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RESUMO

Os venenos ofidicos sdo misturas complexas e tem como fungdes principais a
paralisacdo e o0 abate da presa, bem como a promocdo inicial da digestdo e suas acoes
podem variar de acordo com a idade, a distribuicdo geografica e o carater individual de
cada serpente. O veneno de Bothrops alternatus, assim como a maioria dos venenos
botrépicos, tem como principais agfes, as atividades proteolitica, coagulante e
hemorragica. O objetivo desse estudo foi avaliar as possiveis variagdes dos venenos de
serpentes machos e fémeas da espécie Bothrops alternatus ao longo do
desenvolvimento, através de caracterizagdo bioquimica (dosagem de proteinas,
eletroforese em SDS-PAGE, atividade gelatinolitica, atividade caseinolitica e atividade
coagulante) e caracterizacdo biologica (atividade hemorragica e miotdxica). Como
resulados, teor proteico dos venenos de machos e fémeas ndo apresentou variacao
ontogenética ou sexual, com teor entre 90 e 100% de proteina. Os perfis eletroforéticos
dos venenos foram semelhantes, porém uma proteina com peso molecular aproximado
de 17.0 kDa variou entre os sexos e conforme o desenvolvimento das serpentes. Por
meio das técnicas de zimografia em SDS-PAGE e atividade caseinolitica foi possivel
observar que a acao proteolitica dos venenos de fémeas apresentou-se pouco ativo, com
acdo somente no terceiro e quarto ano, enquanto que os venenos de machos mostraram
atividade somente no primeiro ano de vida. Os venenos de B. alternatus tiveram a
capacidade de coagular o plasma equino citratado em 60 segundos e 0s venenos de
ambos os sexos foram mais coagulantes no primeiro ano de vida, sofrendo um declinio
na acdo ao longo do desenvolvimento. Na atividade hemorrdgica as amostras de
venenos apresentaram variag¢do sexual, sendo a varia¢do ontogenética s6 observada nos
venenos de machos, onde foram mais ativos no quarto ano de idade. A atividade
miotoxica dos venenos de B. alternatus mostrou que existe variagcdo sexual, enquanto
que a variacdo ontogenética s6 foi identificada nos venenos de machos, apresentando
oscilacdes dos valores da atividade especifica para a enzima CK. Por meio da analise
conjunta dos dados gerados, concluimos que existe variacdo sexual e ontogenética em
venenos da espécie B. alternatus e que diversos fatores podem influenciar no
desencadear de suas agOes e atividades, visto que, fatores ambientais e genéticos sao a
chave para a manutencao das espécies no habitat em que vivem.

Palavras chave: Bothrops alternatus; Venenos; Variacdo ontogenética; Variagdo

sexual.



ABSTRACT

Snakes are complex mixtures whose main functions are the stoppage and the
killing of prey as well as the initial promotion of digestion and their actions may vary
according to the age, geographical distribution and individual character of each snake.
The venom of Bothrops alternatus, as well as most of the botrdpico venoms, has as
main actions, proteolytic, coagulant and hemorrhagic activities. The objective of this
study was to evaluate the possible variations of venoms of male and female snakes of
the Bothrops alternatus species throughout the development, through biochemical
characterization (protein dosage, SDS-PAGE electrophoresis, gelatinolytic activity,
caseinolytic activity and coagulant activity) and biological characterization
(hemorrhagic and myotoxic activity). As a result, protein content of male and female
venoms did not show ontogenetic or sexual variation, with 90 to 100% protein content.
The electrophoretic profiles of the venoms were similar, but a protein with an
approximate molecular weight of 17.0 kDa varied between the sexes and as the snakes
developed. By means of the SDS-PAGE zimography and caseinolytic activity, it was
possible to observe that the proteolytic action of the female venoms was not very active,
with action only in the third and fourth year, whereas the male venoms showed activity
only in the first year of life. The B. alternatus venoms had the ability to coagulate
citrated equine plasma in 60 seconds and venoms of both sexes were more coagulant in
the first year of life, suffering a decline in action throughout development. In the
hemorrhagic activity the venom samples presented sexual variation, and the ontogenetic
variation was only observed in the venoms of males, where they were more active in the
fourth year of age. The myotoxic activity of B. alternatus venoms showed that there is
sexual variation, whereas ontogenetic variation was only identified in the venom of
males, with oscillations of the specific activity values for the CK enzyme. By means of
the joint analysis of the data generated, we conclude that there is sexual and ontogenetic
variation in venoms of the species B. alternatus and that several factors can influence in
the triggering of their actions and activities, since environmental and genetic factors are
the key to the maintenance species in the habitat in which they live.

Keywords: Bothrops alternatus; Venoms; Ontogenetic variation; Sexual variation.



1 INTRODUCAO
1.1 Acidentes ofidicos no Brasil

Um dos maiores problemas de Saude Publica na América Latina sdo o0s agravos
por animais peconhentos, sendo as serpentes 0s principais agentes etiologicos
(CAMPBELL & LAMAR, 1989; WARREL, 2004). No Brasil aproximadamente 16%
espécies de serpentes descritas s&o consideradas peconhentas (BERNILS, 2015). E as de
maior importancia estdo distribuidas entre as familias Viperidae e Elapidae, possuindo
glandulas especializadas ligadas a um aparato apropriado para inoculacdo de suas
secrecBes toxicas, ocasionando acidentes sérios ao homem e em animais domésticos
(MELGAREJO, 2009). Os principais géneros de interesse medico sdo: Bothrops
(jararacas) as principais responsaveis pelos acidentes ofidicos no Brasil (86,23%),
Crotalus (cascavéis) ficam em segundo lugar (9,17%), e Lachesis (surucucus) ocorrem
com menos frequéncia (3,72%), compdem a familia Viperidae e o género Micrurus
(cobras corais), aquelas que apresentam o menor indice de acidentes, com 0,86%
fazendo parte da familia Elapidae (CARDOSO et al. 2003; BERNARDE, 2014).

1.2 Venenos de serpentes

Os venenos ofidicos sdo misturas complexas constituidas por 20% de compostos
organicos e inorganicos, sendo que aproximadamente 90% séo proteinas com atividade
enzimatica ou nao, lipideos, aminas biogénicas, carboidratos, peptideos, aminoacidos,
nucleotideos e compostos inorganicos (IWANAGA & SUZUKI, 1979; FRIEDERICH
& TU, 1971). Os venenos exercem um papel fisioldgico importante para as serpentes
qgue possuem a capacidade de produzi-lo, como a paralisacdo e o abate da presa,
promover o processo de digestdo e defender-se de agentes agressores/ predadores
(HABERMEHL, 1981; ROCCO et al. 2013).

Diversas classes de toxinas estdo presentes nos venenos das serpentes, dentre
elas, as mais expressivas sdo: as metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases
(ZELANIS, 2006).

As metaloproteases sdo enzimas proteoliticas de grande abundéncia em venenos
botropicos e estdo envolvidas em diversos processos decorrentes do envenenamento,
como: dermonecrose, hemorragia, edema e degradacdo de fatores da cascata de
coagulagdo sanguinea (FOX & SERRANO, 2008; OLIVEIRA et al. 2010).



As serinoproteases sd@o enzimas que apresentam massa molecular variando entre
26.0 e 67.0 kDa e a maioria delas atua na disfuncdo do processo hemostatico agindo
diretamente sobre os fatores da cascata de coagulacdo e sistema fibrinolitico
(SERRANO & MAROUN, 2005).

As fosfolipases sdo enzimas catalisadoras da hidrolise dos fosfolipideos que
compdem as membranas celulares e podem receber designac6es dependendo do local da
hidrélise. O tipo de fosfolipase mais encontrada nos venenos é a do tipo A2, que
hidrolisam especificamente a posic¢do sn-2 dos fosfolipideos de membranas bioldgicas e
artificiais. As fosfolipases A2 presentes nos venenos podem induzir varios efeitos
farmacoldgicos, como miotoxicidade, cardiotoxicidade, edema, hipotensao, entre outros
(KUDO & MURAKAMI, 2002).

Os venenos de serpentes podem apresentar variagbes em sua Composicao e
atividades bioldgicas. Essas variagfes vém sendo documentadas e observadas em
diversos niveis: variagbes interfamiliares, intergéneros, interespecificas e
intraespecificas. E dentro de uma mesma espécie podem apresentar variagdes sexuais,
ontogenéticas, geograficas, sazonais, em como varia¢fes individuais (CHIPPAUX,
1991).

ROCHA & FURTADO (2005) mostraram que a variagdo individual dos venenos
de Bothrops alternatus prevalece, quando correlacionadas a distribuicdo geogréfica das
serpentes. RAFAEL (2005) em estudos com venenos de Bothrops jararacussu de
diferentes localidades atestou diferencas significantes nas atividades bioldgicas
(atividade hemorragica e miotdxica) dos venenos desta espécie.

FURTADO et al. (1991) ao testarem as atividades hemorragica, edematogénica,
necrosante, coagulante e proteolitica dos venenos de oito espécies de serpentes do
género Bothrops (Bothrops alternatus, Bohtrops atrox, Bothrops cotiara,
Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi)
demonstraram a variabilidade existente entre os venenos dentro de um mesmo grupo.

Na maioria das pesquisas que versam sobre a variabilidade de venenos, aqueles
relacionados a variagcdo ontogenética estdo presentes, pois seu entendimento é de
fundamental importancia por contribuir para a compreensdo da complexidade e
diversidade dos venenos ofidicos (SAAD, 2011). KAMIGUTI et al. (1986), observaram
diferencas no tempo de coagulacdo sanguinea em acidentados por espécimes filhotes e

adultos de Bothrops jararaca.



Nos estudos de ZELANIS et al. (2010) sobre variacdo ontogenética e analise
protéomica do veneno de Bothrops jararaca foi possivel observar que os venenos de
serpentes adultas e filhotes apresentaram valores para atividade hemorragica
semelhantes, porém o veneno de serpentes adultas é mais letal em camundongos. Na
acao coagulante, o veneno de filhotes da espécie Bothrops jararaca foi dez vezes mais
potente quando comparadas as serpentes na fase adulta.

Tendo em vista a diversidade de serpentes que causam acidentes no Brasil e a
variabilidade de seus venenos, muitas vezes o tratamento desses pode nao evoluir de
forma adequada, colocando em questionamento a eficacia dos soros produzidos, bem
como o diagndstico em relacdo ao género causador do agravo. WARREL (1997) afirma
que é importante conhecer a variabilidade dentro dos venenos de serpentes, para
correlacionar com o tratamento dos envenenamentos, visto que podem ocorrer
diferencas nos quadros clinicos de pacientes que foram picados por serpentes de
diferentes idades, regiGes, entre outros. As pesquisas mais recentes com venenos
ofidicos buscam um melhor entendimento dos aspectos clinicos de envenenamentos em
humanos, como também dos mecanismos de acdo dos venenos e toxinas presentes nos
mesmos. Sendo assim, propomos um estudo de variabilidade sexual e ontogenética que
pode ocorrer na composicdo e em algumas atividades do veneno da espécie
Bothrops alternatus, levando em conta que esse tipo de estudo é de grande relevancia
cientifica e médica, podendo colaborar no tratamento de acidentados por serpentes

peconhentas.

1.3 Espécie Botrhops alternatus Duméril, Bibron & Duméril, 1854

A espécie Bothrops alternatus (Fig. 1) uma importante representante do género
Bothrops, destaca-se por ser encontrada desde o Sul de Goias, Minas Gerais e Mato
Grosso do Sul para o Sul (MELGAREJO, 2009) .Segundo NUNES (2006) e MARTINS
et al. (2002), a dieta dessa espécie se baseia principalmente em pequenos mamiferos
como roedores, desde o nascimento, ou seja, sem variacdo ontogenética. Seu veneno é
caracterizado por apresentar trés atividades fisiopatoldgicas “basicas™: proteolitica,
melhor definida como inflamatdéria aguda, coagulante e hemorragica (Acidente
Botropico) (ROSENFELD, 1971). Essas atividades sdo extremamente complexas e
podem ser atribuidas a componentes especificos do veneno, como proteases
(metaloproteases e serinoproteases) e fosfolipases A, (FRANCA & MALAQUE, 2003).
Ha ditado popular que “quando a Urutu ndo mata, aleija” (PEREIRA, 1939), felizmente



isso parece ndo passar de uma crenca popular, pois segundo estudos, seu veneno é
pouco ativo, quando comparado com o0s de outras espécies do mesmo género (ROCHA
& FURTADO, 2005).

Figura 1. Exemplar fémea jovem de Bothrops alternatus. Foto: Silvia Travaglia Cardoso

2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar as variagbes que podem ocorrer na
composigdo e em algumas atividades dos venenos de serpentes machos e fémeas da

espécie Bothrops alternatus ao longo do desenvolvimento.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Venenos

Os venenos de 11 exemplares (9 fémeas e 2 machos), foram extraidos
individualmente, de duas ninhadas de Bothrops alternatus ao longo de cinco anos
(2000-2004), nas dependéncias do Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan.
Apbs coletados, os venenos foram imediatamente processados (centrifugados e
congelados) e posteriormente liofilizados, sendo mantidos em freezer -20°C até o
momento do uso. Para a realizacdo dos experimentos desse estudo, foram testados Pools
elaborados a partir dos venenos de machos ou de fémeas de cada ano de vida, exceto

para o ano de 2000 (neonatos), em que o rendimento de veneno extraido foi baixo.



3.1.2 Animais

Para a realizacdo dos ensaios in vivo foram utilizados camundongos Swiss
Outbred machos com peso entre 18 e 22g - provenientes do Biotério Central do Instituto
Butantan (CEUAIB n°1364/15). Os animais foram mantidos no Biotério de
Experimentacdo do Laboratdrio de Herpetologia, com racdo e dgua a vontade e periodo

de luz de 12 horas.

3.2 Metodos
3.2.1 Caracterizacao bioquimica e biologica
3.2.1.1 Teor proteico

A concentracdo do teor proteico dos venenos foi quantificada para cada um dos
pools, utilizando-se o método descrito por LOWRY et al. (1951), e modificado por
MARKWELL et al. (1978). A albumina bovina foi utilizada para elaboracao da curva
padrdo, utilizando-se diluicdes seriadas em solucdo salina 0,85% Os ensaios foram
realizados em microplacas de 96 pocgos e as absorbancias lidas em leitor de placa
(SpectraMax) no comprimento de onda de 660 nm. Os resultados foram expressos em

ug de proteina por mg de veneno seco.

3.2.1.2 Eletroforese em SDS-PAGE

Os padrBes eletroforéticos das proteinas dos venenos foram determinados
utilizando a técnica de eletroforese em SDS-PAGE, conforme o método de LAEMMLI
(1970). Um gel foi preparado na concentracdo de 12,5% e foram aplicados 20 pg de
amostra de cada Pool. As corridas ocorreram em aproximadamente de 200 v e ap6s 0
término da corrida o gel foi corado com Comassie Briliant Blue por 24 horas.

3.2.1.3 Atividade Gelatinolitica (Zimografia)

A zimografia dos venenos foi realizada conforme HEUSSEN & DOWDLE
(1980), para deteccdo das enzimas proteoliticas presentes nos venenos. O gel de foi
preparado na concentracdo de 10%, sendo este coopolimerizado com substrato gelatina.
A corrida foi realizada a temperatura de 4°C e ap6s o gel foi lavado com tampdes
especificos (tampdo de lavagem | (Tris (hidroximetil) amino metano, Triton X-100
2,5% e agua destilada) por 30 minutos, posteriormente lavado por 10 minutos no
tampé&o de lavagem Il (Tris (hidroximetil) amino metano e agua destilada)) e por fim



incubado por 24 horas a 37°C no tampéo de ativacao (Tris (hidroximetil) amino metano
50 mM, Cloreto de Calcio, Cloreto de Sodio e agua destilada). O gel foi corado com
Comassie B. Blue e em seguida descorado, até que as &reas de digestdo estivessem
nitidas.

3.2.1.4 Atividade Caseinolitica

A atividade proteolitica sobre a caseina foi determinada através do método de
LOMONTE & GUTIERREZ (1983), em que 1 mL das amostras de veneno na
concentragdo de 200 pg, conforme ROCHA et al. (2005), foram adicionadas a uma
solucdo de caseina a 1%. A mistura foi incubada por um periodo de 30 minutos, a
temperatura de 37°C. Interrompeu-se a reacao atraveés da adicdo de acido tricloroacético
5%, os tubos foram centrifugados por 10 minutos e as absorbéancias dos sobrenadantes
da reacdo lidas em leitor de placa (SpectraMax) em densidade Optica de 280 nm.

A atividade caseinolitica foi expressa em U/mg de veneno, obtida pela seguinte

formula: U/mg = Azg X 100/ mg de veneno.

3.2.1.5 Atividade Coagulante

A atividade coagulante é determinada atraves da Dose Minima Coagulante sobre
o Plasma (DMC-P), que corresponde a menor quantidade de veneno capaz de coagular
uma solucdo de plasma equino citratado em 60 segundos a 37°C. As amostras dos
venenos foram diluidas em salina 0,85%, em concentracbes decrescentes (100 pg-
1,5ug). O tempo de coagulacdo (TC) foi verificado através do fibrébmetro BBL®
FibroSystem® e os valores da DMC-P obtidos através de analise de regressao linear do

“tempo de coagulacao” sobre a “quantidade de veneno”.

3.2.1.6 Atividade Hemorréagica

A atividade hemorrdgica foi determinada segundo o método de
KONDO et al. (1960), modificado por GUTIERREZ (1985), onde grupos de cinco
camundongos (Swiss Outbred - peso entre 18 e 22 g) foram inoculados, i.d, na regido
ventral com 100 pl de veneno na concentragdo de 15 pg, conforme FURTADO et al.
(1991), e como grupo controle cinco animais foram inoculados com solugéo salina
0,85%. Apdbs o periodo de duas horas, os animais foram eutanaziados em camara de
CO, conforme descrito por GAY et al. (2005). Posteriormente os tecidos foram

removidos e colocados sobre um suporte translicido, para analise e quantificacdo dos



diametros dos halos hemorragicos formados. Visto que a Dose Minima Hemorragica
para 0 veneno de B. alternatus ja foi estabelecida em outros estudos, a atividade
hemorréagica foi realizada de modo comparativo baseando-nos na intensidade da
atividade dos venenos.

3.2.1.7 Atividade Miotoxica

A atividade miotoxica foi avaliada através, da quantificacdo dos niveis séricos
da enzima creatino-quinase (CK), que € liberada ap6s uma lesdo muscular. Grupos de
cinco camundongos (Swiss Outbred - machos com peso entre 18 e 229) foram injetados
com 100 pl de solugdo veneno na concentracdo de 50 pg, por via intramuscular no
musculo gastrocnémico, enquanto que os animais controles foram injetados apenas com
solucdo salina 0,85%. Apds 3 horas, 0 sangue dos animais foi coletado via plexo ocular,
conforme estipulado nos estudos de ROCHA et al. (2005), e as amostras de sangue
centrifugadas, para obtencdo dos soros. Os niveis séricos de CK foram determinados
utilizando-se o Kit comercial CK-UV (Bioclin), como descrito no método de
GUTIERREZ et al. (1980).

3.2.2 Anélises Estatisticas

Os resultados apresentados nesse estudo representam a média e + DP (Desvio
Padrdo). Para esse estudo foi adotada a analise de variancia dos resultados através do
teste t de Student, utilizando-se o programa Extat ¢ os valores de p<0,05 ou 5% foram

considerados significativos.

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao bioquimica e biologica
4.1.1 Teor proteico

Os resultados mostraram que os teores proteicos das amostras dos pools de
venenos de machos ou fémeas, nas diferentes variaveis em estudo (idade e sexo) foram
semelhantes, com concentracgao entre 90 e 100%. Para os testes subsequentes adotou-se,
para as amostras de venenos, o valor de 1,0 mg proteina/peso seco de veneno. Sabendo
que alguns métodos de dosagem de proteinas podem superestimar os valores, foi

considerado o contetido em 100%.



4.1.2 Eletroforese em SDS-PAGE

Ao analisar os padrdes eletroforéticos dos pools de fémeas ou machos nos
diferentes estagios de desenvolvimento, pode-se observar que os perfis sdo muito
semelhantes, porém, algumas peculiaridades puderam ser destacadas:
e O pool de venenos de fémeas no primeiro ano apresentou 14 bandas, e no
segundo ano 15 bandas. A partir do terceiro ano de vida mantiveram-se com
16 bandas proteicas (Fig. 2). No pool de venenos de machos, 0 nimero de
bandas permanece igual do primeiro ano até o terceiro ano (16 bandas), e no
quarto ano de vida ocorre a reducdo de uma banda (15 bandas) (Fig. 2);

e As bandas de proteinas de aproximadamente 37.0 kDa s@o mais intensas no
primeiro ano de vida em ambos os sexos, e diminuem sua intensidade no
decorrer dos anos (Fig. 2);

e Observa-se maior diferenca entre os sexos, e mesmo entre as diferentes
idades, no que diz respeito a uma proteina com peso molecular aproximado
de 17.0 kDa. Os venenos de fémeas apresentam essa proteina desde o
primeiro ano de vida, enquanto que nos venenos de machos s6 comeca
aparecer a partir do segundo ano (Fig. 2)
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Figura 2 — Eletroforese dos Pools de fémeas e de machos ao longo da ontogénese. PM, Padrdo de peso
molecular; 1f, primeiro ano de idade das fémeas; 2f, segundo ano de idade das fémeas; 3f, terceiro ano de
idade das fémeas; 4f, quarto ano de idade das fémeas; 1m, primeiro ano de idade dos machos; 2m, segundo
ano de idade dos machos; 3m, terceiro ano de idade dos machos e 4m, quarto ano de idade dos machos.

4.1.3 Atividade Gelatinolitica (Zimografia)

Mediante a técnica de zimografia em SDS-PAGE foi possivel observar a
presenca e acdo de enzimas proteoliticas nos venenos de Bothrops alternatus, sobre o

substrato gelatina. Os venenos de fémeas apresentaram-se pouco ativos sobre o



substrato gelatina, com acdo somente no terceiro e quarto ano (Fig. 3), entre as areas de
massa molecular 50.0 e 75.0 kDa. Enquanto que os venenos de machos demonstraram
atividade apenas no primeiro ano (Fig. 3). O veneno de Bothrops jararaca foi
utilizado como controle positivo e foi mais proteolitico do que os venenos de

Bothrops alternatus.
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Figura 3 — Zimografia em SDS- PAGE dos pools de fémeas e de machos de Bothrops alternatus ao longo da
ontogénese: PM, Padrdo de peso molecular; 1f, primeiro ano de idade das fémeas; 2f, segundo ano de idade das
fémeas; 3f, terceiro ano de idade das fémeas; 4f, quarto ano de idade das fémeas; 1m, primeiro ano de idade dos
machos; 2m, segundo ano de idade dos machos; 3m, terceiro ano de idade dos machos e 4m, quarto ano de idade dos
machos; Bja, Bothrops jararaca.

4.1.4 Atividade Caseinolitica

A atividade caseinolitica foi testada em triplicata e todos os pools de veneno
mostraram essa acdo. O veneno das fémeas apresentou maior atividade proteolitica no
quarto ano de vida. Ao contrario, o veneno de machos apresentou maior atividade na
amostra de venenos de animais de primeiro ano, demonstrando que a sua atividade se
mantém durante o desenvolvimento e decai no quarto ano de idade (Anexo- I; Fig. 4).
Estatisticamente, o veneno de fémeas no quarto ano é o mais ativo em relagdo as outras

amostras (Anexos- | e I1).

1°ano 2°ano 3%ano  4°3ano

m Pool de fémeas ® Pool de machos

Figura 4- Atividade proteolitica sobre a caseina dos pools de fémeas e machos ao longo do desenvolvimento.
Os valores representam média e + desvio Padréo.
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4.1.5 Atividade Coagulante

Os venenos tanto de fémeas quanto de machos, dos diferentes anos, foram
capazes de coagular o plasma equino citratado em 60 segundos. Os resultados obtidos
para as amostras de venenos de fémeas mostraram que o primeiro ano de vida ndo é
significativamente diferente do segundo e terceiro ano, demonstrando manter sua
atividade durante esse periodo. No quarto ano observa-se uma reducdo da sua atividade
(Anexo- I; Fig. 5).

A amostra de veneno de machos de primeiro ano foi a mais ativa, com
DMC-P de 2,9 pg/mL, porém também mantém a acdo coagulante nos anos
subsequentes (Anexo- I; Fig. 5).

Analisando estatisticamente os pools de fémeas e de machos observa-se que as
amostras apresentaram valores semelhantes (no segundo e terceiro ano de vida), mas
nota-se que os venenos de machos sdo mais coagulantes que os venenos de fémeas.
(Anexos- | e II; Fig. 5).

B

DMC-P pg/mL

ONAON D
coooooocOo

1°ano  2°ano 3%ano  4°ano

m Pool de fémeas = Pool de machos

Figura 5- Dose minima coagulante sobre o plasma dos pools de fémeas e machos ao longo do
desenvolvimento. Os valores representam média e + desvio Padréo.

4.1.6 Atividade Hemorragica

A atividade hemorragica dos venenos de fémeas ou machos de
Bothrops alternatus foi determinada através da analise dos didmetros dos halos
hemorragicos formados. Os venenos de fémeas ndo apresentaram variacao significativa
entre as idades (Anexo- I; Fig. 6). Os resultados estabelecidos para os venenos de
machos mostraram gque sdo menos hemorragicos no primeiro ano de vida, poréem eles se
mantém com valores aproximados no segundo e terceiro ano e aumentam sua acdo no

quarto ano de vida, com diametro de 18,2 + 0,7mm (Anexo- I; Fig. 6).
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Comparando estatisticamente os resultados obtidos da acdo dos venenos de
machos e de fémeas, observa-se que no primeiro ano de vida ambos 0s sexos
apresentam atividade hemorragica semelhante, mas que a partir do segundo ano de

idade os venenos de machos se tornam mais hemorragicos que os de fémeas (Anexos- |
e Il; Fig. 6).

PN RN
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Diametro (mm)

1°ano 2°ano 3°%ano 4° ano

m Pool de fémeas m Pool de machos

Figura 6- Atividade Hemorrégica dos pools de fémeas e machos ao longo do desenvolvimento (didmetro do halo
hemorréagico (mm)). Os valores representam média e + desvio padrdo.

4.1.7 Atividade Miotoxica

A acdo miotoxica dos pools de venenos de fémeas ou machos de
Bothrops alternatus, ao longo do desenvolvimento, foi avaliada através da injecao
intramuscular (50 pg/animal) e quantificacdo dos niveis séricos de CK (Creatino-
quinase) no soro de camundongos. Os animais controles foram injetados apenas com
solucgéo salina 0,85%. Os resultados mostram que os venenos foram capazes de elevar
0s niveis séricos de CK em camundongos, quando comparados aos animais injetados
somente com salina (controles) (Anexo- I; Fig. 7).

Os valores de CK estimados para as amostras de fémeas ou machos, nas
diferentes idades foram semelhantes, porém €é possivel constatar estatisticamente que o

veneno de fémeas no segundo ano e o de machos no terceiro ano foram menos ativos
(Anexos- 1 e II; Fig 7).
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m Salina ™ Pool de fémeas ™ Pool de machos

Figura 7- Atividade Miotoxica dos pools de fémeas e machos ao longo do desenvolvimento (Niveis séricos de
CK (U/L)). Os valores representam média e + desvio padrao.
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5 DISCUSSAO

Os venenos de serpentes sdo misturas complexas constituidas em sua maior parte
por proteinas, podendo apresentar ou ndo atividades enzimaticas. Além disso, fazem
parte da composicdo dos venenos os lipideos, carboidratos, aminas biogénicas,
peptideos, aminodcidos, nucleotideos e componentes inorganicos (IWANAGA &
SUZUKI, 1979), contudo, podem ocorrer variagdes em sua composicao e também nas
atividades bioldgicas desencadeadas pelos mesmos (CHIPPAUX et al. 1991).

Diversos autores vém desenvolvendo estudos de variabilidade entre os venenos
de serpentes, e estas podem ser observadas em diversos niveis, tais como:
interfamiliares, intergéneros, interespecificas e dentro de uma mesma espécie com
variacfes sexuais, ontogenéticas, geograficas, sazonais e também individuais
(CHIPPAUX et al. 1991; SANCHEZ et al. 1992). Ha uma relacdo entre a composicao
dos venenos e o tipo de dieta que determinada espécie possa ter (KOCHVA, 1987).

Os resultados obtidos nos ensaios desse estudo demonstram variacdo
ontogenética e sexual em sua maioria. Apesar dessa espécie de serpente se alimentar
durante toda a vida de mamiferos (ndo possuir variacdo ontogenética alimentar), pode-
se observar variacdes significativas nos venenos, isto mostra que a alimentacéo talvez
néo seja um fator determinante na composicgéo e acdo dos venenos (ANDRADE, 1995).

Os venenos sdo compostos por aproximadamente 25% de sélidos, dos quais 90%
sdo proteinas. Os teores proteicos apresentados para as amostras de venenos de fémeas
ou machos, nos quatro anos foram semelhantes entre si, com valores entre 90 e 100% de
proteinas, confirmando os achados da literatura para venenos botrépicos (FURTADO et
al. 1991).

Segundo estudos classicos, a eletroforese € uma técnica que possibilita uma
grande resolucédo dos padrdes de proteinas de venenos, consequentemente, permitindo a
identificacdo e separacdo de seus componentes (MOURA DA SILVA, 1992; TAN &
PONDURALI, 1992). Os perfis eletroforéticos mostraram que 0s venenos de machos e
de fémeas sdo semelhantes, sendo que as fémeas apresentam nimero maior de bandas
guando comparados com 0s venenos de machos. Nos venenos de Bothrops jararaca, foi
observado o contrario por FURTADO et al. (2006), onde os machos mostraram numero
maior de bandas proteicas.

A maioria dos venenos de serpentes de o género Bothrops podem apresentar

diferentes classes de proteinas na regido de peso molecular de aproximadamente 24.0
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kDa, compreendendo as serinoproteases e metaloproteases (SERRANO & MAROUN,
2005; SERRANO et al. 2005). Bandas proximas a essa faixa de peso molecular foram
identificas nos venenos de B. alternatus em todas as variaveis analisadas. ZELANIS
(2006) mostrou que no veneno de Bothrops insularis apresenta uma banda de proteina
nessa mesma faixa de peso molecular, e que a abundancia relativa da mesma,
aumentava durante o desenvolvimento dos animais, o que ndo foi observado nos
venenos de Bothrops alternatus.

SERRANO et al. (1993a) indicam que proteinas com massas moleculares entre
46.0 e 36.0 kDa possam ser compostos relacionados a atividade proteolitica e também
sobre a cascata de coagulagcdo. Uma banda nitida nos venenos de Bothrops alternatus de
massa de 44.0 kDa se apresentou com baixa intensidade nos diferentes sexos e idades,
podendo estar relacionada com a acdo proteolitica, visto que 0 veneno dessa espécie ja
foi caracterizado em outros estudos como pouco proteolitico quando comparados a
outras espécies do mesmo género (FURTADO et al. 1991a).

Alguns estudos (MOURA DA SILVA, 1992; GUTIERREZ et al. 1986;
NINSENBOM et al. 1986) propuseram que as proteinas relacionadas a atividade
miotdxica dos venenos, estariam localizadas aproximadamente entre 13.0 e 16.0 kDa.
Nos perfis eletroforéticos analisados nesse trabalho foi identificada uma banda préxima
a 17.0 kDa, independente das varidveis analisadas, apresentando-se nos venenos de
fémeas desde o primeiro ano de idade até o quarto ano. Nos venenos de machos essa
banda sé aparece a partir do segundo ano de idade e sua intensidade é mais baixa
guando comparada aos venenos de fémeas.

Segundo BRAZIL (1984), em todos os venenos do género Bothrops esta
presente uma proteina entre 30.0 e 40.0 kDa, e esta possui atividade “Tipo trombina”,
relacionada a acdo sobre a coagulacdo sanguinea. Assim como foi identificada a
Bhalternin, uma thromin-like especifica do veneno de B. alternatus nos estudos de
COSTA et al.(2010), na anéalise da eletroforese aqui apresentada foi possivel observar a
presenca dessa enzima, estando mais intensa nos venenos de machos, durante todo
desenvolvimento. Nas fémeas, a sua intensidade foi maior somente no primeiro e
segundo ano. Indicando possiveis variagdes da atividade coagulante dos venenos de
B. alternatus nas diferentes fases de vida e entre 0s sexos.

Os venenos das serpentes da familia Viperidae sdo caracterizados por
apresentarem alta atividade proteolitica (TU, 1977), decorrente da presenca de

proteases, hialuronidades, fosfolipases entre outras enzimas. Tendo em vista tais
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informac0es, a atividade proteolitica dos venenos de Bothrops alternatus foi avaliada
através de dois diferentes substratos, a gelatina e a caseina.

A atividade gelatinolitica foi avaliada através da técnica de zimografia em gel de
SDS-PAGE, onde podem ser identificadas enzimas que tem a capacidade de digestdo do
substrato. Os resultados obtidos demonstraram que os venenos de fémeas ou de machos
possuem acdo proteolitica sobre a gelatina, porém com variacdo de acordo com a
ontogenia da espécie. O pool de venenos de fémeas apresentou atividade gelatinolitica
somente a partir do terceiro ano de idade, nas regides de peso molecular entre 37.0 e
50.0 kDa, confirmando o estabelecido por SERRANO et al. (1993b) para proteinas com
acdo proteolitica. No pool venenos de machos a atividade so foi observada no primeiro
ano de vida e com intensidade menor quando comparada ao veneno de fémeas.

ZELANIS (2006) sugere que ha uma possivel regulacdo ontogenética da
expressao  de  proteases, sobretudo  metaloproteases no  veneno  de
Bothrops insularis. Além disso, de acordo com a banda de proteina em que foi
observada a atividade proteolitica sobre a gelatina, demonstrou a presenca de duas
classes de metaloproteases: metaloproteases da classe P-IlI, localizadas na regido de
45.0 kDa e metaloproteases da classe P-1, localizadas na regido de 27.0 kDa. OHLER et
al. (2010), identificaram através da analise do proteoma de Bothrops alternatus, que
metaloproteases da classe P-I11 sdo predominantes. Desta forma, podemos inferir que as
metaloproteases da classe P-111 sejam responsaveis pela digestdo do substrato gelatina,
dos venenos de B. alternatus nas variaveis analisadas.

Quando testada a acdo proteolitica sobre o substrato caseina, os venenos de
fémeas apresentaram-se mais ativos no quarto ano de vida. Enquanto que o veneno dos
machos teve acdo mais expressiva no primeiro ano, coincidindo com os resultados
obtidos na técnica de zimografia. Talvez essa variacdo ontogenética dos venenos de
machos quanto a atividade proteolitica, esteja relacionada a alimentacdo, visto que
consideravelmente os machos sdo menores que os exemplares de fémeas, e possam
dispor de um veneno mais proteolitico para auxiliar no abate de presas maiores.

ZELANIS et al. (2010), sugere que espécies que apresentam variacao
ontogenética na alimentacdo possam apresentar diferencas na acdo proteolitica, devido
ao tamanho das presas. No veneno de B. alternatus ndo ocorre variacdo ontogenética
alimentar, entdo nota-se que esta hipdtese sugerida por ZELANIS et al. (2010) nédo
corresponde aos resultados aqui apresentados, podendo realmente esta variagcdo estar

mais relacionada ao dimorfismo sexual.
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FURTADO et al. (2006), determinaram para 0s venenos de Bothrops jararaca
que a atividade caseinolitica é semelhante em machos e fémeas. J& ZELANIS (2006),
observou que a mesma atividade é mais expressiva nos venenos de machos dentro da
espécie Bothrops insularis.

Comumente as toxinas dos venenos de viperideos, sobretudo dos botrdpicos, tém
como alvo os processos hemostéaticos (KAMIGUTI & CARDOSO, 1989). Esses
venenos apresentam componentes capazes de atuar sobre os diversos fatores da
coagulacao sanguinea (KAMIGUTI et al. 1986). Nos acidentes botropicos, a alteracdo
no tempo de coagulacdo sanguinea e também o quadro de incoagulabilidade sdo os
sinais clinicos classicos, devido a agdo desses componentes, que em sua maioria s&o as
proteases (SWENSON & MARKLAND, 2005; KINI, 2005).

A partir dos resultados obtidos para a atividade coagulante das amostras
utilizadas nesse estudo, os venenos de fémeas ou machos foram capazes de coagular o
plasma equino citratado em 60 segundos. Foi observada variagdo da agdo conforme o
periodo de vida, onde os venenos de ambos 0s sexos mostraram-se mais ativos no
primeiro ano, mantendo-se com 0s mesmos valores de DMC-P a partir do segundo ano.
SALDARRIAGA et al. (2003) identificaram maior atividade coagulante nos venenos de
exemplares juvenis de Bothrops asper e Bothrops atrox da Colémbia. ZELANIS (2006)
também apontou que os venenos de Bothrops insularis quando jovens, sdo mais ativos.

Quando comparados fémeas e machos, 0s venenos de machos foram
significativamente mais ativos. FURTADO et al. (2006), ndo constataram diferenca
significativa na atividade coagulante dos venenos de machos e de fémeas de
Bothrops jararaca.

Presente nos venenos de serpentes, a capacidade de induzir hemorragia, tanto
local e sistémica é tipica dos venenos botropicos. O efeito hemorragico € causado
principalmente pela acdo proteolitica de metaloproteases, essas enzimas agem sobre 0s
componentes da membrana basal do endotélio vascular, principalmente laminina,
colageno e proteoglicanas (BARAMOVA et al. 1989; SHANNON, et al. 1989).

Em relacdo a atividade hemorragica, os venenos de fémeas ndo apresentaram
varia¢do ontogenética e foram menos ativos do que os venenos de machos, a partir do
segundo ano de vida. Enquanto que as amostras de venenos de machos de B. alternatus
apresentaram variacdo da atividade hemorragica durante o desenvolvimento. Nos
venenos de Bothrops jararaca ndo é o que ocorre, FURTADO et al. (2006), mostraram

gue os venenos de fémeas foram mais hemorragicos do que 0s venenos de machos.
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Os venenos de machos foram mais ativos no quarto ano de vida. Este efeito
hemorréagico pode ser devido ao aumento da expressividade de metaloproteases em sua
composicdo no decorrer de seu desenvolvimento (BARAMOVA et al. 1989). OHLER
et al. (2010) através das analises protedmicas e vendmicas de venenos da espécie
B. alternatus, identificaram maior porcentagem de metaloproteases quanto aos outros
componentes. ZELANIS (2006) mostrou que venenos de individuos adultos da espécie
Bothrops insularis foram mais hemorragicos, atribuindo essa diferenca & maior
expressividade de metaloproteases na fase adulta.

Os venenos botropicos sdo capazes de desencadear uma serie de efeitos
fisiopatologicos, dentre eles a agdo mionecrotica, que é uma das mais relevantes
(GUTIERREZ, 2009). As proteinas miotoxicas podem ou ndo estar ligadas a
Fosfolipases A, (KINI, 1997). Um dos métodos para deteccdo de acdo miotoxica dos
venenos € através da quantificacdo dos niveis séricos da enzima creatino-fosfoquinase
(CK), que ¢ liberada ap6s uma lesdo muscular (GUTIERREZ et al. 1980).

Os venenos de fémeas foram mais ativos, sem variacdo significativa dos niveis
de CK, exceto para o segundo ano de vida. Os venenos de machos apresentaram
declinio desta atividade a partir do terceiro ano. Observa-se que nos segundo e terceiro
ano de fémeas e machos, respectivamente, ndo houve diferenca significativa dos niveis
de CK quando comparados ao grupo controle. Um dos fatores que pode ter implicado
nessa resposta € a variacdo individual (ROCHA, 1995).

Através da analise conjunta dos resultados da atividade miotoxica dos venenos e
seus respectivos perfis eletroforéticos, destaca-se uma banda majoritaria de 17.0 kDa,
préxima as regibes ricas em proteinas de acdo miotoxica ou PLA, (13.0 a 16.0 kDa).
Assim observamos importante variacdo entre as amostras de venenos de fémeas e
machos, quanto a proteina de 17.0 kDa, podendo tratar-se de uma a PLA,. Em fémeas
esta proteina esta presente em todos o0s anos de vida, porém em menor concentracdo na
amostra de filhotes (primeiro ano). Enquanto, notadamente o “pool” de venenos de
machos de primeiro ano, ndo apresenta esta mesma banda. Em machos, a proteina de
17.0 kDa esta presente a partir do segundo ano de vida e sua concentragdo é igual ao
apresentado para o veneno de fémeas de 1 ano.

FURTADO et al. (2006) mostraram que o0s venenos de machos de
B. jararaca causam maior efeito miotdxico do que os venenos de fémeas, 0 que nao foi
observado nos dados estabelecidos para os venenos de B. alternatus. Contudo, 0s

valores identificados para atividade miotéxica dos venenos de B. alternatus utilizados
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nesse estudo, independente das variaveis analisadas, foram considerados baixos ao
comparar-se com os valores das outras espécies do género Bothrops, corroborando com
0s achados de MOURA DA SILVA et al. (1991).

Por meio da analise conjunta dos dados gerados, concluimos que existe varia¢éo
sexual e ontogenética em venenos da espécie Bothrops alternatus e que diversos fatores
podem influenciar no desencadear de suas acgdes e atividades, visto que, fatores
ambientais e genéticos sdo a chave para a manutencdo das espécies no habitat em que

vivem.

6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse estudo de andlises bioquimicas e biologicas
dos venenos de fémeas ou machos de Bothrops alternatus ao longo do
desenvolvimento, observamos que existem variagdes sexual e ontogenética nas
diferentes atividades testadas, influenciando direta ou indiretamente na biologia do
animal. Talvez estas variacdes ndo reflitam no progndstico e na fisiopatologia dos
acidentes, onde a espécie Bothrops alternatus é o agente etiolégico. Certamente
estudos mais aprofundados versando sobre a variabilidade dos venenos desta espécie
serdo de grande importancia para a pesquisa e consequentemente para salde publica,
uma vez que 0 seu veneno faz parte da composi¢do do “pool” de imunizag¢do para

producdo do Soro Antibotropico.
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I — Médias e desvio padrdo das atividades: caseinolitica, coagulante, hemorragica e

miotoxica.

Fémeas Machos
Atividade/ anodevida 1°ano 2°ano 3°ano 4° ano 1° ano 2° ano 3°ano 4° ano
At. Caseinolitica 32,0+ 35,1+ 33,2+ 402 +0.3 38,1+ 35,0+ 35,2+ 33,2+
(U/mg) 0,0 0,9 0,4 B 0,1 1,4 0,9 0,8
Dose Minima 53+ 7,3+ 12,2 + 10,1 +
Coagulante (ug/ mL) 0.4 3.3 31 102+0,2 29+10 6,1+11 18 8,8+0,1
At. Hemorragica 14,3 + 13,3+ 13,1+ 138405 13,2 + 15,8 + 15,6 + 18,2 +
(mm) 1,6 0,3 1,8 e 2,2 0,9 0,9 0,7
At. Miotoxica 5905+ 2515+ 5720+ 496,5 + 416,5 + 403,0 + 1525+ 312,0+
(U/L) 46,5 38,5 50,3 8,5 15,5 52,0 9,5 12,0
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I1- Nivel de significancia entre as comparacdes (teste t de Student) dos valores obtidos
para as atividades: caseinolitica, coagulante (DMC-P: Dose minima coagulante sobre o
plasma), hemorragica e miotoxica nas variaveis analisadas (sexo e idade). F1, pool de
fémeas 1° ano; F2, pool de fémeas segundo ano; F3, pool de fémeas 3° ano; F4, pool de
fémeas 4° ano; M1, pool de machos 1° ano; M2, pool de machos 2° ano; M3, pool de
machos 3° ano; M4, pool de machos 4° ano. * Diferenca estatistica considerando p<0,05
ou 5%.

Atividades: At. Caseinolitica DMC-P At. Hemorragica At. Miotoxica

Comparacdes/ Valor de P (%)

F1XF2 6,684 27,04 11,011 1,634*
F1XF3 16,705 9,554 15,487 40,290
F1XF4 0,776* 0,619* 23,136 14,216
F2 X F3 6,795 13,190 40,161 0,756*
F2 X F4 2,989* 21,581 7,167 4,338*
F3 X F4 1,429* 26,102 25,492 13,534
M1 X M2 8,384 4,613* 2,809* 41,993
M1 X M3 5,943 3,015* 3,577* 0,480*
M1 X M4 0,113* 3,726* 0,265* 1,902*
M2 X M3 43,994 6,870 38,343 6,041
M2 X M4 12,429 8,556 0,366* 15,973
M3 X M4 8,006 24,367 0,399* 0,539*
F1 X M1 0,497* 7,218 17,764 6,917
F1 X M2 9,917* 24,367 6,161 5,826
F1 X M3 6,477 7,435 9,081 2,906*
F1 X M4 2,444* 2,306* 0,173* 4,429*
F2 X M1 5,762 14,385 43,143 5,468
F2 X M2 46,980 34,192 0,107* 7,732
F2 X M3 46,165 21,511 0,551* 11,013
F2 X M4 8,328 32,306 0,041* 17,239
F3 X M1 2,838* 6,109 48,142 4,028*
F3 X M2 12,013 9,543 2,554* 5,738
F3 X M3 6,308 25,221 3,151* 0,594*
F3 X M4 34,101 18,064 0,320* 1,502*
F4 X M1 1,712* 2,585* 28,662 3,565*
F4 X M2 4,098* 5,214 0,207* 15,854
F4 X M3 3,059* 47,463 0,930* 0,073*

F4 X M4 0,511* 2,344* 0,030* 0,460*




