADO, 2000).
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Serinoproteases que compbem as peconhas de serpentes sdo glicoproteinas
monomeéricas e apresentam uma regido catalitica, altamente conservada, formada pelos residuos
de aminodacidos Ser195, His57 e Asp102. A acdo catalitica dessas enzimas ocorre sobre uma
diversidade de substratos tais como: fibrinogénio, cininogénio e plasminogénio (SERRANO;
MAROQOU, 2005; OLIVEIRA, 2016).

As serinoproteases, em geral, afetam a cascata de coagulacdo através da ativacéo
especifica dos componentes sanguineos ocasionando alteracdo da hemostasia (SERRANO;
MAROUN, 2005). Serrano e Maroun (2005) descreveram que algumas dessas enzimas
apresentam mais de uma atividade, enquanto que, outras, possuem uma atividade Unica, como
a ativacdo do fator V da cascata de coagulacéo, a proteina C ou o plasminogénio ou, ainda, as
plaquetas. Estas enzimas, além de contribuirem para a toxicidade da peconha, podem ser
utilizadas tanto para o diagnostico como para o tratamento clinico de algumas patologias da
homeostasia secundéria (KINI, 2006).

As lectinas tipo C (CLRs), assim como as PLA:s, sdo proteinas dependentes de
Ca?*. As CLRs atuam nos receptores de membrana induzindo a aglutinago eritrocitéria. Estes
peptideos afetam a hemostasia por ligarem-se as plaquetas e aos receptores de colageno
induzindo efeito anticoagulante (GARTNER; OGILVIE, 1984; OGAWA et al., 2005;
MACKESSY, 2010; JORGE, 2015).

1.4 Atividades biologicas, toxicas e farmacologicas da peconha botropica

Atualmente, o género Bothrops abrange 59 espécies; dessas, 27 podem ser
encontradas no Brasil (UETZ et al., 2017). Do ponto de vista clinico, essas serpentes sdo
importantes devido a significancia e incidéncia de acidentes (JORGE, 2015).

A peconha de serpentes é rica em principios ativos. Recentemente, muitos estudos
com toxinas desses animais estdo sendo conduzidos para elucidar e compreender o0s
mecanismaos fisioldgicos decorrente do ofidismo (MENEZES, 2013). No entanto, a elucidacéo
dos mecanismos moleculares da interacdo entre as proteinas presentes na pegonha de serpentes
e moléculas inibidoras de seus efeitos toxicos e farmacoldgicos é, ainda, pouco explorada.

As manifestacdes clinicas da acdo de cada peconha dependem da toxicidade
intrinseca e da quantidade da amostra injetada. Os efeitos desencadeados pelo ofidismo podem
estimular ou inibir componentes do mecanismo hemostatico. Os sinais e sintomas decorrentes
do envenenamento, mais importantes, no aspecto clinico, s&o: coagulopatia; hemorragia; danos

renais; cardiotoxicidade e lesdo tecidual no local da picada. Portanto, de acordo com 0s



22

sintomas, o envenenamento pode afetar varios sistemas como o cardiovascular, muscular e
sistema nervoso central (HUTTON; WARREL, 1993; KOH et al., 2006).

A maioria das peconhas ofidicas exercem o seu efeito no final da cascata de
coagulacao por ativacdo do fator de coagulacdo X. O fator Xa age sobre a protrombina ou
converte diretamente o fibrinogénio em fibrina (HUTTON; WARREL, 1993; CASTRO, 2006).

Inicialmente, a pegonha botrdpica pode causar agao proteolitica intensa no local da
picada. Subsequente, o desencadeamento de um processo inflamatdrio generalizado pode
ocasionar edema e até necrose tecidual (CASTRO, 2006). Individuos acometidos por acidente
botrépico apresentam sintomas locais (dor, edema, dano tecidual, mionecrose e equimose) e
sintomas sistémicos (hemorragia, nefrotoxicidade, coagulopatia, hipotensdo arterial)
(ASSAFIM et al., 2011).

Uma caracteristica do envenenamento botropico é a mionecrose, inclusive tem acéo
sobre células do mdsculo esquelético, artérias intramusculares, microvasos e nervos. A
administragdo rapida do soro antiofidico é, na maioria dos casos, efetiva para a neutralizacéo
dos efeitos sistémicos, contudo, a neutralizacdo dos efeitos locais ndo acontece de forma tdo
efetiva. Em muitos casos, a auséncia da inibicdo do efeito da peconha botrdpica no local da
picada deixa sequelas permanentes devido a necrose tecidual (GUTIERREZ; LOMONTE,
1989).

Uma das complicacGes do acidente botropico, relacionada ao elevado nimero de
oObitos, é a insuficiéncia renal aguda (IRA). A IRA ¢é causada por necrose tubular aguda (NTA)
devido a um comprometimento circulatério intenso (CASTRO, 2006). Barone et al. (2011)
descreveram que o ofidismo caudado por B. jararaca provocou estresse oxidativo, in vivo, tanto
em nivel tecidual renal como em medular.

Peconhas de serpentes podem ser utilizados na terapia de doencas cardiovasculares,
distdrbios neuroldgicos e contra o cancer (PAL et al., 2002). Ainda, proteinas isoladas e seus
derivados podem ser utilizados no tratamento de distirbios hemostaticos, como a coagulacéo,
alterando a funcéo fibrinogenolitica ou plaquetaria (SAJEVIC et al., 2011).

Diversos componentes das peconhas ofidicas ja foram utilizados no
desenvolvimento de fArmacos para o tratamento de doengas tromboembolicas. A Defibrase® é
um farmaco que tem como principio ativo a batroxobina, uma serinoprotease isolada da
peconha de B. moojeni. Esse medicamento converte fibrinogénio em fibrina e € utilizado em
casos de acidente cerebral agudo, angina pectoris inespecifica e surdez subita. A
Hemocoagulase®, medicamento utilizado na prevencédo e tratamento de hemorragias, possui

atividade de tromboblastina e trombina, sendo seus componentes enzimaticos isolados da
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peconha de B. atrox (SAJEVIC et al., 2011). O captopril®, um dos farmacos mais vendidos do
mundo, ¢é derivado de um oligopolipeptideo isolado de B. jararaca. Esse medicamento é um
inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), sendo utilizado no tratamento de
hipertensao arterial (HAYASHI; CAMARGO, 2005; KOH, 2006).

1.5 Bothrops mattogrossensis

A serpente Bothrops mattogrossensis, popularmente conhecida como boca-de-

sapo, é pertencente a familia Viparidae, subfamilia Crotalinae (Figura 4) (BERNARDE, 2014).

Figura 4: Bothrops mattogrossensis.

A

A: Espécime de Bothrops mattogrossensis fémea B: Bothrops mattogrossensis fémea, visdo da cabeca
e lateral do corpo. C: Espécime de Bothrops mattogrossensis macho. D: Visdo lateral e da cabeca de
Bothrops mattogrossensis macho. Exemplares do serpentario da Universidade Catolica Dom Bosco —
UCDB em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. (Fonte: fotos gentilmente cedidas por Breno
Emanuel Farias Frihling, 2017).
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A serpente B. mattogrossensis foi descrita originalmente por Amaral em 1925 e sua
distribuicdo geogréfica abrange o sul do Peru, Bolivia, Paraguai, norte da Argentina, sudeste e
centro-oeste do Brasil (Figura 5A). Habitam regides de Savana (Cerrado), Pantanal, Chaco e
pastagens de palmas alagadas (FENWICK, 2009).

B. mattogrossensis alimenta-se tanto de presas ectodérmicas quanto endodérmicas
(pequenos mamiferos, anuros, lagartos, cobras e centopeias). Os anuros sdo 0s principais
alimentos dessa espécie, refletindo seu habitat alagado (MONTEIRO et al. 2006).

Essa espécie apresenta dimorfismo sexual; as fémeas possuem a cabeca e corpo
maiores, enquanto os machos tém caudas longas (MONTEIRO et al. 2006). Apresentam
caracteristicas morfoldgicas de manchas intercalares entre as manchas dorsais, sendo que, essas
manchas apresentam as bordas bem marcadas (MACHADO, 2010) (Figura 5B).

Figura 5: Localizacdo geografica e padrdo de manchas apresentadas pela Bothrops mattogrossensis.
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A: Distribuicdo geogréafica da espécie B. mattogrossensis (MACHADO, 2010). B: Imagem da seccao
central, lateral e dorsal da cabeca da serpente (Fonte: SILVA; RODRIGUES, 2008).

Embora a serpente B. mattogrossensis tenha sido descrita em 1925, a composi¢édo
da peconha e os efeitos toxicos e farmacoldgicos desencadeados pelo empegonhamento sdo
ainda pouco conhecidos. O envenenamento por essa espécie apresenta os seguintes efeitos
locais: dor, edema e equimose (QUEIROZ et al., 1984; MARUNAK et al., 1994; MOURA,
2014).



25

Oliveira e colaboradores (2002) avaliaram, in vitro, a citotoxicidade em cultura
celular (Vero cell) na presenca da peconha de B. mattogrossensis e observaram que 4,74 pg/mL
dessa peconha foi capaz de inviabilizar 50% das células.

Em 2012, Okubo e colaboradores, purificaram e caracterizaram uma L-aminacido
oxidase de B. mattogrossensis (BmLAQO). BmLAO apresentou atividade microbicida contra
bactérias gram-positivas e negativas. Entretanto, ndo foi observada atividade citotoxica dessa
proteina contra macrofagos e eritrécitos. Complementarmente, Okubo et al. (2012),
sintetizaram a BmLAO em fragmentos peptidicos e constataram que esses apresentavam
atividade antimicrobiana aumentada, sugerindo utiliza-los no design de novos antibiéticos.

Estudos previamente realizados por Moura et al. (2014) permitiram o isolamento e
caracterizagdo bioquimica de trés PLA2s miotdxica presentes na peconha de B. mattogrossensis
e, ainda, analisaram o efeito citotoxico dessas PLA2s sobre células promastigotas de Leishmania
amazonensis e linhagens de células cancerigenas (leucemia e adenocarcinoma de mama).

A variabilidade proteica das peconhas de serpentes as tornam produtos importantes
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. A elucidacdo dos componentes
proteicos, a descri¢cdo dos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos e os mecanismos de acédo
atrelados as atividades toxicas desencadeadas pelo ofidismo ainda sdo pouco explorados.
Portanto, estudar esses componentes e compreender 0S mecanismos téxicos do
empeconhamento pode auxiliar no desenvolvimento de metodologias especificas para a geragdo
de novos produtos biotecnolégicos e proposicdo de soros antiofidicos mais especificos,

constituindo uma abordagem atual na area toxinologica.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

Avaliar e comparar os efeitos bioquimicos e toxicos das peconhas brutas extraidas
de machos (PB_BmatM) e fémeas (PB_BmatF) da serpente Bothrops mattogrossensis.

2.2 Objetivos especificos

o Descrever a composicdo molecular da PB_BmatM e PB_BmatF e
correlacionar seus constituintes com os efeitos biolégicos desencadeados pelo ofidismo;

o Avaliar e comparar a atividade citotoxica das PB_BmatM e PB_BmatF
através da atividade hemolitica direta e indireta sobre eritrécitos humanos;

o Aferir e comparar o0 estresse oxidativo desencadeado pelas PB_BmatM e
PB_BmatF sobre a hemoglobina humana;

o Investigar e comparar a atividade antioxidante das PB_BmatM e PB_BmatF
sobre a hemoglobina humana;

o Caracterizar a atividade coagulante de cada peconha de B. mattogrossensis
(PB_BmatM e PB_BmatF) sobre o plasma humano citratado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Peconhas brutas de Bothrops mattogrossensis

Dois pools (macho e fémea) da peconha bruta (PB) liofilizados de Bothrops
mattogrossensis foram cedidos pela Professora MSc. Paula Helena Santa Rita coordenadora do
Biotério da Universidade Catélica Dom Bosco-UCDB, Campo Grande, MS, Brasil, conforme
“Termos de Procedéncia de Venenos Ofidicos” (ANEXO 1) e “Acordo de Cooperacao Técnica
e Cientifica entre a UCDB e a UFPB” (ANEXO 2). As amostras das peconhas, tanto liofilizadas
quanto solubilizadas, foram mantidas sob refrigeracdo, a -4°C e, durante a realizagdo dos
experimentos, as amostras foram mantidas em banho de gelo para evitar a desnaturacdo de seus

conteudos proteicos.

3.2 Eritrécitos humanos

Os eritrocitos humanos foram cedidos para a pesquisa pela Agéncia Transfusional
do Hospital Universitario Lauro Wanderley, UFPB, Jodo Pessoa, PB. Foram utilizadas bolsas
contendo concentrados de hemacias dos tipos sanguineos A, B, AB e O, todos apresentando
fator Rh positivo. O armazenamento e a utilizacdo de todo o material biol6gico utilizado foram

realizados de acordo com a resolu¢do CNS N° 441, de 12 de maio de 2011.

3.3 Plasma humano citratado

O sangue venoso de voluntarios adultos e sadios foi coletado em tubos de ensaio a
vacuo contendo 3,2% (0,109M) de citrato de sédio (1:9). Os doadores permaneceram em jejum
por, no minimo, quatro horas e ndo fizeram uso de medicagéo nos dez dias anteriores a coleta.
As amostras de sangue total foram centrifugadas a 3.000rpm por 15 minutos e o plasma foi
separado em tubos do tipo falcon para realizagdo imediata dos experimentos de coagulagéo.

Para obter os controles do tempo de protrombina — TP e o tempo de tromboplastina
parcial ativada — TTPA nos experimentos de coagulacdo, foram utilizados os respectivos kits
PT HEMOSTASIS Ref. 501 (lote #6003) e APTT HEMOSTASIS Ref. 502, comercializados
pela Labtest Diagnostica S.A.
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3.4 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais e a coleta do material bioldgico foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro
Wanderley CEP/HULW sob o nimero CAAE 60002616.7.0000.5183 (ANEXO 3), de acordo
com as normas éticas estabelecidas pela Norma Operacional n°® 001/2013 - Diretrizes
Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e pela Resolucdo 466/12 - A
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP do Conselho Nacional de Sadde do

Ministério da Saude.

3.5 Caracterizacao da peconha de Bothrops mattogrossensis

O fracionamento dos componentes proteicos dos pools da peconha extraida de
machos (PB_BmatM) e fémeas (PB_BmatF) de B. mattogrossensis foi realizado por
Cromatografia Liquida de Fase Reversa de acordo com a metodologia descrita previamente por
Calvete et al (2007) e Rodrigues et al (2012). Foram utilizados o cromatdgrafo UFLC (Ultra
Flow Liquid Chromatography) LC-6AD da Shimadzu Corporation e a coluna C18 (Shimadzu
Shim-Pack CLC-ODS (M)) com comprimento de 25cm x 4,6mm, diametro do poro de 100A e
didmetro da pelicula de 5pum.

Para obter as fracGes proteicas foram utilizados 2,56mg de PB_BmatM e 2,76mg
de PB _BmatF. Ambos os pools de peconhas foram solubilizados em 500uL de 0,05% de acido
trifluoracético (TFA) e 5% de 0,05% de acetonitrila (ACN) e posteriormente centrifugados a
13000 rpm por 10 minutos em temperatura constante de 4°C. Inicialmente, a coluna foi
equilibrada com o Tampéo A (0,1% de TFA em &gua deionizada) e a elui¢do foi realizada com
o gradiente de 0 a 100% do Tampéo B (66,5% ACN em 0,1% de TFA). O gradiente linear
utilizado para a eluicdo das fracdes foi de 0% de Tampéo B durante 5 minutos, seguido por 0-
20% de Tampao B por 10 minutos, 20-75% de Tampé&o B por 80 minutos e 75-100% de Tampéao
B por 5 minutos. O fluxo de elui¢do utilizado foi de 1,0 mL/min.

A concentracdo proteica teorica foi aferida por espectrofotometria utilizando-se o
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific™) com absorbancia (Abs) de 280 nm (1 ABS=
1,0mg/mL).
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3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A massa molecular dos componentes proteicos de cada fracdo tanto da PB_BmatM
como da PB_BmatF isolada por cromatografia liquida de fase reversa foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condi¢fes desnaturantes contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS) de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970) adaptada
para placas.

Concentractes de 4% e 13% de solucdo de mondmeros de acrilamida e de bis-
acrilamida foram utilizadas no gel de empilhamento e separacéo, respectivamente.

Aliquotas das fragdes (10upL) foram adicionadas a 5uL de tampdo da amostra
desnaturante, aquecidas a 100°C por 5 minutos, centrifugadas e aplicadas no gel. O conteudo
proteico de cada fracdo foi separado sob corrente constante de 25mA em temperatura ambiente
utilizado o tampéo de corrida Tris-Glicina. O padrdo de massa molecular utilizado foi o
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™) contendo 10 padrdes de massa
molecular (180, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15 e 10kDa).

O corante utilizado para revelar as proteinas do gel de eletroforese foi 0 Azul de
Coomassie Brilhante G-250. Os géis permaneceram sob agitacdo por 120 minutos a 40°C e
foram descorados em solugdo de &4gua deionizada, acido acético e etanol (6:1:3).

As SDS-PAGEs e as andlises do padrdo de massa molecular do perfil
cromatrografico da PB_BmatM e da PB_BmatF foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Molecular Estrutural do Departamento de Fisica e Biofisica, Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP em colabora¢do com o Dr. Guilherme Henrique
Marchi Salvador.

3.7 Avaliacéo do potencial hemolitico

A avaliacdo do potencial hemolitico, in vitro, da PB_BmatF e PB_BmatM sobre
eritrécitos humanos foi realizada conforme algumas adaptacdes da metodologia descrita por
Hubert et al (1997) e Rangel et al (1997).

Para a realizacdo da atividade hemolitica direta e indireta foram utilizadas as
quantidades de 1000, 100, 10, 1 e 0,1pg dos pools de PB_BmatM e PB_BmatF, solubilizados
em Tampéao Fosfato Salino (PBS — 10x, pH 7,4).

Eritrécitos obtidos do concentrado de hemacias das bolsas de sangue foram lavados
trés vezes (3.000rpm por cinco minutos a 25°C) com 0,9% (150mM) de cloreto de sodio (NaCl).
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Em seguida, foi preparada uma suspensdo de 5% de eritrocitos em 0,9% de NaCl. Para a
realizacdo de cada experimento de atividade hemolitica direta sobre os eritrdcitos, em cada
microtubo, foram adicionados 2000uL da suspenséo de eritrocitos (SE) acrescido de 100pl das
diferentes diluicbes das peconhas brutas. As amostras em experimentacdo foram incubadas a
37°C sob agitacdo constante (100rpm), durante 60 minutos. Decorrido essa etapa inicial, as
amostras foram centrifugadas (3.000rpm/5min/25°C) e o grau de hemdlise foi quantificado por
espectrofotometria utilizando comprimento de onda de 540nm. Os resultados foram expressos
em percentual hemolitico, utilizando os valores de absorbancia (Abs) obtidos, de acordo com a
equacédo #1 (HUBERT et al., 1997):

. Abs da amostra — Abs controle negativo .
% hemolise = 100x — - Equacdo #1
Abs controle positivo — Abs controle negativo

O controle positivo (correspondente a 100% de hemdlise) foi preparado com
2000pL da SE a 5% acrescido de 20puL de Triton X-100 e para obtencdo do controle negativo
substituiu-se o Triton X-100 por 100uL de PBS.

Acido graxo e calcio sio cofatores relevantes para desencadear a atividade catalitica
de fosfolipases Azs, enzimas responsaveis pela hidrolise dos fosfolipidios de membrana
(ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000). Dessa forma, para a avaliacdo da atividade hemolitica
indireta, fez-se necessaria a adicdo de 20uL de um complexo de &cidos graxos (&cido
eicosapentandico, EPA e acido docosahexaenoico, DHA) na concentracdo de 100% e 0,5uL de
cloreto de célcio (CaCly), separadamente e concomitantemente, acrescidos em 2000uL de SE a
5% e 100uL de cada concentracdo das peconhas. A leitura e o calculo do percentual de hemdlise
foram realizados conforme descritos anteriormente.

Todos os experimentos realizados para avaliar a atividade hemolitica (direta ou

indireta) sobre eritrocitos humanos foram feitos em triplicata (n=3).

3.8 Avaliacéo do estresse oxidativo

A avaliacdo quantitativa, in vitro, da formacéo de metahemoglobina ap6s exposicao
da hemoglobina frente as PB_BmatF e PB_BmatM foi realizada (com adaptagdes) conforme a
metodologia descrita por NAOUM et al (2004).

Assim, eritrocitos humanos foram lavados trés vezes com cloreto de sodio a 0,9%

(150mM) e utilizados na preparagdo de uma suspensdo a 30% em PBS — 10x, pH 7,4 acrescidos



31

de 600uL de glicose a 10% (para prevenir a formagdo espontanea de metahemoglobina) e
400puL de triton X-100 (para promover a lise celular).

Para avaliar o estresse oxidativo sobre a hemoglobina na presenca das amostras
(PB_BmatF e PB_BmatM) em cinco diferentes quantidades 1000, 100, 10, 1 e 0,1ug foi
colocado, em cada microtubo (Tubo_1) 1000uL de SE a 30% e 100uL da amostra a ser
avaliada. Em seguida, os experimentos foram incubados a 37°C sob agitacdo constante de
100rpm durante 60 minutos. De cada Tubo_1 foram retirados 25uL e ressuspensos em 750uL
de tampdo fosfato (PB) (Tubo_2). A leitura espectrofotométrica do Tubo_2 foi realizada a
630nm. Posteriormente, retirou-se 75uL doTubo_2, ressuspendeu em 750uL de PB e a leitura
foi realizada por espectrofotometria a 540nm. Os resultados foram calculados com o emprego
da equacado #2 e expressos em percentual de hemoglobina oxidada a metahemoglobina (mHb)
(NAOUM et al., 2004).

YemHb = Abs 630nm x 100 E 50 #2
oMY = Ubs 630nm + (Abs 540nm x 10) quagao

Os valores entre 1,9% - 3,8% de mHb foram considerados normais. Todos 0s

ensaios de avaliacdo do estresse oxidativo foram realizados em triplicatas (n=3).

3.9 Avaliagéo da atividade antioxidante

A quantificacdo, in vitro, de metahemoglobina formada apds exposicdo da
hemoglobina frente as peconhas brutas (PB_BmatF e PB_BmatM) e posterior adicdo de
fenilhidrazina (PH), um agente oxidante foi obtida com o emprego da metodologia (com
adaptacdes) proposta por NAOUM et al (2004).

Para avaliar o potencial antioxidante das PBs utilizaram-se amostras solubilizadas
em cinco diferentes quantidades 1000, 100, 10, 1 e 0,1ug. Inicialmente, foi acrescido a
microtubos 1000uL de SE a 30% e 100uL de PB e em seguida incubados por 60 minutos a
37°C sob agitagdo constante de 100 rpm. Apds essa etapa, foi adicionado 50uL de
fenilhidrazina a 1M em cada microtubo (Tubo_1) e os mesmos foram encaminhadas para
incubagdo por 20 minutos, a 37°C e 100 rpm. Decorrido os periodos de incubacdo, 0s
microtubos foram centrifugados por cinco minutos a 3000 rpm e 25°C; uma aliquota de 25uL
de cada Tubo_ 1 foi ressuspendida em 750uL de PB (Tubos_2) e quantificada por
espectrometria a 630nm. Em seguida, 75uL de cada Tubo_2 foi ressuspenso em 750uL de PB
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(Tubo_3) e quantificado em espectrofotdmetro a 540nm. A Equacédo #2 foi empregada para
expressar o percentual de formag&o de metahemoglobina (mHD). Todos os ensaios da atividade

antioxidante foram realizados em triplicatas (n=3).

3.10 Avaliacéo da atividade coagulante

A avaliacdo do tempo de coagulacéo, in vitro, das PB_BmatF e PB_BmatM sobre
o plasma humano citratado foi realizada com adaptac6es da metodologia previamente descrita
por Alvarado e Gutiérrez (1988).

Para a analise da atividade coagulante foram utilizadas quatro diferentes
quantidades (1,25; 2,5; 5 e 10ug) de cada pool da peconha bruta. 100uL do pool de plasma
humano citratado foram colocados em tubos de ensaio e mantidos em banho-maria a 37°C.
Apos aclimatar o plasma, em cada tubo de ensaio foi colocado uma das quantidades de pegonhas
a serem analisadas. Posteriormente, a formacdo do codgulo foi observada e o tempo de
formacéo do coagulo foi anotado.

Os kits de coagulacdo, comercializados pela Labtest Diagnostica S.A., PT
HEMOSTASIS, ref 501 (avalia o tempo de protrombina, TP) e APTT HEMOSTASIS, Ref 502,
(verifica o tempo de tromboplastina parcial ativada, TTPA) foram utilizados como controles

“referéncia”, seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.11 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média e seu correspondente erro padrdo
(E.P.M.). A andlise estatistica utilizada foi One-way ANOVA, com pds-teste de Dunnett.
Foram consideradas diferencas significativas valores com p menor 0,05 (ns: ndo significante.
p<0,05; *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001). Os dados foram analisados
com o emprego do software Prism for Windows (GraphPad Prism®) versdo 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, E.U.A)).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo das peconhas de Bothrops mattogrossensis macho e fémea e obtencéo

das fracgdes proteicas

Para estabelecer o perfil cromatogréfico do pool da peconha de fémeas de Bothrops
mattogrossensis (PB_BmatF), 2,76mg da peconha foram separados em 16 fracOes
(denominadas: frOF - fr15F) e coletadas automaticamente acima de 25mAU. Por
espectrofotometria a 280nm, ndo foram detectadas a presenca de proteinas nas fragdes frOF,
fr4F, fr5F, fr8F e fr9F (Figura 6).

Figura 6: Cromatograma da peconha de fémeas de Bothrops mattogrossensis
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FracOes obtidas de 2,76mg do pool da peconha de fémeas separadas por Cromatografia Liquida de Egse
Z!f(\:/ersa. As fracGes foram coletadas automaticamente acima de 25mAU (linha azul) sob temperatura de

A fr7F foi separada com 56% de tampéao B, apds 66 minutos. A coleta de fr9F foi
iniciada aos 72 minutos (60% de tampdo B) e finalizada aos 76 minutos (62% de tampéo B),
contendo, no minimo, quatro picos visiveis. A fr10F foi obtida aos 78 minutos com 64% de
tampéo B. As fr11F, fr12F e fr13F foram coletadas com 65 a 72% de tampd&o B, em um intervalo
de tempo de 80 a 90 minutos, com varios picos superpostos. A fr15F apresenta, visivelmente,
um unico pico e foi obtida com 76% de tampéo B aos 96 minutos (Tabela 3).

O fracionamento de 2,56mg do pool da peconha de machos de B. mattogrossensis

gerou 17 fracdes (frOM a fr16M) coletadas automaticamente acima de 25mAU. Todas as
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fracOes foram quantificadas por espectrofotometria a 280 nm e ndo foram observadas proteinas
na composicgdo das frOM e fr15M (Figura 7). A fr7M foi eluida aos 66 minutos, com 55% de
tampdo B. A coleta das fracdes frOM a fr11M iniciou aos 78 minutos (61% de tampéo B) e
finalizou aos 91minutos (72% de tampéo B). As fr12M, fr13M, fr14M e fr15M foram separadas
entre 74 a 88% de tampéo B, com intervalo de 91 a 100 minutos. A fr16M foi coletada com
95% de tampé&o B aos 102 minutos (Tabela 3).

Figura 7: Cromatograma da peconha de machos de Bothrops mattogrossensis
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FracOes do pool da peconha de machos foram obtidas por Cromatografia Liquida de Fase Reversa,
utilizando uma coluna C-18 As fra¢des foram coletadas acima de 25mAU (linha azul) sob temperatura
constante de 4°C.

Os perfis cromatograficos dos pools das peconhas brutas de B. mattogrossensis
machos e fémeas apresentaram resultados semelhantes. As fragdes cromatogréficas
correspondentes aos mesmos picos observados em ambos 0s cromatogramas, bem como o
percentual de tampéo B e o tempo de eluicdo estdo listadas na tabela 3.

Todas as fragdes coletadas foram aplicadas em eletroforese de gel de poliacrilamida
contendo Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) a 13%, em condicdes reduzidas (na presenca
de B-mercaptoetanol), para analisar a massa molecular das proteinas contidas em cada fracao.

A anélise da SDS-PAGE da PB_BmatF, corada com Azul de Coomassie Brilhante
g-250, possibilitou inferir que a massa molecular da proteina observada na fr6F é equivalente a
~150kDa. A fr7F apresentou uma Unica banda com proteina (s) de ~13kDa. A fr9F € composta
por duas bandas com massas moleculares de aproximadamente 20 e 13kDa. Ja a frl0F
apresentou duas bandas correspondentes a proteinas com massa molecular de ~30 e 37 kDa.
Observou-se nas fr11F, fr12F, fr13F e fr14F bandas correspondentes a proteinas de ~60kDa.
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Ademais, a fr12F apresentou uma proteina de ~20kDa e nas fr13F e frl4F evidenciou-se
proteina (s) de aproximadamente 22kDa. A fr15F apresentou uma banda proteica de ~58kDa
(Figura 8).

Tabela 3: FragGes cromatograficas dos pools da peconha de machos e fémeas de Bothrops
mattogrossensis, percentual de tampéo B e o tempo em minutos.

PB_BmatM PB_BmatF % Tampdo B Tempo (minutos)
froM froM 0 5
friM friF +30 30
fr2aM fr2F 32 32

fr3M e frdM fr3F 134 34
froM froF 44 49
freM fréF 45 50
fr7m fr7F 155 66
frasM fr8F 58 70
froM froF e fr10F 161 72-78

frl0M e fr11M frllF 65-72 80-91
fr1iM fr12F e fr13F 171 85-89
fr12M frl4F 73 92
fr13M fr15F 77 95

As fracBes obtidas a partir da cromatografia liquida de fase reversa dos pools das pegonhas brutas de
machos e fémeas de B. mattogrossensis. O percentual de tamp&o B, responsavel pela elui¢éo das fragdes,
e 0 tempo em minutos sdo semelhantes em ambos os pools.

A andlise da SDS-PAGE, corada com Azul de Coomassie Brilhante g-250, de
PB_BmatM apresentou bandas fortemente marcadas quando comparadas a peconha de
PB_BmatF. A fr7M apresentou uma banda fortemente marcada de ~13kDa. Péde-se inferir que
a fr8BM possui uma proteina de massa molecular de aproximadamente 25kDa. A fr9M mostrou
trés bandas referentes a proteinas de massa molecular de ~35, 20 e 16kDa. As frl10M, fr11M e
fr12M apresentaram bandas semelhantes que possuem proteina(s) de ~60kDa. Pode-se verificar
também que a fr11M apresentou banda proteica de ~20kDa e as fr12M continha outra de
~18kDa. Os picos referentes as frl3M - fr16M, quando analisados através da SDS-PAGE,
indicaram a presenca de bandas proteicas com massa molecular estimada em 58kDa. A fr16M,
ainda, apresentou uma banda proteica de ~40kDa (Figura 9).
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracGes obtidas da pe¢onha de fémeas de Bothrops
mattogrossensis.
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Perfil eletroforético das fracOes coletadas da cromatografia em fase reversa da peconha bruta de fémeas
de B. mattogrossensis. PM: padrdo de massa molecular- PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific™); fr1F- fr15F: fracGes proteicas; PB: peconha bruta.

Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fragGes obtidas da peconha de machos de Bothrops
mattogrossensis.
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Perfil eletroforético das fracdes obtidas por cromatografia em fase reversa da pe¢onha bruta de machos
de B. mattogrossensis. PM: padrdo de massa molecular- PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific™); frAM- fr16M: fracdes; PB: pegonha bruta.
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Os padrdes de bandas proteicas obtidos por SDS-PAGE apresentaram semelhancas
entre os pools e fracdes cromatograficas de pegonhas de machos e fémeas de B.
mattogrossensis. Comparada as massas moleculares das bandas proteicas obtidas em cada
fracdo com as bandas proteicas do padrdo de massa molecular utilizado, pdde-se inferir que a
banda proteica presente na fracdo 7, tanto de fémeas como de machos, corresponde a ~13kDa.
Fosfolipases A2 (PLA2s) de peconhas de serpentes sdo proteinas com baixa massa molecular,
entre 10 a 16kDa (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995). Em 2014, Moura e colaboradores
purificaram trés PLA>s da pegonha de B. mattogrossensis, com massa molecular de ~13 kDa;
dessas, a BmatTXIII apresentou um &cido aspartico na posicdo 49 (Asp49), enquanto que as
BmatTXI e BmatTXII foram classificadas como homologas por conterem um residuo de lisina
na posicao 49 (Lys49).

De acordo com Serrano (2013) e Jorge (2015) a peconha dos viperideos é abundante
em proteases. Realizando uma andlise comparativa entre a massa molecular das fracGes
cromatogréficas fr11F-fr14F e frlOM-fr16M com os dados descritos na literatura, foi possivel
inferir que correspondem a metaloproteinases, proteases dependentes de zinco, que apresentam
~60kDa (KAWANO et al., 2002; MACKESSY, 2010). Em 2015, Sartim et al. isolaram, da
peconha de B. moojeni, uma metaloproteinase denominada MooA e ao analisarem essa proteina
por SDS-PAGE observaram uma Unica banda de ~89 kDa em condi¢des ndo-reduzidas e trés
bandas de ~65, 17 e 14kDa, quando reduzida.

Oliveira et al. (2016) purificaram uma serinoprotease da peconha de B. moojeni
denominada de BmooSP. Através da analise por SDS-PAGE, esses autores concluiram que a
proteina isolada possuia uma massa molecular de 36kDa em condicGes redutoras. Mackessy
(2010) afirma que essas proteases possuem massa molecular entre 31-36kDa. Esses dados
permitem sugerir que as frlOF e frO9M poderiam corresponder a essas enzimas. As
serinoproteases atuam em fatores especificos da cascata de coagulagdo, contribuindo para a
toxicidade da peconha (SERRANO; MAROUN, 2005).

Complementarmente, andlises de perfis dos pools de peconhas de B.
mattogrossensis com outras espécies do género Bothrops, permitem constatar semelhancas
consideraveis nos cromatogramas. Rodrigues et al. (2012) e Jorge (2015) realizando analises
protedmicas, com uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa, das
peconhas de Bothrops pauloensis e Bothrops erythromelas, respectivamente; obtiveram
cromatogramas semelhantes aos observados nos pools de B. mattogrossensis. Assim, esses
mesmos autores constataram que os picos referentes as PLAs, encontram-se proximos ao

centro dos cromatogramas, logo apoOs estdo os picos referentes as serinoproteases, ja as
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metaloproteinases estdo localizadas no final dos cromatogramas. Embora visualmente os
cromatogramas apresentem similaridades, faz-se necessario estudos protedmicos mais
detalhados dos pools de B. mattogrossensis para identificar, com maior precisao, as proteinas
presentes nessas peconhas.

Os diversos componentes toxicos da peconha de serpentes (PLAzs, LAAO,
metaloproteinases e serinoproteases) sao capazes de alterar o sistema hemostatico humano
através de diferentes mecanismos (SILVA et al. 2014). Para investigar algumas alteractes
hemostaticas causadas pela presenca da peconha bruta de B. mattogrossensis (macho e fémea)

foram avaliados os efeitos bioldgicos contra eritrocitos, hemoglobina e plasma humano.

4.2 Avaliacéo do efeito hemolitico da peconha de Bothrops mattogrossensis em eritrocitos

humanos no sistema ABO

Para avaliar o percentual de lise, in vitro, sobre eritrdcitos humanos causado pela
presenca dos pools de peconhas brutas de machos e fémeas de B. mattogrossensis, foram
realizados experimentos de hemdlise direta (suspensao de eritrocitos (SE) e peconha bruta (PB))
e indireta (SE, PB, acido graxo (AG) e cloreto de célcio (CaCly)).

A presenca de hemoglobinas livres no sobrenadante foi avaliada atraves de
espectrofotometria, utilizando o espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific®), com
absorbancia de 540nm. A quantidade de hemoglobina, liberada apds a lise da membrana
eritrocitaria, no sobrenadante das amostras representou o grau de hemolise. Devido a alta
imunogenicidade do sistema ABO (FREIRE et al., 2015), foram avaliados o efeito hemolitico
ocasionado pela presenca dos pools de peconhas brutas de B. mattogrossensis em todos 0s
subgrupos sanguineos desse sistema.

A anélise dos resultados da atividade hemolitica na presenca da PB_BmatF revelou
maior percentual hemolitico em eritrécitos do tipo sanguineo A, especialmente na presenca do
complexo AG/CaCl; nas quantidades de PB: 0,1; 1; 10; 100ug; na quantidade de 1000ug
ocorreu hemaglutinagdo (item 4.4). Ainda, nesse mesmo tipo sanguineo e na presenca da
PB_BmatF, o percentual de hemdlise foi significativo na presenca de AG em todas as
quantidades. Foi verificado hemolise direta na quantidade de 0,1ug da PB_BmatF, enquanto
que, na presencga de CacCly, foi significativo nas seguintes quantidades: 1, 10 e 100ug (Figura
10A).

Eritrécitos do tipo sanguineo B, na presenta do pool de PB_BmatF, apresentaram

hemolise significativa nas quantidades de 1 a 1000ug na presenca do AG; 0s percentuais
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apontaram dose dependéncia (quanto maior a quantidade de peconha maior o percentual de
hemolise) e compreenderam de 4 a 20% de hemdlise. Nesse mesmo tipo sanguineo ocorreu
hemolise significativa nas quantidades de 100 e 1000ug da PB_BmatF na presenca de
AG/CaCl,. Ndo ocorreu hemolise direta, bem como hemolise indireta na presenca de CaCly,
nesse subgrupo do sistema ABO na presenca da PB_BmatF (Figura 10B).

Ainda, na presenca da PB_BmatF, o percentual de hemolise nos eritrocitos dos tipos
O e AB foi inferior aos demais tipos sanguineos. Eritrocitos do tipo AB apresentaram maiores
percentuais de hemdlise na presenca de AG (13% em 100ug da PB) e AG/CaCl; (13% em
1000pg da PB) (Figura 10C). O maior percentual de hemolise em eritrdcitos do tipo O (7%),
foi na quantidade de 0,1ug de PB_BmatF na presenga de AG (Figura 10D).

A analise dos resultados da atividade hemolitica na presenca da PB_BmatM,
indicou que os percentuais de hemolise foram maiores nos tipos sanguineos A e B, na presenca
de AG e AG/ CaClz. A Figura 11 mostra os percentuais obtidos a partir do grau de hemolise em
todos os tipos sanguineos do sistema ABO. Eritrdcitos do tipo sanguineo A, apresentaram
percentual hemolitico significante apenas na presenca de AG, em todas as quantidades de
peconhas analisadas (Figura 11A). Ja, eritrocitos do tipo B apresentaram resultados
significantes na presenca de AG (em todas as quantidades de PB_BmatM) e AG/CaCl; (0,1;
10; 100 e 1000ug de PB_BmatM) (Figura 11B).

Semelhantemente ao pool de PB_BmatF, o pool de PB_BmatM apresentou menores
percentuais de hemolise em eritrocitos dos tipos O e AB. No tipo AB foram verificados
percentuais hemoliticos significantes em todas as quantidades de peconhas brutas testadas na
presenca do AG. Contudo, esse mesmo tipo apresentou atividade hemolitica significante na
presenca de AG/CaCl,, apenas nas quantidades 1, 100 e 1000ug (Figura 11C). O percentual
hemolitico do pool de PB_BmatM no tipo O apresentou significancia na atividade hemolitica
direta e na presenca de AG apenas nas quantidades 1 e 10ug da PB, no entanto, na presenca de
AG/CaCl;, foram verificadas diferencas significativas em todas as quantidades analisadas. Na
presenca apenas de CaCl,, nesse mesmo tipo sanguineo, foi verificada lise eritrocitaria
significativa apenas na quantidade de 1ug da PB_BmatM (Figura 11D).

Maior percentual hemolise eritrocitéria do tipo sanguineo A, devido a presenga do
pool da PB_BmatF, foi obtido na quantidade de 100ug e correspondeu a 57% de hemdlise.
Enquanto que, na presenca do pool da PB_BmatM, os maiores percentuais foram de 21% na

quantidade 1000pg do tipo A e 22% na quantidade de 1ug para o tipo B (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Avaliacdo do percentual de hemdlise no sistema ABO do pool da pegonha de fémeas de Bothrops mattogrossensis.
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Figura 11: Avaliacdo do percentual de hemdlise no sistema ABO do pool da peconha de machos de Bothrops mattogrossensis.
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A andlise dos resultados da atividade hemolitica permitiu verificar a elevagdo dos
niveis de hemdlise quando as PB_BmatF e PB_BmatM foram testadas na presenca apenas de
acido graxo. Para a realizagdo dos experimentos, foi utilizado um complexo de &cido graxo que
possuia o &cido eicosapentandico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA). O EPA e o DHA
sdo acidos graxos poli-insaturados que fazem parte do 6mega 3 (PERINI et al., 2010). A
denominagdo 6mega esta relacionada a posi¢do da primeira dupla ligacdo que € numerada a
partir do grupo metil no final da molécula (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). De acordo com
Calder (2012), existem quatro mecanismos gerais pelos quais esses acidos graxos afetam o
comportamento celular e tecidual: alteracdo de metabdlitos e/ou concentracBes hormonais;
fatores como oxidacdo de LDL e estresse oxidativo; efeitos diretos na célula através de
receptores de superficie ou intracelulares ligados a &cidos graxos e alteragdes na composicao
dos fosfolipideos de membrana celular.

Terano e colaboradores (1983), verificaram a existéncia de uma correlagdo positiva
entre a composi¢do da membrana plasmaética e a quantidade de EPA administrada. Os mesmos
autores sugeriram que quanto mais EPA presente na constituicdo da membrana eritrocitaria
maior a fluidez, visto que, as propriedades fisicas da membrana sdo determinadas pela
composicdo de acidos graxos dos seus fosfolipidios. O grau de insaturacdo é importante pois
fornece um ambiente correto para que esta exerca suas funcfes (BELL et al., 1986). Entretanto,
o0 elevado aumento na fluidez promovido pela incorporacdo de &cidos graxos, pode afetar as
interacdes intercelulares, expressdo de receptores, transporte de nutrientes e transducdo de
sinais (KELLEY, 2001).

A incorporacdo de EPA e DHA ocorre de modo dose-dependente e esses acidos
graxos frequentemente substituem os acidos graxos 6mega 6 (BLONK et al., 1990; HEALY et
al., 2000; CALDER, 2012). Essas substituicdes ocorrem com facilidade, possivelmente devido
a acdo das proteinas de transferéncia de fosfolipidios (KATAN et al., 1997). Portanto, a
elevacdo de EPA e DHA na membrana celular poderia estar afetando a permeabilidade aos
componentes da peconha ofidica e/ou aumentando a quantidade de substrato para a acédo das
fosfolipases Az (PLA»).

A atividade hemolitica indireta, na presenca de acido graxo (AG) e cloreto de calcio
(CaCl), foi realizada para verificar a acdo catalitica das fosfolipases PLA2s dos pools das
peconhas brutas de B. mattogrossensis. A elevacdo da taxa de hemdlise na presenca de AG e
do complexo AG/CaCl; pode ter ocorrido devido a agdo das PLA>S presentes nas peconhas de
B. mattogrossensis. Em 2014, um estudo realizado por Moura e colaboradores evidenciaram a

atividade fosfolipasica in vitro da peconha de B. mattogrossensis. Ainda, esses mesmos autores
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isolaram e caracterizaram trés PLA>s da pegonha da serpente B. mattogrossensis e constataram
que essas proteinas tinham massa molecular em torno de ~13kDa, 0 que poderiam corresponder
as fracdes 7, tanto da PB_BmatF como da PB_BmatM.

Uma grande quantidade de PLA>s da pegonha de serpentes (svPLA>S)
desencadeiam uma diversidade de fungdes em células e tecidos. Em serpentes pegonhentas estas
proteinas desempenham papel importante na toxicidade da pegonha. As svPLA»s sdo
importantes no metabolismo basal dos fosfolipidios em diversas células e exercem uma grande
variedade de comportamento frente as membranas bioldgicas. Em um processo dependente de
calcio (Ca?"), essas enzimas catalisam a hidrdlise da ligagdo éster na posicdo sn-2 dos
fosfolipidios da membrana, o que pode levar a lise celular (DEMEL et al., 1975; DENNIS,
1994; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; ZAMBELLI et al., 2017).

Cofator essencial para a catalise das PLA2s, o ion Ca?* é coordenado pelo residuo
de acido aspartico na posicdo 49 (Asp49). A associacao desse residuo com outros aminoacidos
é responsavel pela acéo catalitica exercida por estas enzimas. PLAs com lisina na posic¢éo 49
(Lys49) ndo apresentam atividade catalitica. A acdo catalitica é inviabilizada pela cadeia lateral
da Lys49, que ocupa a posicdo do ion Ca?* (SCOTT et al., 1990; LEE et al., 2001). O sitio
catalitico é constituido pelos residuos de histidina, acido aspartico, tirosina e outro acido
aspartico nas posicoes 48, 49, 52 e 99, respectivamente (ARNI; WARD, 1996; DE AZEVEDO
et al., 1999). Essas sequéncias de aminoacidos sdo altamente conservadas tanto nas Asp49-
PLA>s como nas Lys49-PLA2s (Figura 12) (ARNI; WARD, 1996).

Figura 12: Estrutura tridimensional da fosfolipase A na presenga de acido graxo e célcio.

Representacdo da estrutura terciaria da PLA; (Classe I1). Em azul escuro esta representado o ion célcio
localizado no loop de ligagdo ao Ca?*. Em azul claro esté a cadeia de &cido graxo no sitio catalitico. Os
residuos polares do sitio catalitico estdo representados em amarelo (Asp49, Asp99, His48 e Tyr52),
situados no interior das a-hélices 1 e 2 (A numeracao € realizada de acordo com RENETSEDER et al.,
1985). Imagem obtida com o emprego do programa computacional PyMol v. 1.8.4.0 (DELANO, 2002)
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Os resultados obtidos apresentaram percentual de hemdlise pouco significativo
quando a peconha bruta de B. mattogrossensis foi testado apenas na presenca de Ca®*. Estes
resultados corroboram com aqueles de outros estudos, que propuseram que as PLA2s Asp49
possuem baixa afinidade ao fon Ca®* em meio aquoso, mantendo-se cataliticamente inativas
(WACKLIN et al., 2007; TEIXEIRA, 2009). Algumas mudancas conformacionais ocorrem
quando a enzima penetra na regido hidrofobica da bicamada lipidica. Essas alteragdes tornam
0 sitio catalitico mais acessivel ao substrato e ao seu cofator, aumentando a a¢do enzimatica.
As propriedades fisicas da membrana celular e a constitui¢do lipidica podem ser, portanto,
fatores importantes para a catélise enziméatica (DE OLIVEIRA et al., 2007; WACKLIN et al.,
2007; TEIXEIRA, 2009).

Outro importante aspecto observado nos resultados foram as diferencas encontradas
nos percentuais de hemdlise quanto aos tipos sanguineos do sistema ABO. Os antigenos
eritrocitarios podem ser classificados de acordo com as fungdes bioldgicas, podendo possuir 0
papel de proteinas regulatorias, transporte, proteinas estruturais, receptores e moléculas de
adesdo. Os antigenos do sistema ABO ndo possuem fungdes bioldgicas bem elucidadas, porém
s&o bastante imunogénicos (BONIFACIO; NOVARETTI, 2009). Contudo, a funcdo destes
determinantes de carboidrato, ainda é uma questdo tentadora e elusiva a ser respondida
(WATKINS, 2001).

O gene ABO, localiza-se no cromossomo 9 e é responsavel pela expressao das
glicosiltransferases (BONIFACIO; NOVARETTI, 2009), enzimas capazes de adicionar
carboidratos sobre uma estrutura presente na superficie eritrocitaria. Os determinantes
soroldgicos do subgrupos do sistema ABO nas glicoproteinas ativas sdo residuos de a-N- acetil-
D-galactosamina para o subgrupo A, a-D-galactose para o subgrupo B e a-L-fucose para o
subgrupo H (WATKINS, 1966; HUNTER; MUNRO, 1969; BATISSOCO; NOVARETTI,
2003).

Pdde-se verificar que os tipos A e B apresentaram um maior percentual hemolitico
na presenca das peconhas de B. mattogrossensis, em contrapartida, o tipo sanguineo O
apresentou menor percentual de hemdlise. Portanto, componente(s) presente(s) nas pegonhas
de B. mattogrossensis podem estar interagindo com os acucares de membrana N-acetil-D-
galactosamina e D-galactose e, consequentemente, aumentando a acao catalitica da(s)
enzima(s) presentes nas peconhas.

Os dados obtidos através dos nossos experimentos sugerem uma importancia do
subgrupo sanguineo do sistema ABO na toxicidade dos componentes da serpente de B.

mattogrossensis sobre eritrocitos humanos, in vitro.



45

4.3 Analise das diferencas entre os sexos da espécie Bothrops mattogrossensis em relacéo
ao percentual de hemolise dos eritrocitos nos grupos sanguineos A e B

Os mecanismos fisiopatologicos da pegonha bruta de serpentes podem sofrer
variag0es de acordo com o sexo (WANDERLEY, 2014; JORGE, 2015). Para analisar a
significancia dos resultados entre machos e fémeas, foi realizado o teste t ndo pareado para cada
concentracdo de peconha testada.

As andlises dos percentuais de hemolise na presenca dos pools de peconhas de
machos e fémeas foram realizadas somente em eritrGcitos dos tipos sanguineos A e B, pois
esses apresentaram maior percentual tanto na presenca de &cido graxo como na de acido
graxo/cloreto de calcio (Figura 13).

Os eritrocitos do tipo sanguineo A, na presenca de AG, apresentaram hemolise
significativas entre machos e fémeas nas quantidades 1, 10 e 1000ug. A PB_BmatF exibiu
maior potencial hemolitico em relacdo a PB_BmatM (Figura 13A). Entretanto, na presenca da
PB_BmatM frente a eritrécitos do tipo sanguineo B foram mais hemolisados nas quantidades
de 0,1; 1 e 10ug (Figura 13B).

O percentual de hemdlise frente a eritrdcitos do tipo A, incubados com AG/CaCl;
na presenca da PB_BmatF, foi de 32 a 57%, apresentando dose dependéncia em relacdo a
quantidade de peconha analisada. Verificou-se, ainda, auséncia de lise eritrocitaria significativa
na quantidade de 1000ug, possivelmente devido a hemaglutinacdo observada na amostra
(Figura 13C). No entanto, eritrocitos do tipo B na presenca da PB_BmatM e AG/CaCl;
apresentaram maior susceptibilidade a lise quando comparados a PB_BmatF (Figura 13D).

Embora, Chippaux et al. (1991) e Menezes et al. (2006) tenham relatado que as
variagOes intraespecificas podem estar relacionadas a mudancas geograficas, idade, dieta,
variagOes sexuais e sazonais, 0s pools de peconhas PB_BmatF e PB_BmatM analisadas foram
coletados de espécimes adultos mantidos em cativeiro (serpentario), sob as mesmas condicoes
climaticas e alimentares.

As diferengas na composicdo e nas atividades bioldgicas observadas em peconhas
ofidicas extraidos de machos e fémeas vém sendo estudadas no decorrer dos anos. Contudo, 0

significado biologico das diferentes composic¢des ndo esta claro (MACKESSY, 2010).
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Figura 13: Analise das variagdes sexuais da peconha bruta de Bothrops mattogrossensis na atividade hemolitica

100 1009
—_ Tipo A+ AG _ Tipo B + AG
3\0/80 é\:/ 80 -

(<53 D
2 2
S 60 S 601

£ €

(5] D
I * T
- 40 . x x o 401 * . «
=l * * % x * % o x * x * x *
2 , ; P P - 2 : i . fod
s 20 : Eh: L . 5 201 : ; - ; :

i g
o 1 =il
] 1 1 1

A 0.1 1 10 100 1000 B 0.1 1 10 100 1000

Quantidade de Peconha Bruta (ng) Quantidade de Pegonha Bruta (ng)

100 100 7
— Tipo A + AG/CaCl, ~ Tipo B + AG/CaCl; CJ Fémea
& 80 g 804
@ . x @ Bl Macho
—_ * X —
S 60 X ; x S 60
: : i s
*
T 40 . T 40 x
o o % X *
© © I * :
s 20 s 201 x x x
. v 2 - o i
) 2 g 2 2 2 . c g S mmm  _© ——
1 1 1 ] ] 1 ] ] T 1
C 0.1 1 10 100 1000 D 0.1 1 10 100 1000
Quantidade de Peconha Bruta (ug) Quantidade de Peconha Bruta (ng)

A: PB na presenga de AG no tipo sanguineo A. B: PB na presenca de AG no tipo sanguineo B. C: PB na presenga de AG e CaCl; no tipo sanguineo A. D: PB
na presenca de AG e CaCl; no tipo sanguineo B. Comparacdo entre a taxa de hemolise de PB_BmatF e PB_BmatM sobre eritrocitos dos tipos sanguineos A e
B na presenca AG e AG com CaCl,. Controle positivo: 100% de hemolise. Controle negativo: 0% de hemdlise. Resultados expressos como média + erro padrdo
da média (EPM) (n=3). ns: ndo significante. p<0,05; *: p<0,01; **: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<<0,0001 (ANOVA e Dunnett).
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IndicacGes de variagBes sexuais nos componentes de peconhas ofidicas surgiram
apos experimentos de Marsh e Glatston, em 1974. Esses autores notaram que a fémea de Bitis
nasicornis continha invariavelmente uma proteina extra. Enquanto, Mebs e Kornalik, em 1984
descobriram que apenas na peconha de fémeas de uma Unica ninhada, estava presente uma
toxina basica, embora, essa diferenca esteja relacionada a variabilidade individual (MARSH;
GLATSTON, 1974; CHIPPAUX et al., 1991).

Furtado e colaboradores (2006), estudaram o dimorfismo sexual em B. jararaca, e
verificaram que a fémea apresentava maior tamanho a partir do 12° més de idade. Esse estudo
evidenciou que as fémeas produziam cinco vezes mais pegonha que os machos e 0 mesmo era
mais potente para atividade hemorragica e hialuronidasica, além de apresentarem maior
letalidade. No entanto, a peconha dos machos seria mais potente para atividade coagulante,
fosfolipasica e miotoxica.

Embora, as varia¢Ges do efeito hemolitico causadas pela presenca das peconhas de
B. mattogrossensis machos e fémeas tenham sido pouco significativas na maioria dos tipos
sanguineos testados, foi observado um maior percentual hemolitico na PB_BmatF em
eritrocitos do tipo A, na presenca de AG/CaCl.. Essa diferenca pode estar relacionada a uma
maior atividade fosfolipasica da PB_BmatF em relacdo a PB_BmatM, resultados estes que
divergem daqueles obtidos por Furtado et al. (2006).

Pimenta e colaboradores (2007) avaliaram, por espectrometria de massa, peptideos
de 18 espécimes de uma Unica ninhada de B. jararaca no intuito de analisar diferencas entre
machos e fémeas. Todos os animais avaliados eram nascidos e criados no mesmo laboratorio,
sobre as mesmas condicOes de habitat e dieta. Curiosamente, nas pegonhas das fémeas foram
verificados quatro novos peptideos e identificados, de acordo com o sequenciamento, como
peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs). Ainda, para esses autores, as diversidades
observadas nas pegonhas parecem ser geneticamente herdadas e impostas por questdes
evolutivas.

De-Oliveira e et al. (2016) realizando estudos com peconhas extraidas de B.
jararaca inferiram que a reorganizacdo dindmica do proteoma dessas peconhas resulta
provavelmente de uma marcante variabilidade intraespecifica. Adicionalmente, esses mesmos
autores sugeriram que a modulacdo da expressdo de toxinas pode, possivelmente, envolver
regulacdao hormonal relacionadas ao sexo.

Embora, os supracitados estudos apresentem diferencas na composicéo e atividades
bioldgicas das peconhas de machos e fémeas, informacGes sobre o porqué dessas variacoes

pertencem escassas.
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Os pools de peconhas brutas de machos e fémeas de B. mattogrossensis
apresentaram diferencas no percentual hemolitico direto e indireto. Portanto, andlises
protedbmicas acuradas sdo necessarias para evidenciar as diferencas de efeitos biologicos

causados pelo ofidismo.

4.4 Analise da agregacdo eritrocitaria observada durante a atividade hemolitica na

peconha de Bothrops mattogrossensis

Durante a realizacdo de experimentos de hemdlise direta e indireta, pode-se
observar a formacéo de agregados eritrocitarios na presenca das maiores quantidades avaliadas
de ambos os pools de pegonhas brutas de B. mattogrossensis.

No decorrer da avaliacdo do efeito hemolitico direto sobre eritrocitos dos tipos A,
B e AB, na presenca de 1000pg de PB_BmatF, evidenciou-se a formacdo de agregados
eritrocitarios. Ainda, eritrécitos do tipo A apresentaram hemaglutinacdo na presenca de
AG/CaCl, e 1000ug de PB_BmatF. Complementarmente, eritrocitos do tipo AB apresentaram
hemaglutinacdo na presenca de CaCl, (100 e 1000ug do PB), AG (1000ug do PB) e AG/ CaCl»
(1000ug do PB), no decurso da atividade hemolitica indireta. Em contrapartida, ndo foi
observado hemaglutinacdo em eritrocitos do tipo B e O durante a realizacdo da atividade
hemolitica indireta, bem como na atividade hemolitica direta em eritrocitos do tipo O.

Ocorreu hemaglutinacdo em eritrocitos dos tipos A, B e AB nas maiores
quantidades avaliadas da PB_BmatM. Pdde-se verificar a formacdo de agregados em hemacias
do tipo A durante a avalia¢do da atividade hemolitica direta (100 e 1000ug do PB) e indireta
(CaCl> + 1000ug da PB e AG + 1000ug da PB). Eritrocitos do tipo B apresentaram
hemaglutinacdo durante a atividade hemolitica direta, nas quantidades de 100 e 1000ug da PB.
Durante a realizagdo de todos os experimentos para avaliar o efeito hemolitico sobre eritrocitos
do tipo AB observaram-se aglomerados eritrocitarios na presenca das quantidades de 100 e
1000ug da PB (Figura 14). Em hemécias do tipo O foi observada uma ténue agregagédo
eritrocitaria, durante a realizacdo da atividade hemolitica direta, na presenca de 1000ug de
PB_BmatM.

Embora, tenham observados percentuais hemoliticos elevados das pe¢onhas brutas
de machos e fémeas de B. mattogrossensis frente aos eritrocitos dos tipos A e B, pbde-se
verificar um menor percentual hemolitico frente a hemacias do tipo AB. Esse percentual abaixo
do obtido pode estar relacionado a presenca de hemaglutinacéo visivel em hemacias desse tipo

sanguineo.



49

Figura 14: Aglutinagéo_eritro_citria__n_a presenca da peconha de Bothrops mattogrossensis.
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A: Eritrécitos do tipo AB na presenca de 1000ug da PB_BmatM. B: Eritrécitos do tipo AB na presenca
de 100ug da PB_BmatM. Observou-se hemaglutinacdo mais forte na maior quantidade das pegonhas de
machos e fémeas de B. mattogrossensis avaliadas, enquanto que, nas concentraces de 100ug observou-
se hemaglutinacdo menos intensa (Fonte: Pesquisa direta, 2015-2016).

A hemaglutinacdo observada, especialmente em eritrocitos do tipo AB, pode
indicar a presenca da lectina tipo C (LTC) na pegonha de machos e fémeas de B.
mattogrossensis. A LTC esta presente nas peconhas de serpentes da familia Viparidae, Elapidae
e Crotalidae (MACKESSY, 2010). Essa proteina possui dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) encontrado na regido C-terminal da proteina (CASTANHEIRA et al.,
2013), e podendo induzir aglutinacéo eritrocitaria (GARTNER; OGILVIE, 1984).

De acordo com as caracteristicas estruturais e atividades biologicas desencadeados
por essa proteina, verificou-se que a LTC liga-se a carboidratos especificos (lactose e galactose)
(MORITA et al., 2004; LU et al., 2005; JORGE, 2015). Eritrocitos do tipo A apresentam 0
carboidrato a-N-acetil-D-galactosamina , enquanto os do tipo B possuem a a-D-galactose;
consequentemente, os do tipo AB apresentam ambos e do tipo O, nenhum desses.
Considerando, tais carboidratos da membrana eritrocitaria, pode-se inferir que a maior atividade
hemaglutinante observada no AB refere-se a especificidade da LTC aos dois tipos de
carboidratos.

As Snaclecs (Lectinas tipo C-simile/ LTC- simile), embora sejam proteinas
conservadas estruturalmente, ndo reconhecem carboidratos pois, apresentarem dominio
incompleto ou auséncia de dominio (MORITA et al., 2004; LU et al., 2005; CLEMETSON et
al., 2010; ARLINGHAUS; EBLE et al., 2012; JORGE, 2015).
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Algumas lectinas causam agregacdo eritrocitaria de modo dose dependente
(OGAWA, 2005). Embora, tenha sido percebido que quanto maior a quantidade dos pools de
peconhas brutas testadas maior a presenca de hemaglutinacdo visivel, dessa forma, estudos
adicionais sdo necessarios para identificar as LTC e confirmar efeito de dose dependéncia na
peconha de B. mattogrossensis.

Em 2012, Nolte e colaboradores sugeriram que as lectinas possam ser utilizadas em
aplicacdes terapéuticas. Esses autores, verificaram que lectinas purificadas da peconha de B.
jararacussu apresentaram efeitos citotoxicos em células de carcinoma gastrico. Ainda, 0s
mesmos autores descreveram que o efeito citotoxico observado ocorria devido a interacdo direta
das lectinas com glicanos presentes na superficie celular, promovendo a desorganizacdo dos
filamentos de actina e provocando apoptose.

BIL (lectina ligante de galactosideo), uma lectina isolada da espécie B. leucurus,
induziu citotoxicidade em células cancerigenas do tipo melanoma apds interagir com a
membrana mitocondrial. Além disso, foi descrito que a referida interacdo ocorreu a partir da
desregulacdo hemostatica do céalcio e inducdo da abertura dos poros de transicdo de
permeabilidade (MPT) (ARANDA-SOUZA et al., 2014).

BJcuL, outra lectina tipo C isolada da peconha de B. jararacussu provocou ativagao
em macr6fagos humanos, in vitro, apds interagir com os glicoconjugados da membrana celular
(DIAS-NETIPANY I etal., 2016). Ademais, Sartim et al. (2017), descreveram que essa proteina
apresentou outras atividades bioldgicas, como a inducdo de apoptose e interrupcdo da estrutura
de biofilme microbiano.

Diante do acima exposto, esses estudos indicaram que a lectina tipo C possui grande
potencial farmacoldgico para o tratamento do cancer, gerando perspectivas para elucida-las
estruturalmente e, consequentemente, inferir sua fun¢do no envenenamento (CASTANHEIRA
etal., 2013; PIRES et al., 2017).

4.5 Avaliacdo do potencial oxidante e antioxidante da peconha bruta de Bothrops

mattogrossensis

A toxicidade da pegonha ofidica esta associada, também, ao estresse oxidativo
desencadeado por seus componentes. O percentual de oxidacdo de hemoglobina a
metahemoglobina (mHb) foi aferido, por espectrofotometria, na presenca e na auséncia de um
agente oxidante, a fenilhidrazina. Os percentuais de metahemoglobina considerados normais
compreenderam entre 1,9 a 3,8% (NAOUM et al., 2004).
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Durante a realizacdo de experimentos para avaliar a atividade oxidante, as
hemoglobinas, na presenca dos pools das peconhas brutas de machos e fémeas de B.
mattogrossensis, ndo foram oxidadas a metahemoglobina. No entanto, p6de-se observar que na
quantidade de 1000g de ambos as peconhas e na quantidade de 100ug da PB_BmatM, houve
menor formagdo de metahemoglobina quando comparado ao controle negativo. Os controles
negativos foram 4,0 e 3,5% para os pools de PB_BmatM e PB_BmatF, respectivamente (Tabela
4).

Tabela 4: Atividade oxidante na presenca das peconhas brutas de Bothrops mattogrossensis machos e
fémeas sobre a hemoglobina

Taxa de oxidagdo (Y%omHb)
0,1ug 1ug 10ug 100ug 1000pug

PB_BmatM | 3,7+0,087 3,9+0,220 3,7+0,046 3,1+0,118** 2,8+0,217***

PB_BmatF | 3,2+0,235 3,1+0,038 3,4+0,118 3,240,159 2,6+0,094**

O controle negativo: 4% para PB_BmatM e 3,5% para PB_BmatF. Resultados expressos como média +
erro padrdo da média (EPM) (n=3). **: valor de p<0,001 e ***: valor de p<0,0001 (ANOVA e Dunnett).

Os pools das peconhas brutas de B. mattogrossensis ndo apresentaram potencial
antioxidante sobre hemoglobina humana na presenca do agente oxidante fenilhidrazina. O
percentual de metahemoglobina para o controle positivo correspondeu a 52% para a
PB_BmatM e 53% para a PB_BmatF (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade antioxidante na presenca da pe¢onha bruta de Bothrops mattogrossensis machos e
fémeas sobre a hemoglobina

Taxa de oxidagdo (Y%omHb)
0,1ug 1ug 10ug 100ug 1000ug

PB_BmatM | 50,1+2,598 54,240,822 56,910,335  56,9+2.280 56,9+0,663

PB_BmatF 44,3+1,655 45,4+1,346 48,1+4,943  49,3+1,219 49,9+4,596

Resultados expressos como média * erro padrdo da média (EPM) (n=3). O controle positivo: 52% para
PB_BmatM e 53% para PB_BmatF.

Izidoro (2014) descreveu que 0 mecanismo enzimatico da LAAO produz, como um
dos produtos de sua acdo enzimatica, o peroxido de hidrogénio e que esse apresenta efeito
altamente toxico sobre acidos nucléicos, proteinas e membranas celulares. Essas espécies
reativas de oxigénio (ROS) possuem acao direta em células provocando necrose ou apoptose.

Embora, a presenca de uma LAAO na peconha de B. mattogrossensis ja tenha sido relatada por
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Okubo et al. (2012), ndo foram observados, em nossos estudos, efeitos oxidantes sobre
hemoglobina humana na presenca dos pools das pegonhas brutas de B. mattogrossensis.

Haffor e Al-Sadoon (2008) avaliaram, in vivo, a producdo de espécies reativas de
oxigénio apds injecdo intraperitoneal da peconha bruta da serpente Cerastes cerastes gasperetti,
e constataram que houve a reducéo na producdo de radicais livres em relagdo ao grupo controle.
Desse modo, esses autores sugeriram que a peconha pode conter um fator que estaria ativando
a defesa antioxidante biologica dos animais utilizados suprimindo, portanto, a producéo de
espécies reativas de oxigénio.

Em 2010, Ferreira avaliou, in vivo, o efeito neuroprotetor e/ou neurotéxico de
peptideos de baixa massa molecular de trés peconhas de serpentes do género Bothrops. Como
resultado, verificou que as fragdes peptidicas obtidas de B. atrox e B. jararaca, inibiram a
producédo de peroxido de hidrogénio (H20), apresentando potencial efeito neuroprotetor em
cérebros de ratos. Contudo, esse autor descreveu que a fracdo peptidica proveniente de B.
pirajai é capaz de induzir estresse oxidativo, sendo potencialmente neurotoxica.

Em outro estudo, dessa vez com o veneno da formiga Dinoponera quadriceps,
Lopes et al. (2013) descreveram a ocorréncia tanto de efeito antioxidante quanto de proé-
oxidante, causados por esse veneno, em cérebros de ratos. Essa ambiguidade nesses resultados
pode estar relacionada a via de administragdo do veneno bruto; pois experimentos realizados
por administracdo via intraperitoneal reduziram os parametros de estresse oxidativo no cértex
pré-frontal, enquanto que aqueles realizados por via endovenosa causaram o efeito oposto.
Portanto, segundo esses autores, a via de administracdo intraperitoneal poderia reter
componentes de elevada massa molecular presentes no veneno de Dinoponera quadriceps
desencadeando um efeito neuroprotetor.

Yamachita (2013) narrou que as atividades bioldgicas caracteristicas da peconha
das serpentes do género Bothrops apresentam ampla complexidade, uma vez que diferentes
proteinas sdo capazes de induzir um unico efeito, ativando-se sinergicamente; ou uma unica
proteina é capaz de desencadear mais de um efeito.

A diversidade de efeitos toxicos produzidos por peconhas ofidicas pode ser
justificada pela coexisténcia tanto de proteinas pro-oxidantes quanto antioxidantes. Este estudo
descreve, pela primeira vez, uma reducdo, estatisticamente significativa, na oxidacao
espontanea da hemoglobina na presenca da peconha bruta de B. mattogrossensis. Contudo, o
emprego de metodologias complementares podera detalhar melhor os efeitos causados pelos

radicais livres no empegonhamento botropico.
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4.6 Avaliacdo do efeito coagulante causado pelas peconhas brutas de Bothrops

mattogrossensis

O efeito coagulante, in vitro, dos pools da peconha de machos e fémeas de B.
mattogrossensis sobre o plasma humano citratado foi avaliado através da observagdo do tempo
de formacdo de codgulos. Como resultado geral, observou-se que ambas as pegonhas
apresentaram rapida coagulacdo em plasma humano citratado.

Os pools das peconhas brutas de B. mattogrossensis apresentaram dose dependéncia
em relacdo a quantidade testada e o tempo de coagulacdo observado. Na menor quantidade
avaliada (1,25ug) da PB_BmatM a formacédo de codgulo ocorreu apds 29 segundos, enquanto
gue na maior quantidade (10pug) o tempo foi de 10 segundos. Na presenca da PB_BmatF, a
formacéo do coagulo aconteceu ap6s 31 segundos na quantidade de 1,25ug e 14 segundos com
10pg.

Os resultados obtidos foram comparados, estatisticamente, com dois controles: um
de via intrinseca, o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e outro de via extrinseca,
0 tempo de protrombina (TP). Foram constatadas diferencas significativas na comparacdo do
tempo de coagulacdo de todos os resultados obtidos com o TTPA, enquanto que, quando
comparados ao TP, somente a PB_BmatM nas quantidades de 1,0 e 2,0ug ndo apresentou

diferengas significativas (Figura 15).

Figura 15: Atividade coagulante das peconhas brutas de Bothrops mattogrossensis.
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Avaliacdo do efeito coagulante da peconha bruta de fémeas e machos de B. mattogrossensis sobre o
plasma humano citratado. TP: Tempo de Protrombina; TTPA: Tempo de Tromboplastina Ativada; PB:
peconha bruta. Resultados expressos como média + erro padrdo da media (EPM) (n=3) - ns: ndo
significante. valor de p<0,05; * ou o: valor de p<0,01; ** ou o0o: valor de p<0,001; *** ou ooo: valor de
p<0,0001 e **** ou 0000: valor de p<<0,0001 (*: PT e 0: APTT).
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Para a anélise comparativa da atividade coagulante da PB_BmatF e PB_BmatM foi
aplicado o teste t ndo-pareado. Os dados obtidos foram estatisticamente significativos nas
quantidades de 2,5 (p<0,05) e 10ug (p<0,05), nas quais a PB_BmatM apresentou maior
potencial coagulante.

Durante a realizacdo do experimento de coagulacdo, o aspecto visual dos coagulos
formados pela adicdo de todas as quantidades testadas de PB_BmatM e PB_BmatF puderam
ser descritos como coagulos de aparéncia turva, consistente e estavel (Figuras 16A e C). Da
mesma forma, o aspecto fisico do coagulo controle formado com o emprego dos testes de
coagulacdo PT HEMOSTASIS Ref. 501 e TTPA HEMOSTASIS Ref. 502 foi semelhante aos
observados na PB_BmatF e PB_BmatM (Figura 16B).

A atividade coagulante exercida pela peconha da serpente B. mattogrossensis foi
evidenciada, pelos resultados obtidos, como uma atividade dose dependente, corrobora com o
estudo realizado por Moura et al. (2014). Nesse mesmo estudo, Moura et al. (2014) apontaram
que a dose minima de coagulacdo (DMC) (quantidade de peconha capaz de coagular o plasma
em 1 minuto), foi de 0,325ug, tal qual verificou-se nos dados estimados em nossos

experimentos.

Figura 16: Aspecto fisico dos codgulos formados na presenca dos pools de B. mattogrossensis, do
tempo de protrombina (TP) e do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA).
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A: P: 300pL de plasma humano citratado; Bmd e Bm@Q: coagulos formados pela presenca da
PB_BmatM e PB_BmatF, respectivamente. B: Coagulos formados com a utilizacdo do teste de
coagulacdo PT HEMOSTASIS Ref. 501 (TP) e do teste de coagulacdo TTPA HEMOSTASIS Ref. 502
(TTPA). C: Aspecto fisico do coagulo formado na presenca da PB_BmatM (Fonte: Pesquisa direta,
2016).

Na década de 50, os pesquisadores ja tinham indicios de que enzimas presentes na
peconha de serpentes tinham a capacidade de acelerar a coagulacdo sanguinea (SERRANO;
MAROUN, 2005). Desde ent&o, estudos sobre a composi¢éo e atuagdo de cada componente das

peconhas ofidicas estdo sendo realizados.
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Rosing et al. (2001) afirmaram que, para quase todos os fatores da cascata de
coagulacdo, ha uma protease de peconha ofidica que pode ativa-lo. Os aspectos fisicos
observados nos coagulos dos pools das peconhas de B. mattogrossensis podem estar
relacionados a ativacdo de fatores de coagulacéo especificos.

A peconha botropica atua em trés locais distintos da cascada de coagulag&o:
diretamente sobre o fator X, sobre a protrombina (fator 11) e sobre o fibrinogénio (fator I)
(CASTRO, 2006). O fator X, quando ativado, inicia via comum formando o complexo
protrombinase (formado pelos fatores Va e Xa, na presenca do Ca?*), enquanto que, o fator I
é ativado em trombina (fator l1a) pelo complexo protrombinase e o fibrinogénio é convertido
em fibrina pela agdo da trombina (na presenca de Ca?*). Contudo, até 0 momento, nio existem
estudos que descrevam como a peconha de B. mattogrossensis atua na hemostasia secundaria.

As serinoproteases estdo diretamente envolvidas em eventos proteoliticos causando
distarbios na hemostasia observados durante o envenenamento (SERRANO; MAROUN,
2005). Isabel e colaboradores (2016) isolaram a rBpSP-Il, proteina do tipo serinoprotease
extraida do veneno de B. pauloensis e essa enzima apresentou atividade trombina-like. De
acordo com Mackessy (2010), as serinoproteases apresentam massa molecular em torno de 31
a 36kDa. Esses dados sugerem que as frlOF e frOM presentes nas pegonhas de B.
mattogrossensis podem corresponder a serinoproteases. Portanto, essas enzimas poderiam estar
desencadeando o efeito potencialmente coagulante dessas peconhas no plasma citratado

humano.

Diaz et al. (1995) e Kerns et al. (1999) sugeriram que fosfolipases A> (PLA?) de
peconhas de serpentes inibem a formacdo do complexo protrombinase por interacdo direta com
o fator Xa o que, por consequéncia impede a coagulagdo. Durante a anélise visual do coagulo
formado pela presenca das peconhas de B. mattogrossensis foi verificado que uma diminuta
parcela do plasma ndo compunha o codgulo (Figura 16C). Adicionalmente, o plasma néo
coagulado apresentou-se menos viscoso em relacdo ao plasma utilizado, fato que pode ser
explicado devido & agdo das PLA:.

Estudos com a peconha de Bothrops jararaca apontaram que esse poderia ativar 0s
fatores I, 11, V, VIl e X, enquanto que a peconha de B. atrox atuaria nos fatores V, VIII e XIllII
da cascata de coagulacdo (HATI et al., 1999; CASTRO, 2006). O controle de coagulacao
realizado com o emprego do kit de coagulagdo PT Hemostasis continha tromboplastina (fator
I11) extraida do cérebro de coelho, a qual desencadeia 0 mecanismo de coagulacdo da via

extrinseca formando, com o fator VIl um complexo dependente de Ca?".
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Os resultados obtidos referentes a atividade coagulante da PB_BmatM, de acordo
com as analises estatisticas, apresentaram semelhancas no tempo de formagdo do coédgulo
quando comparado ao controle para via extrinseca. Esses resultados corroboram com os dados
obtidos para peconha de B. jararaca descritos por Hati et al., (1999) e Castro (2006).
Adicionalmente, estudos filogenéticos feitos por Fenwick et al. (2009) agruparam B. jararaca
e B. mattogrossensis no mesmo clado ratificando a atuagdo da PB_BmatM na via extrinseca.

Em relacdo as diferencas sexuais, o pool de peconha bruta de machos de B.
mattogrossensis apresentou maior potencial coagulante em relacdo ao pool da peconha das
fémeas. Estudo realizado por Furtado et al., em 2006, também verificou maior potencial de
coagulacao significativo (p<0,001), na peconha de machos de B. jararaca. Contudo, no estudo
realizado por Silva, em 2001, em pools de machos e fémeas de B. leucurus, verificou-se que o
pool de fémeas apresentava veneno bruto com maior potencial coagulante que o pool dos
machos. Logo, o grau de coagulopatia pode variar tanto em relacdo as diferencas sexuais de
uma mesma espécie quanto devido as diferencas sexuais em espécies diferentes do género
Bothrops.

BpirSP-39 e BmooSP sdo serinoproteases isoladas das peconhas de B. pirajai e B.
moojeni, respectivamente. Zaqueo e colaboradores (2014) descreveram que a BpirSP-39
apresentou massa molecular de 39kDa, atividade dose-dependente em relacdo ao tempo de
coagulacao e verificaram ainda que esta enzima ativa o fator XI1I da cascata de coagulacéo, em
contraste com a maioria das peconhas ofidicas. Enquanto que, Oliveira et al. (2016) relataram
gue a BmooSP apresentou atividade coagulante in vitro e sugeriram a utilizacdo dessa enzima
para fins terapéuticos devido a reducdo dos niveis de fibrinogénio no plasma, e como possivel
substituicdo nas suturas tradicionais em pequenas cirurgias.

Clemetson e colaboradores (2007) disseram que as proteinas da peconha de
serpentes fornecem ferramentas Uteis para explorar os mecanismos hemostaticos. Esses
mesmos autores, afirmaram que essas enzimas foram utilizadas na identificagéo e isolamento
de novos receptores plaquetarios, bem como no fornecimento de agonistas especificos para
descrever as vias de sinalizagdo desses receptores. Assim, os efeitos biolégicos desencadeados
por componentes de peconhas ofidicas podem ser utilizados tanto para diagnostico quanto para
terapéutica (CLEMETSON et al., 2007).

Embora os pools das pegonhas brutas de fémeas e machos de B. mattogrossensis
tenham apresentado caracteristicas semelhantes quanto a composi¢do, foram verificadas
diferencas quanto a toxicidade. Dessa maneira, os resultados obtidos poderédo ser usados como

premissas de analises, in vivo, dos efeitos toxicos desencadeados pelo envenenamento por B.
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mattogrossensis €, quica, abrir novas indagacdes e buscas sobre sua atuacdo detalhada frente
aos diferentes tipos sanguineos do sistema ABO.
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5 CONCLUSAO

Os pools das peconhas brutas de machos e fémeas de B. mattogrossensis apresentaram
perfis cromatograficos e eletroforéticos semelhantes.

Os eritrécitos dos tipos sanguineos A e B apresentaram maior percentual de hemdlise
na presenca de ambas as peconhas. O maior percentual hemolitico foi observado em

eritrécitos do tipo A, na presenca da PB_BmatF.

Constatou-se efeito hemaglutinante das peconhas avaliadas sobre eritrocitos de todos 0s
grupos sanguineos do sistema ABO; exceto eritrécitos do tipo O na presenca da
PB_BmatF.

Os pools de peconhas brutas de machos e fémeas de B. mattogrossensis néo
apresentaram perfil oxidante e antioxidante. Contudo, pdde-se constatar redugdo do

percentual de metahemoglobina na presenca das peconhas.

O tempo para a formacdo do coagulo plasmatico foi indiretamente proporcional a
quantidade das peconhas brutas utilizados. Foi possivel evidenciar que a PB_BmatM

apresentou maior potencial coagulante.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizar estudos protedbmicos mais detalhados para identificar com maior precisao as

proteinas presentes nestas peconhas.

e Realizar novas atividades bioldgicas para verificar as variagdes sexuais relacionadas a

peconha de B. mattogrossensis.

e Aplicar novas metodologias para verificar os efeitos dessas pe¢onhas na producdo de

radicais livres.
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Universidade Catélica Dom Bosco
Instituicdo Salesiana de Educagao 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 alfernatus e Crotalus durissus codigo/n®: B. m/s8-0021, oriundas do
plantel do Bioterio/UCDB com o numero de registro 718.682, junto ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, localizado no campus da Universidade
Catolica Dom Bosco, situada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd. Seminario, CEP 79117-900,
Cx.P. 100 em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.
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MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminério - 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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Universidade Catélica Dom Bosco
Instituigdo Salesiana de Educagéo Superior

Biotério MSMT — UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 07 de Marco de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 02 eppendorf, contendo 0,7145 gramas e 0,8171 gramas de veneno liofilizado de
serpentes do género Bothrops mattogrossensis e Crotalus durissus codigo/n®: B. m/s8-0021,
oriundas do plantel do-Biotério/lUCDB com ¢ nimero 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.

Paula Heiena Santa Rita
Biotério/lUCDB

MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminario = CEP: 79117-900.- CAMPO GRANDE - MS - BRASIL
CNPJ/MEF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br
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Universidade Catélica Dom Bosco
Instituicéo Salesiana de Educagio Superior

Biotério MSMT — UCDB / BioToxX

Missao Salesiana de Mato Grosso B lOterO

Campo Grande-MS, 09 de Dezembro de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 02 frascos contendo 1.65 gramas e 0,93 gramas cada u:n de veneno cristalizado de
serpentes do género Bothrops matfogrossensis codigo/n®: B. mis8-0021, oriundas do plantel do .
Biotério/lUCDB com o nimero de registro 718.682, junto ao Institutc Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, localizado no campus da Universidade Catélica
Dom Bosco, siwada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd. Seminaric. CEP 79117-900, Cx.P. 100
em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

- Paula Helena Santa Rita
Biotéric/UCDB

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 33172-3301 - www.ucdb.br
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Campo Grande-MS, 25 de Agosto de 2015.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 02 frascos contendo 0,110 e 0,381 gramas de veneno cristalizado de serpentes do
género Bothrops matogrossensis 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.
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CNPJ/MF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br




ACORDO DE COOPERACAO TECNICA E
CIENTIFICA 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 Cooperacao Técnica e Cientifica, regido pelas
clausulas e condicoes 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 formacao de recursos humanos e obtencao
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 implementacao dos objetivos deste Acordo sera
realizada em conformidade com as descricoes constantes do documento anexo
denominado Plano de Trabalho, o qual, uma vez rubricado pelas participes
passa a integrar o presente instrumento, independentemente de transcri¢cao sob a
forma de termos aditivos.

SUBCLAUSULA SEGUNDA - As atividades de aprofundamento do conhecimento
técnico-cientifico de qualificacao e capacitacao incluem a participacao 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, poderao ser
executadas nas areas fisicas, complexos educacionais e de treinamentos

estabelecidos em ambas as instituicoes.

A



CLAUSULA TERCEIRA - DA COORDENACAO

A Coordenacao do objeto deste Acordo ficara, por parte da UFPB, sob a
responsabilidade da Professora DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR,
Matricula SIAPE 1775477, Coordenadora do Laboratorio 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 execucao, determinando o que for necessario para a
regularizacao 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 acdes 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 biolégico (veneno bruto e/ou toxinas isoladas
de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus) para realizacao de
experimentos biologicos propostos nos objetivos do presente Acordo;

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

II - OBRIGACOES 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 acoes voltadas a execucao dos objetivos
propostos no presente acordo e seus termos aditivos;

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

c) Permitir acesso a infraestrutura e aos materiais consumiveis disponiveis no
Laboratorio de Cristalografia de Proteinas - CPr-Lab ou em demais
laboratorios parceiros para proporcionar condi¢ées necessarias para executar
0s 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



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 caracterizacao biofisicoquimicamente dos venenos brutos e as
fracoes isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

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

CLAUSULA QUINTA - DOS RECURSOS HUMANOS

Os recursos humanos utilizados pelas partes convenentes na execucao deste
Acordo, na condicao de empregado, autonomo, 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 execucao do presente Acordo nao havera transferéncia ou repasse de
recursos financeiros de quaisquer naturezas entre as Instituicoes 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 S (cinco) anos, a contar da data de sua
assinatura.

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

CLAUSULA OITAVA - DA RESCISAO

Por decisao, 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¢oes por um dos contratados e, a parte
prejudicada podera rescindir o presente Acordo, mediante simples comunicacao,
escrita e fundamentada, a outra, respondendo a parte inadimplente pelas perdas

L)

=



e danos decorrentes, ressalvadas as hipoteses de caso fortuito ou de forca maior,
devidamente caracterizadas.

CLAUSULA NONA - DO FORO

Para a solucao de quaisquer controvérsias porventura oriundas da execucao
deste Acordo, em relacao as quais nao tenha havido entendimento amigavel, as
partes elegem o Foro da Justica Federal da Cidade de Joao Pessoa-PB, com
renuncia 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

N -—&-WMOZ)\
Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Reitora da Universidade Federal da Paraiba

Testemunhas:




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.

TAERN
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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, toxicos, farmacolégicos 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 realizacao de estudos
bioquimicos, toxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos e/ou toxinas isoladas de
peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus na tentativa de melhor compreender o(s)

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

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

III - METAS

Meta

Descricdo 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 compdoem peconhas de serpentes dos
géneros Bothrops e Crotalus;

outubro/2014

outubro/2019

Caracterizar efeitos toxicos, bioquimicos e farmacolégicos das
fracoes proteicas inéditas isoladas no desenvolvimento deste
projeto e/ou fracées proteicas isoladas na presenca de inibidores
naturais e/ou sintéticos através de ensaios biologicos;

outubro/2014

outubro/2019

Cristalizar e/ou co-cristalizar (na presenca de inibidores naturais
e/ou sintéticos) fracoes proteicas isoladas de peconhas 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
estacoes 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 difracao de
raios X;

abril/2015

outubro/2019

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

junho/2015

outubro/2019

Analisar as regides imunogénicas das diferentes PLA2s botrdopicas
e crotalicas 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 graduacao e pos-graduacao a fim de inseri-
los na comunidade cientifica e repassar a metodologia
experimental utilizada para obtencao de estruturas oligoméricas
de macromoléculas biolégicas.

outubro/2014

outubro/2019

10

Realizar estudos computacionais (topolégicos, docking, de
dinamica molecular e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas
pertinentes as PLA2s isoladas de peconhas de serpentes e sugerir
possiveis moléculas inibidoras das atividades toxicas e
farmacologicas desencadeadas por estas enzimas;

fevereiro/2015

outubro/2019

11

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

outubro/2014

outubro/2019

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

IV - DECLARACAO DO CONVENENTE E APROVACAO DO CONCEDENTE

Declaracao

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 o6rgao ou
entidade da Administracao Publica Federal, Direta e Indireta, que impeca a celebracao
do presente Acordo de Cooperacao Técnica.

Pede Deferimento,

Campo Grande - MS, 21 de outubro de 2014. - [] JOSE 1

Aprovacao

Aprovo,

U(/O —( 'Lt[\d\ (U¢ jb\

Joao Pessoa - PB, 21 de outubro de 2014. MARGARETH DE FATIMA FORMIGA}MELO DINIZ
Reitora da UFPB




ANEXO 3: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

HOSPITAL UNIVERSITARIO Qﬂobopori mo
LAURO WANDERLEY/UFPB asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS TOXINOLOGICOS, BIOQUIMICOS E FARMACOLOGICOS
COMPARATIVOS ENTRE OS VENENOS BRUTOS DE Bothrops mattogrossensis

Pesquisador: SARAH DE SOUSA FERREIRA

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 60002616.7.0000.5183

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

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.806.897

Apresentacéo do Projeto:

O projeto apresentado agora, em sua segunda versdo, compora uma dissertacao de mestrado e mostra que
0 veneno de serpentes peconhentas é rico em principios ativos e que a busca por novos compostos que
possuam eficacia terapéutica e que atuem em diversos tipos de atividade bioldgica, associado a resultados
promissores de alguns estudos, justificam o grande interesse pela toxina do veneno de serpentes,
especialmente na area farmacolégica. O presente estudo sera experimental, laboratorial “in vitro” e utiliza a
analise qualitativa dos dados. O fracionamento dos componentes protéicos do veneno bruto extraido de B.
mattogrossensis por HPLC e em seguida serd avaliado a atividade as fragdes do veneno frente as células
sanguineas da linhagem vermelha.

Objetivo da Pesquisa:

Como obijetivo primario:

- O projeto propde avaliar efeitos bioquimicos, téxicos e farmacoldgicos de um pool veneno bruto extraido
deserpentes brasileiras de Bothrops mattogrossensis, bem como correlacionar com os efeitos bioldgicos
desencadeados por este veneno na tentativa de melhor compreender os possiveis mecanismos de acao
destes compostos quimicos.

Como objetivo secundario:

- Avaliar a composi¢cdo molecular do veneno de Bothrops mattogrossensis por fracionamento e

Enderego: Hospital Universitario 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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Péagina 01 de
caracterizagdo da massa molecular;

- Realizar experimentos para avaliar as atividades citotdxicas através da agdo hemolitica e sobre afragilidade
osma@tica de eritrocitos humanos dos grupos sanguineos A, B e O na presenca do veneno bruto extraidos de
Bothrops mattogrossensis;

- Correlacionar a composi¢cdo molecular e a espécie da serpente com os efeitos toxicos desencadeados
porcada amostra de veneno em analise;

- Quantificar os efeitos oxidante e antioxidante do veneno bruto de B. mattogrossensis sobre
eritrécitoshumanos;Determinar os efeitos coagulante e anticoagulante do veneno bruto de B.
mattogrossensis sobre plasma citratado humano;

- Correlacionar a composi¢do molecular com os efeitos bioguimicos desencadeados pelo veneno em estudo;-
Correlacionar a composicdo molecular e a espécie da serpente com os efeitos farmacolégicos
desencadeados por cada amostra de veneno em estudo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores apresentam como riscos:

- Coleta de sangue venoso.

- Os participantes podem apresentar dor, vermelhiddo e desconforto no momento da coleta.

- Porém é destacado pelos pesquisadores que raramente ocorrerdo desmaios ou inflamacao no local da
coleta.

Como beneficios os pesquisadores destacam:

- A compreensdo do mecanismo de acdo do veneno de serpentes brasileiras da espécie Bothrops
mattogrossensis,

- Proposta de ferramentas terapéuticas para a industria farmacolégica.

Além disso, os pesquisadores apresentam com critério de incluséo participantes da pesquisa, pessoas com

idade acima de 18 anos, aparentemente saudaveis, que ndo tenham feito uso de medicamento nos ultimos

dez dias, tenham feito jejum de no minimo 4 horas antes da coleta e que concordem em assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores apresentaram fundamentacdo adequada da pesquisa, embasando todas as etapas e
apresentando a importancia do desenvolvimento do projeto e uma alternativa futura de uma ferramenta
farmacoldgica. O presente estudo é experimental, laboratorial “in vitro” e utilizara a analise qualitativa dos
dados. Os eritrocitos humanos serdo cedidos para a pesquisa pela Agéncia Transfusional do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da cidade de Jo&do Pessoa, estado

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

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.059-900

UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
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da Paraiba, A coleta de sangue venoso ocorrera no Laboratério de 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 Jodo Pessoa, estado da Paraiba. O sangue venoso sera coletado no més de janeiro
de 2017 e o dia de coleta sera de acordo com a disponibilidade dos voluntarios. O sangue devera ser coletado
por profissionais adequados seguindo sempre as normas técnicas e regras de biosseguranca estabelecidos
pelo Ministério da Saude, Brasil. O armazenamento e a utilizacdo do material biolégico serdo realizados de
acordo com a resolucdo CNS N° 441, de 12 de maio de 2011. Para a analise de dados sera utilizado o software
GraphPad Prism 6 para Windows.

Todas as amostras serdo realizadas em triplicata. Serdo consideradas para a analise estatistica a média +/o0
erro padrdo da média, mediana e os dados serdo analisados por analise de variancia (ANOVA) seguido do
pos teste de Bonferroni para multiplas médias ou teste de Kruskal-Wallis e Dunn's para a medianas e as
diferencas significativas de valores considerando p < 0,05, representardo intervalo de confianca de 95%. Os
participantes da pesquisa serdo voluntarios, escolhidos aleatoriamente, que concordem em assinar o TCLE,
podendo desistir a qualquer momento de participar da pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:

Os pesquisadores apresentaram todos os documentos solicitados por este comité como:
- Declaragdo de Instituicéo e Infraestrutura;

- Folha de Rosto da plataforma Brasil;

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

- Projeto detalhado;

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

- Declaragéo dos pesquisadores;

Recomendacgdes:

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 apés o desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de alteracao de titulo, mudanca
de local da pesquisa, populacéo envolvida, entre outras, o pesquisador responsavel devera solicitar a este
CEP, via Plataforma Brasil, aprovacao de tais alteracdes, ou buscar devidas orientacdes.

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

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 58.059-900
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Os pesquisadores atenderam a todas as solicitacdes que ficaram pendentes na versdo anterior do projeto
como atualizaram os protocolos de pesquisa conforme a resolucdo 466/2012; Além disso, o TCLE se adequou
a resolugéo 411/2011 do CNS, que versa sobre a coleta e armazenamento e utilizagdo de material bioldgico
em protocolos de pesquisa.

Dessa forma atendido todos os critérios deste comité, o projeto foi aprovado para inicio das pesquisas.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos o parecer de APROVACAO emitido pelo Colegiado do CEP/HULW, em Reunido Ordinaria
realizada no dia 25 de outubro 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 responsével 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 apds analise das razbes 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 acdo imediata.

. Eventuais modificacbes 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 seré realizada
ofereca condic¢des plenas de funcionamento garantindo assim a seguranca 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 maximo 30 dias
apos o seu término ao CEP/HULW, via Plataforma Brasil, para emissao da Certidao Definitiva por este CEP.

Enderego: Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagbes PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 10/10/2016 Aceito
Basicas do Projeto [ROJETO_777165.pdf 12:06:02
TCLE/ Termos de |TCLENOVO.pdf 10/10/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito
Assentimento / 12:04:42 FERREIRA
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de TermoPesquisadorNOVO.pdf 10/10/2016 |SARAH DE SOUSA Aceito
Pesquisadores 12:.03:34 |FERREIRA
Outros CartarespostaNOVO.pdf 10/10/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito
12:02:41 |FERREIRA

Projeto Detalhado / | Projeto_finaINOVO.pdf 10/10/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito

Brochura 12:00:45 |FERREIRA

Investigador

Cronograma CronogramaNovo.pdf 10/10/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito
12:00:16 |FERREIRA

Projeto Detalhado / | Projeto_final.pdf 10/10/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito

Brochura 11:53:56 |FERREIRA

Investigador

Declaracéo de TermoPesquisador.pdf 10/10/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito

Pesquisadores 11:53:30 FERREIRA

Cronograma Cronograma.pdf 10/10/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito
11:51:03 FERREIRA

Outros TermoDeCompromisso.pdf 16/09/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito
11:43:54 FERREIRA

Outros FICHADECADASTRO.pdf 16/09/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito
00:25:46 FERREIRA

Orgamento orcamento.pdf 16/09/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito
00:20:05 |FERREIRA

Projeto Detalhado / |Projeto_final_OK.pdf 16/09/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito

Brochura 00:17:36 FERREIRA

Investigador

TCLE / Termos de |termo.pdf 16/09/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito

Assentimento / 00:16:51 FERREIRA

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto scan.pdf 15/09/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito
23:02:04 FERREIRA

Endereco:
Bairro:
UF: PB
Telefone:

Hospital Universitario Lauro Wanderley - 2° andar -

Cidade Universitéaria
Municipio:

(83)3216-7964

CEP: 58.059-900
JOAO PESSOA
(83)3216-7522

Fax: E-mail:

Campus | - UFPB.

comitedeetica@hulw.ufpb.br
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Outros certidao.pdf 19/08/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito
11:.07:40 FERREIRA
Declaracéo de Carta.pdf 19/08/2016 |SARAH DE SOUSA | Aceito
Instituicéo e 11:05:53 FERREIRA
Infraestrutura
Cronograma Cronograma_.docx 19/08/2016 |[SARAH DE SOUSA | Aceito
11.01:14 |FERREIRA
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Situacéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
JOAO PESSOA, 06 de Novembro de 2016
Assinado por:
MARIA ELIANE MOREIRA FREIRE
(Coordenador)
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