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Resumo

Este trabalho compreende em uma revisao bibliografica sobre a resisténcia ao
veneno de serpentes do complexo Bothrops de espécies de pequenos
mamiferos silvestres, especialmente da familia Didelphini que constituem presas
e predadores destas serpentes, e a descrigcao de metodologias que aprendi como
parte do meu trinamento para poder dar continuidade ao projeto na poés-
graduagdo. O veneno das serpentes possui inUmeros componentes que
apresentam diversas atividades toxicas no organismo de suas presas. Apesar
disso, alguns mamiferos desenvolveram resisténcia a esses fatores. Essa
resisténcia surgiu por conta de uma corrida armamentista coevolutiva na qual
ambos os participantes desenvolvem mecanismos de adaptag¢des reciprocas
para continuarem a sobreviver nessa interacdo. Com as técnicas de captura dos
individuos de interesse e utilizando o teste de agregacédo de plaquetas, foi
possivel avaliar a agao do fator de von Willebrand presente no plasma desses
animais, recolhendo dados de botrocetina e aspercetina a partir do veneno de
Bothrops jararaca e Bothrops asper. O tesde de agregacao plaquetaria utilizando
plasma rico em plaquetas (PRP) de 3 individuos de gamba-de-orelha-preta
(Didelphis aurita), permitiu observar que ndo houve a agregacao das plaquetas
do plasma na presenca de botrocetina e aspercetina. Os resultados obtidos
sugerem que D. aurita possa apresentar substituicbes de aminoacidos em uma
regiao do VWF, fazendo com que a botrocetina e a aspercetina ndo consigam se
ligar e ativar a cascata de coagulacédo, como ja descrito antes na literatura em
Didelphis. Dessa forma, é possivel obter maior conhecimento sobre o conceito
de corrida armamentista coevolucionaria entre predadores e presas em espécies
de pequenos mamiferos sul-americanos.

Palavras-chave: Coevolucao; Didelphideos; jararaca; resisténcia; veneno.



Abstract

This work comprises a bibliographical review on the resistance to snake venom
of the Bothrops complex of wild small mammal species, especially the Didelphini
family, which constitute prey and predators of these snakes, and the description
of methodologies that | learned as part of my training for power to continue the
project in graduate school. The venom of snakes has numerous components that
present various toxic activities in the body of their prey. Despite this, some
mammals have developed resistance to these factors. This resistance arose
because of a coevolutionary arms race in which both participants develop
mechanisms of reciprocal adaptations to continue to survive in this interaction.
With the techniques of capturing individuals of interest and using the platelet
aggregation test, it was possible to evaluate the action of von Willebrand factor
present in the plasma of these animals, collecting botrocetin and aspercetin data
from the venom of Bothrops jararaca and Bothrops asper. The platelet
aggregation test using platelet-rich plasma (PRP) of 3 individuals of black-ear
possum (Didelphis aurita), allowed to observe that there was no aggregation of
plasma platelets in the presence of botrocetin and aspercetin. The results
suggest that D. aurita may exhibit amino acid substitutions in a region of vVWF,
causing botrocetin and aspercetin to fail to bind and activate the coagulation
cascade, as previously described in the literature in Didelphis. In this way, it is
possible to obtain more knowledge about the concept of coevolutionary arms race
between predators and prey in species of small South American mammals.

Key-words: Coevolution; Didelphini; jararaca; resistance; poison.



Introducgao
O presente trabalho compreende duas partes: uma revisao bibliografica

sobre a o historico do conhecimento sobre a resisténcia de mamiferos ao veneno
de serpentes, e uma descricdo das etapas de treinamento que realizei para
aprender as técnicas necessarias na area de toxinologia e evolugédo para a
realizar pesquisas nessa area.

Na primeira parte, discorro sobre as relagbes entre presas e predadores,
e mais especificamente sobre o fendmeno da corrida armamentista coevolutiva
entre estes, buscando compreender quais 0os mecanismos que os individuos
participantes possuem para continuarem coexistindo. Alguns animais, entre eles
mamiferos alguns mamiferos, desenvolveram a resisténcia ao veneno das
serpentes. Apesar de alguns estudos ja terem sido realizados com alguns
gambas sul americanos (alguns Didelphis e Philander), pouco se sabe, na regido
Neotropical, sobre a resisténcia dos demais marsupiais a familia Didelphini
(Ordem Didelphimorphia) e de alguns roedores.

Na segunda parte, descrevo o treinamento que realizei como aluna de
pos-graduacdo do Programa de Aprimoramento Profissional do Instituto
Butantan, detalhando os procedimentos aprendidos e realizados, e 0s passos
necessarios para poder compreender alguns aspectos dos mecanismos
envolvidos entre presas e predadores envolvendo algumas espécies de

mamiferos e serpentes comuns na América do Sul

1. Revisao do conhecimento sobre a evolugdo do veneno e a corrida

armamentista

O veneno das serpentes

A peconha de animais é uma mistura complexa de componentes téxicos
e nao téxicos, de tipo proteico, organico e mineral, podendo ter atividade
farmacolégica, com ou sem atividade enzimatica. Isto faz com que os efeitos
bioldgicos produzidos sejam muito complexos, pois cada um dos componentes
exerce a sua atividade e ao mesmo tempo potencializa a atividade dos outros
componentes (CHIPPAUX et al., 1991; TANIZAKI et al., 1991; CALVETE et al.,
2005; KINI, 2005; PORTO et al., 2007; TAKEDA, TAKEYA & IWANAGA, 2012).

O veneno das serpentes é constituido por diversos componentes com diferentes



atividades fisiolégicas, neurotransmissoras e hematologicas (MARTINS E
CUNHA, 2012).

Das serpentes peconhentas a Subfamilia Crotalinae compreende a todos
os viperideos do mundo novo, e dentro deste grupo ha trés géneros
responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos: Géneros Bothrops (jararacas),
Crotralus (cascavéis), raros casos de Lachesis (surucucus) e Micrurus (corais)
(AMARAL et al., 1986).

Estatisticas de 1990 a 1993 levantadas pela Fundacgédo Nacional de Saude
(FUNASA), do Ministério da Saude (MS) e dados levantados na Casuistica do
Centro de Controle de Intoxicagdes (CCl) de 1955 a 2000 mostram que os
acidentes ofidicos com o género Bothrops foi 0 que teve maior porcentagem de
incidéncia (AZEVEDO-MARQUE, CUPO & HERING, 2003).

As serpentes desse género possuem cerca de 30 espécies distribuidas
no Brasil, onde as espécies mais conhecidas popularmente sao: B. atrox
encontradas no norte do Brasil, B. erythromelas na regiao nordeste, B. neuwiedi
cujo encontradas em todo territério nacional com excessao na regidao norte do
pais, B. jararaca que estdo distribuidas na regido sul e sudeste, B.
Jararacussu encontradas no cerrado da regido central e em florestas tropicais do
sudeste e B. alternatus que estdo distribuidas apenas ao sul do pais (BRASIL,
1998). Habitam tanto as zonas rurais e periféricas das cidades, em ambientes
mais umidos com matas e onde ha a proliferagao de roedores como em areas
de cultivo, por exemplo (BRASIL, 1998; CUPO et al., 1990).

Dentre os principais componentes do veneno do género Bothrops estao
as serinoproteinases, fosfolipases, lectinas do tipo C e metaloproteinases. As
metalopoteinases sao dividiadas em PI, PIl, Plll e Pllld. A Pl possui apenas o
dominio metaloproteinase em sua cadeia, a PIll apresenta um dominio
metaloproteinase e uma desintegrina. A PIlll apresenta uma desintegrina e um
dominio rico em sisteina, sendo a que possui maior atividade hemorragica. Ja a
Pllld possui dominios tipo desintegrina, rico em cisteina e lectina tipo C (SILVA,
2009; FOX & SERRANO, 2008). A hemorragia causada pelas metaloproteinases
provém da degradacao da membrana basal e das células epiteliais dos capilares
(CASTRO, 2011), extravasamento de componentes sanguineos devido a agao
de forcas Dbiofisicas hemodindmicas operando na microvasculatura
(GUTIERREZ et al., 2005; ESCALANTE et al., 2011).



A espécie Bothrops jararaca € a mais abundante na regido da Mata
Atlantica, o que determina ser a principal causa de envenenamento por esta aqui
no Brasil (RIBEIRO & JORGE, 1990). Dentre as familias de proteinas do veneno
dessa espécie estao as lectinas do tipo C que interagem com os fatores da
cascata de coagulagao causando aglutinacao das plaquetas (CLENETSON, LU
& CLEMETSON, 2005). A botrocetina, uma lectina do tipo C isolada do veneno
de B. jararaca possui grande afinidade de ligagdo com o fator de von Willebrand
(VWF), uma proteina presente no plasma e que esta diretamente ligada aos
eventos de agregacao plaquetaria (FUKUDA et. al., 2005). Em condi¢des
fisiolégicas normais o VWF e as plaquetas ndo interagem entre si, apenas em
locais de dano vfascular. Em ensaios in vitro a botrocetina regula essa interagao
promovendo a aglutinacao de plaquetas-vWF em varias espécies de mamiferos
(READ et al., 1978; BRINKHOUS et al., 1983; SANDERS et al., 1988). Rucavado
et al. (2001) isolou a aspercitina, uma proteina presente no veneno de Bothrops

asper, que possui atividade semelhante a botrocetina.

As fosfolipases A2 (PLA2) sao classificadas em duas classes, onde a
classe | sdo encontradas no veneno de serpentes da familia Elapidae, e a
classes Il no veneno de viperideos (OWNBY, 1998; MEBS, 1998; LAMBEAU &
LAZDUNSKI, 1999; DENNIS, 1997, 2000). Possuem atividade anticoagulantes,
onde hidrolisam e destroem a membrana necessaria para a formagao do
complexo de coagulacao (SILVA, 2009), causam mionecrose, desorganizam 0s
fosfoliideos e interrompem o fluxo de Ca2+ na membrana sarcoplasmética
(CASTRO, 2011).

Ja as serinoproteinases sao enzimas de atividade do tipo trombina por
ativar os componentes sanguineos que estdao envolvidos na coagulagao,
fibrindlise e agregacdo de plaquetas, afetando a cascata de coagulagéo
(SERRANO & MAROUM, 2005).

A evolugao do veneno e a corrida armamentista entre mamiferos e
serpentes

Ainda nao se tem muita compreensao sobre as fungdes adaptativas do
veneno para as serpentes (KOCHVA, 1987), porém estudos recentes indicam a

relagdo das ag¢des do veneno, com o tipo de presa, auxilio na alimentacéo e



digestao, e para a defesa contra eventuais inimigos (ANDRADE & ABE, 1999;
DALTRY, WUSTER & THORPE, 1996, 1998; JORGE-DASILVA & AIRD, 2001;
URDANETA, BOLANOS & GUTIERREZ, 2004; ZELANIS, 2006; KARDONG,
1980, 1983; MEBS, 1999). Estudos moleculares sobre a evolugao do veneno das
serpentes indicam uma variabilidade da expressdo fenotipica dos genes
responsaveis pela producdo dos componentes deste, consequentemente
variando sua composi¢ao protedmica dentro de um mesmo grupo. Essa ampla
diversificagcdo na composicdo se da ndo apenas dentro e entre espécies, mas
também em niveis taxonémicos mais altos (por exemplo, CHIPPAUX, WILLIAMS
& WHITE, 1991; WOOLDRIDGE et al., 2001; MACKESSY, 2008; GIBBS et al.,
2011). Podemos interpretar esse fato por conta da necessidade desses animais
precisarem ter diferentes proteinas “disponiveis” em seu veneno e assim ter
efeitos diferenciais para os tipos de presas (Mackessy et al., 2006).Apesar disso,
muitos mamiferos evoluiram medidas de resisténcia para protecao contra picada
de serpentes (VOSS & JANSA, 2012).

O termo “corrida armamentista” é usado para situagdes em que ocorre
coevolugao entre os taxons envolvidos, implicando em adaptagdes reciprocas
entre predadores e presas onde nao existe um equilibrio estavel (DAWKINS &
KREBS,1979). A compreensdo de como essa coevolu¢gdo pode moldar varios
tracos fenotipicos em predadores e presas, avalia a importancia desses
mecanismos (ZANGERL et al., 2008; GOMULKIEWICZ et al., 2007). As
adaptagdes moleculares podem conferir resisténcia a toxinas em espécies de
mamiferos rotineiramente envenenados, e um exemplo desse tipo de adaptacao
pode ser encontrado entre as serpentes e suas relagbes com presas e
predadores (JANSA & VOSS, 2011).

Pelo menos 48 espécies de mamiferos pertencentes a ordens diferentes
se alimentam de serpentes, destacando-se os marsupiais australianos, os
insetivoros, primatas, carnivoros e cetartiodactilos, e marsupiais do Novo Mundo
(VOSS & JANSA, 2012).

O gamba-da-Virginia (Didelphis virginiana) e o texugo ( Taxidea taxus) séo
considerados predadores de serpentes venenosas mais frequentes dentre os
outros mamiferos norte-americanos. Estudos com D. virginiana documentaram

uma incrivel resisténcia destes ao veneno de espécie ao envenenamento



por viboras ( KILMON, 1976 ; WERNER & VICK, 1977 ; PEREZ et al.,
1978a ; PEREZ, PICHYANGKUL & GARCIA, 1979 ). Cowles, 1938 sugere que
alguns Mephitids norte-americanos também se alimentam de serpentes
venenosas, apos observagdes das reagdes de cascaveis em cativeiro ao odor
de Spilogale gracilis e o comportamento predatdrio dos gambas cativos com

cascaveéis vivas.

Na Europa Ocidental o ourico comum ( Erinaceus europaeus ) € o texugo
Europeu ( Meles meles ) sdo os mamiferos predadores reportados predando
cobras venenosas e ambas as espécies sao conhecidas por serem resistentes
ao veneno (PHISALIX & BERTRAND, 1895 ;BILLARD, 1910 ; OGNEV,
1962b ). J& na Asia tropical e subtropical, espécies de mangustos comuns
(Herpestes spp.) foram introduzidas para controlar populagbes de cobras
venenosas. A resisténcia ao veneno desses animais tem sido objeto de
numerosos estudos experimentais (por exemplo, CALMETTE, 1895; OVADIA &
KOCHVA, 1977; BDOLAH et al., 1997).

Entre os mamiferos africanos, o texugo do mel (Mellivora capensis) obtém
25% de sua dieta a partir de serpentes venenosas em certos habitats (BEGG et
al., 2003). A doninha-das-costas-listrada (I/ctonyx striatus) e espécies de

mangustos também possuem relatos de ofiofagia.

Na América do Sul, marsupiais (Ordem Didelphimorphia) sao parte
integrante da dieta de algumas espécies de serpentes. Adicionalmente, algumas
espécies de marsupiais, com destaque para os gambas (género Didelphis) s&o
conhecidas por predarem serpentes (JARED, ANTONIAZZI E ALMEIDA-
SANTOS, 1998; OLIVEIRA & SANTORI, 1999; ALMEIDA-SANTOS et al., 2000;
RODRIGUES, 2005; GOMEZ-MARTINEZ, GUTIERREZ & DECLERCK, 2008) e
pesquisas experimentais relataram propriedades protetoras contra o veneno de
serpentes em fragbes de soro de gamba (MENCHACHA & PEREZ,1981;
PERALES, MUNOZ & MOUSSATCHE 1989; MOUSSATCHE & PERALES, 1989;
VELLARD, 1945, 1949; PERALES et al., 1994.). Jansa e Voss (2011) relataram
evidéncias de uma relagdo entre predadores e presas entre viperideos

(subfamilia Crotalinae) e gambas (familia de marsupiais Didelphidae) (Tabela 1).
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Tabela 1. Resisténcia in vivo de Didelphideos aos venenos de serpentes

Taxon Origem do veneno Referéncia

Bothrops ssp., Crotalus

durisus, Lachesis muta Vellard, 1945; 1949

Didelphis albiventris
Crotalus durisus Farah et al., 1996
Bothrops ssp., Crotalus ;.14 1945. 1949
) ) ) durisus, Lachesis muta
Didelphis aurita

Bothrops jararaca Perales et al., 1994

Bothrops ssp., Crotalus

durisus, Lachesis muta Vellard, 1945; 1949

Didelphis marsupialis Bothrops jararaca, Crotalus Moussatché et al.,
adamanteus, Crotalus durisus 1978; 1979

Bothrops asper e/ou Bothrops

) Pifano et al.,1993
venezuelensis

Kilmon, 1976;

Didelphis virginiana Crotalus sp., Agkistrodon spp. Werner e Vick. 1977

Lutreolina

: Bothrops jararaca Perales et al., 1994
crassicaudata

Filander frenatus Bothrops jararaca Perales et al., 1994

Dados adaptados de Voss & Jansa, 2012; Voss, 2013.

A resisténcia natural desses pequenos mamiferos pode-se dar por dois
mecanismos: por mudangas estruturais nos receptores, que impedem a ligagao

das toxinas do veneno (BARCHAN et al., 1992) ou a presencga de inibidores ou



neutralizantes que agem como ligantes das toxinas da pegonha, presentes no
seu plasma, soro ou musculo, que inibem os efeitos de envenenamento (NEVES-
FERREIRA et al., 2000; JURGILAS et al., 2003; PERALES et al., 2005;
BIARDIAB & COSS, 2011).

¢ Inibidores de metaloproteinases

PERALES et al., 2005 e outros estudos descreveram a imunidade natural
contra as metaloproteinases (e outros componentes) do veneno de serpente,
onde discutem as propriedades estruturais e bioldgicas desses inibidores, assim
também como suas familias de proteinas e genes envolvidos. Ensaios in vivo
foram feitos com os mamiferos de interesse para evidenciar essa imunidade
contra as metaloproteinases do veneno de serpentes (CALMETTE,
1895; VELLARD, 1949; WERNER & VICK, 1977).

A Tabela 2 resume os principais inibidores de SVMPs conhecidos ou
isolados do plasma, soro e musculo de mamiferos resistentes ao veneno de

serpentes.

Tabela 2. Inibidores de metaloproteinases isolados do plasma, soro ou musculo
de Didelphideos

Plasma/soro animal Nome do inibidor Referéncia
Didelphis albiventris DA2-II Farah et al., 1996
DM40
Didelphis marsupialis Perales et al., 1986
DM43
Didelphis virginiana Oprin Neves-Ferreira et al., 2000
Philander opossun PO41 Jurgilas et al., 2003

Dados adaptados de Perales et al., 2005.

e |nibidores de lectinas
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Em humanos, a botrocetina liga-se ao VWF em sua superficie no dominio A1
dobrado através de duas hélices alfas (FUKUDA et al., 2002, 2005)
desencadeando a cascata de coagulacédo. Trabalhos recentes de filogenia
encontraram em Didelphini taxas de substituicdo de aminoacidos em uma regiéao
do VWF em gambas, podendo ser um indicativo de evolugao adaptativa dessa
possivel corrida armamentista entre serpentes venenosas, seus predadores e
presas (JANSA & VOSS, 2011; FUKUDA et al., 2005).

¢ Inibidores de fosfolipases

Em 1997, Soares et al. relatou a inibicdo das atividades dos venenos
botrépicos e isolou um complexo antibotrépico (Complexo ABC) que foi
purificado do soro de Didelphis albiventris capaz de neutralizar hemorragia,
miotoxidade, edema e a acao da miotoxina-I dos venenos. Observaram também
que as atividades de fosfolipases (PLA2) e de coagulagao foram reduzidas.

Testes in vivo demonstraram que o ABC de D. marsupialis inibe as atividades
anti-heorragicas, antmiocronética e antiletal (MVOUSSATCHE & PERALES,
1989). Neves-Ferreira (1997) demonstrou que o fator foi capaz de inibir a
protedlise na matriz extracalular e no sistema de coagulagao, induzidas pelo
veneno de B. jararaca. Ja as PLA2s de Bothrops moojeniforam parcialmente
inibidas apds terem sido incubadas com o soro de D. albiventris (ou ABC). Houve
também o aumento do tempo de coagulagdo quando o veneno de Bothrops
alternatus e B. moojeni foram incubados com o ABC.

DM64 € uma proteina acida antimiotdéxica presente no soro de gamba
(isolada de Didelphis marsupialis). Foi analizado que o DM64 inibiu quase
comletamente a miotoxidade induzida pelas miotoxinas | e Il (pertencentes a
familia das PLA2) de Bothrops asper, apresentou atividade anti-hemorragica
contra os venenos brutos de B. jararaca e B. asper € inibiu a atividade fibrinolitica
da jararagina ou Bothrolisina (ROCHA et al., 2002).

Apesar de varios trabalhos in vitro e in vivo terem apontado mecanismos de
resisténcia ao veneno de jararacas (Bothrops spp.) em marsupiais sul-
americanos, sao necessarios estudos que apontem dados, quantifiquem e
detalhem como funcionam esses mecanismos em varias espécies de presas e

predadores resistentes. Sendo assim este trabalho pode corroborar de forma



efetiva as teorias existentes.

Objetivo

Este projeto teve como objetivo explorar a resisténcia ao veneno da
Bothrops jararaca em predadores e presas dessas serpentes, e descrever o
treinamento realizado desde as experiéncias com o trabalho em campo e com a
Dra. Danielle Drabeck para aprender a técnica necessaria para avaliar o
potencial de agregacgao plaquetaria no agregdmetro. Assim poderei continuar o
estudo futuramente investigando 1) a agregagao plaquetaria em resposta a
Botrocetina e Il) a agdo hemorragica do veneno utilizando soro de grupos
escolhidos. Realizar testes in vitro para analisar a agao catalitica do veneno
combinado com o soro em um substrato proteolitico, e testes in vivo onde sera
medido o alo hemorragico causado pelo veneno. Estes ensaios serao realizados
com espécies de marsupiais da tribo Didelphini (possiveis predadores de
serpentes), marsupiais fora do clado Didelphini (potencialmente presas) e ainda
duas espécies de roedores silvestres (subfamilia Sigmodontinae) que sejam

considerados como presa.

2. Técnicas empregadas para o estudo da resisténcia de marsupiais ao

veneno de jararaca

O Laboratério do Museu Bioldgico do Instituto Butantan, tem parceria com
a Universidade de Minnesota, dentro do projeto tematico NSF/FAPESP Scales
of Biodiversity. Dentro desta colaboracdo, a Dra. Erika Hingst-Zaher visitou a
Universidade de Minnesota para aprender as técnicas de purificacdo da
botrocetina a partir do veneo de jararaca. Posteriormente, a Dra. Danielle
Drabeck veio ao Brasil, para realizagao de trabalho de campo e capacitagao de
alunos e pesquisadores ligados ao mesmo projeto. Durante este periodo,
realizamos no parque do Instituto Butantan, a captura dos gambas Didelphis
aurita. Os resultados obtidos com a Dra. Drabeck fazem parte da sua tese de
doutorado, portanto aqui apresento apenas uma analise superficial destes.
Realizei entdo as atividades descritas abaixo, e desta forma pude obter o

conhecimento tedrico e pratico para dar continuidade ao projeto durante a pds-



graduacéo. Todas as atividades foram realizadas com as licengas do SISBio para
coleta de animais silvestres (lic. No. 63803; 64934 e 65441) e do Comité de Etica
em experimentagao animal (CEUA-IBu no. 8346081018)

e Captura das espécimes e coleta de amostras de sangue

Para a captura de animais foram utilizadas armadilhas de contencéo do
tipo Tomahawk e Sherman. As armadilhas, usando como isca pasta de
amendoim, foram abertas ao entardecer e vistoriadas ao amanhecer,
permanecendo fechadas durante o dia. Os individuos capturados, das espécies
de interesse, foram retirados das armadilhas e colocados em sacos de tecido
para evitar a claridade e minimizar o estresse. Os demais foram fotografados
soltos no mesmo local da captura.

Os individuos capturados forneceram amostras de sangue em quantidades
de 10% do volume total. A férmula geral para o célculo do volume sanguineo
utilizada é: peso do animal (g) X 0,06 = volume total de sangue (mL) X 0,10 =
10% da amostra maxima permitida. Os animais sdo levemente anestesiados com
o uso de isofluorano inalatério, antes da coleta de sangue. O sangue foi coletado
através da veia da cauda ventral e / ou vasos femorais (Krupp & Quillin, 1964),
com o uso de a uma seringa contendo citrato de sodio. Posteriormente
acondicionado em vaccutainers com citrato de sédio para armazenamento (para
o teste de agregacao plaquetaria). A coleta de sangue e o processamento do
material devem ser feitos em um intervalo de no maximo 4 horas.

Apos periodo de recuperagao da sedacao, os animais foram marcados com
caneta permanente na cauda e libertados no local de coleta.

e Processamento do material e testes para agregacgéao plaquetaria

Os testes foram realizados com o sangue de 3 individuos de Didelphis aurita
e como controle foram utilizados sangue humano de 2 voluntarios.

Apos a extracdo de sangue, os tubos foram submetidos a duas
centrifugagdes, onde na primeira centrifuga (800 rpm a 24°C por 10 minutos), foi
retirado o plasma rico em plaquetas (PRP) e apés a segunda (a 13.000 rpm por
10 minutos), o plasma pobre em plaquetas (PPP). As amostras sdo colocadas
em tubos apropriados para a analise no agregdbmetro. O PPP sera utilizado como
branco, e o PRP sera utilizado para o teste de agregacao plaquetaria utilizando

50 ul de botrocetina e de aspercetina, com duas concentracdes diferentes de



cada (40 ug/ul e 100 ug/ul) e 5 ul de ADP (difosfato de adenosina) como controle
positivo da agregacao das plaquetas. A intensidade de agregacgéao plaquetaria foi

avaliada através dos valores de densidade 6tica das amostras testadas.

e Analise dos resultados de agregacao de plaquetas

No primeiro ensaio de agregacao plaquetaria, no plasma rico em
plaquetas (PRP) de D. aurita primeiramente foi adicionado 50ul de botrocetina a
40 ug/ul, apds dois minutos foi adicionado mais 50ul de botrocetina a 100 ug/ul.

No segundo ensaio, no plasma desses mesmos individuos foi adicionado
50 ul de aspercetina a 40 ug/ul, apdés dois minutos foi adicionado mais 50 ul de
aspercetina a 100 ug/ul.

Com o sangue de humano foi realizado os mesmos ensaios descritos,
para a obtengao de um controle.

Em ambos os ensaios realizados com o plasma de D. aurita foi possivel
observar que ao adicionar a botrocetina em ambas as concentragdes, ndo houve
a agregacado de plaquetas. O mesmo ocorreu ao adicionar as duas
concentracdes diferentes de aspercetina. O grafico abaixo retrata a transmissao

meédia da agregacgao de plaquetas no plasma de D. aurita e de humanos (Figura

1).

Agregacdo de plaquetas de Didelphis aurita em plasma rico em plaquetas

Species
B D aurita
B Human

60

40

Transmissao Média

20 7

ADF Aspercetin Botrocetin

Figura 1. Média da transmissdo da agregacgdo plaquetaria em Didelphis aurita e humanos,

realizada no agregdbmetro. Autor: Danielle Drabeck.
Diversos trabalhos apontam a atividade das proteinas contra as

propriedades dos venenos de serpentes em gambas (E.G. MOUSSATCHE et al.,



1979; MENCHACA E PEREZ, 1981; PERALES, MUNOZ E MOUSSATCHE,
1986). Entre os didelfideos, Didelphis aurita e Didelphis virginiana, o gamba-de-
orelha-preta da Mata Atlantica e o gamba da América do Norte, respectivamente,
Sao as espécies que possuem soro com a maior capacidade de neutralizar a
agao coagulatoria do veneno de viperideos (JANSA & VOSS, 2011).

Os resultados obtidos indicam que D. aurita pode também apresentar a
substituicdo de aminoacidos em uma regido do VWF, fazendo com que a
botrocetina e a Aspercetina ndo consigam se ligar e ativar a cascata de
coagulacdo. Esses resultados obtidos corroboram com o conceito de corrida
armamentista coevolucionaria entre predadores e presas, apesar de que ainda

ha a necessidade de maiores estudos.

Conclusao

Em mamiferos, a resisténcia do veneno parece ter evoluido apenas em
especies que sao atacadas ou predadas rotineiramente, portanto as adaptagoes
troficas precisam de mais atengcdo na area da biologia evolutiva, podendo ter
correlagdo com a evolugédo do veneno das serpentes.

Informagdes sobre a resisténcia de pequenos mamiferos silvestres da
Ameérica do Sul, especialmente entre as ordens Didelphimorphia e Rodentia, sdo
escassos ou inexistentes, indicando a importancia de realizar estudos que
permitam observar, quantificar e analisar a existéncia dos mecanismos dessa
relagao coevolutiva.

Alguns aspectos importantes:

¢ O veneno das serpentes € composto por inumeros componentes toxicos
e nao toxicos que possui diversas atividades no organismo de suas
presas;

e Apesar da letalidade dos venenos das serpentes serem fatais, diversos
mamiferos, sendo eles presas ou predadores, desenvolveram a
resisténcia aos fatores deste;

e Essa resisténcia surgiu por conta de uma corrida armamentista
coevolutiva na qual ambos os participantes possuem adaptagdes
reciprocas para continuarem a sobreviver nessa interacao;

e A resisténcias deses mamiferos se da por dois mecaninsmos: por

mudangas estruturais nos receptores de ligacéo as toxinas do veneno, ou



pela presencga de inibidores ou neutralizantes dessas toxinas no plasma,
soro e musculos desses animais;

e Na América do Sul o grupo de Didelphideos inclui os géneros Didelphis e
Philander, que sao conhecidos por apresentarem essa resisténcia ao
veneno ao género Bothrops; além disso, outros géneros podem
apresentar estas mesmas caracteristicas.

e Para compreender e estudar melhor esses mecanismos de resisténcia
entre presas e predadores de serpentes da América do Sul, foi necessario
me familiarizar com as técnicas envolvidas para o trabalho de captura de
mamiferos em campo, assim como as técnicas de laboratério necessarias
para o teste de agregacdo plaquetaria do vVWF & bothrocetina e

aspercetina.

Com tais conhecimentos e vivéncia serei capaz de dar continuidade ao
projeto como pos-graduagao onde pretendo explorar e quantificar a resisténcia
de marsupiais pertencentes e ndo pertencentes a tribo Didelphini e mais duas

especies de roedores silvestres.
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