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RESUMO

Silva, Marina Marinho. Analise quantitativa e caracterizacao preliminar do
veneno de Bothrops moojeni. 2023. 67 p. Trabalho de Concluséao de Curso
(Especializacdo Toxinas de Interesse em Saude) — Escola Superior do Instituto
Butantan, S&o Paulo, 2023.

Os venenos animais sdo usados para fins predatérios e defensivos e evoluiram
independentemente em uma gama filogenética de organismos, com importante
papel para as serpentes avancadas. Bothrops moojeni é responsavel por um grande
namero de acidentes notificados na area central do Brasil, e assim como todas as
serpentes do género Bothrops seu veneno possui acdo proteolitica, coagulante e
hemorragica. O presente trabalho avaliou o perfil proteico dos venenos, o contetdo
eletroforético (SDS-PAGE), a atividade gelatinolitica, a dose minima coagulante de
11 fémeas e 7 machos de Bothrops moojeni. Com os resultados obtidos,
observamos que o teor proteico tanto de machos quanto de fémeas nas presas
esquerda apresentaram variacdo significativa. Os perfis densitométricos foram
semelhantes entre si e com bandas variando entre 26 a 30 kDa. Por meio da técnica
de zimografia pode-se observar que a acdo dos venenos em torno dos 30 kDa
apresentou-se mais ativos. Tanto machos quanto fémeas foram capazes de
coagular os plasmas humanos e equinos em 60 segundos. Machos possuem maior
atividade coagulante e fémeas tem sua capacidade de coagulacéo perdida a medida
gue os animais envelhecem. Por meio da andlise do peso dos venenos liquidos e
liofilizados, apresentou diferenca entre presa direita e esquerda, 72% dos individuos
apresentam maior quantidade de veneno secretada pela presa direita.
Demonstrando assim haver diferenca na quantidade de veneno secretada entre as
presas direita e esquerda. A variacdo intraespecifica encontrada neste estudo,
corrobora e ainda expde novos achados, destacando a importancia para novos

estudos com fins ecologicos, evolutivos e médicos.

Palavras-chave: Bothrops. Venenos. Variagao entre presas.



ABSTRACT

Silva, Marina Marinho. Quantitative analysis and preliminary characterization of
Bothrops moojeni venom. 2023. 67 p. Monograph (Specialist in toxins of interest in
health) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2023.

Animal venoms are used for predatory and defensive purposes and have evolved
independently in a phylogenetic range of organisms, with an important role for
advanced snakes. Bothrops moojeni is responsible for a large number of reported
accidents in central Brazil, and like all snakes of the Bothrops genus, its venom has
proteolytic, coagulant and hemorrhagic action. The present work evaluated the
protein profile of the venoms, the electrophoretic content (SDS-PAGE), the
gelatinolytic activity, the minimum coagulant dose of 11 females and 7 males of
Bothrops moojeni. With the results obtained, we observed that the protein content of
both males and females in left and right fangs did not show significant variation.
Density profiles were similar to each other and with bands ranging from 26 to 30 kDa.
Through the zymography technique, it can be observed that the action of poisons
around 30 kDa was more active. Both males and females were able to clot human
and equine plasma within 60 seconds. Males have greater coagulant activity and
females have their coagulation capacity lost as animals age. By analyzing the weight
of liquid and lyophilized venoms, there was a difference between right and left prey,
72% of individuals had a greater amount of venom secreted by the right fangs. Thus
demonstrating that there is a difference in the amount of venom secreted between
the right and left fang. The intraspecific variation found in this study corroborates and
even exposes new findings, highlighting the importance for new studies with

ecological, evolutionary and medical purposes.

Keywords: Bothrops. Venoms. Variation between fangs.
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1 INTRODUCAO

O fascinio pelas serpentes vem desde as antigas civilizagbes, ao que pode
ser observado na arte, ciéncia e em diversas culturas ao redor do mundo.

No século XVI, VAN HELMONT propés uma teoria em "Orthus Medicine",
onde considerava 0s venenos de serpente "espiritos irritados” que a besta expelia ao
morder, e que eram "tdo frios" que congelavam o sangue nas veias e detinham a
circulacado (BOQUET,1979).

A lista de métodos empiricos que utilizavam viboras ou parte delas é imensa,
sendo aplicados como pomadas, cataplasmas, preparacdes e remeédios. O culto a
adoracdo as serpentes persistem até hoje em algumas regibes do mundo
(CHEVALIER,1973).

A serpente esta, entdo, no proprio fundamento da medicina. Os quimicos
estavam entre os primeiros a demonstrar certo interesse nos venenos procurando
definir sua composicao. Eles submeteram os venenos a agdo de reagentes comuns
e tentaram extrair seus constituintes toxicos, observaram que alguns dos reagentes
destruiram 0s venenos enquanto outros causaram precipitacdo dos componentes
téxicos (BOQUET,1979).

O exame de vitimas de picadas de cobra encorajou os fisiologistas a
reproduzirem experimentalmente, para entdo saber se esses fenOmenos eram o
resultado de uma alteracdo de uma ou varias fun¢bes, tentavam entao dissociar
cada sintoma de envenenamento e relaciona-los com a fungéo que foi perturbada.

As varias observacgdes, que foram acumuladas ao longo dos anos, levaram a
conclusdo geral de que os venenos tinham um efeito sobre o sangue circulante
(BOQUET,1979).

No Brasil a referéncia para o ofidismo € Vital Brazil, médico, pesquisador,
educador e herpetélogo. Deixou sua marca ndo s6 em numero de artigos, mas com
0 comeco das colecbes herpetoldgicas, as descobertas sobre a especificidade Unica
de cada veneno para seu antiveneno e ainda o critério de soros mono e polivalentes,
sendo o pioneiro na fabricacdo dos soros antiofidicos. Que a partir de 1901 j&
estavam sendo distribuidos pelo Instituto Butantan, onde eram distribuidos em
contrapartida as serpentes que eram levadas ao Instituto, dando inicio a uma nova
era de informacgéo e ciéncia (PUORTO, 2014).



16

O envenenamento por serpentes foi classificado como uma doenca tropical
negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude. Sendo um problema de saude
publica de grande importancia pelo alto numero de acidentes e pelas sequelas
deixadas e o forte impacto socioeconémico (PUORTO,2014; HATAKEYAMA, 2021).

O género Bothrops € o maior responsavel por casos notificados no Brasil com
90% dos acidentes. Este género pertence a familia Viperidae que sdo caracterizadas
por apresentar, além da fosseta loreal, pupilas verticais (evidenciando uma melhor
adaptacdo a vida noturna); cabeca triangular coberta por pequenas escamas
semelhantes a do restante do corpo e denticdo solendglifa (presas tubulares
retrateis ligadas a glandula da peconha) que séo projetadas para realizar o ataque a
presa.

A palavra Bothrops possui origem grega (bothros = fosseta; ops = olho ou
face), e diz respeito a fosseta loreal localizada entre as narinas e os olhos das
serpentes peconhentas (MACHADO, 2010). Estes pequenos orificios consistem em
um érgao sensorial termorreceptor possibilitando a deteccdo da presa através da
sua temperatura e auxiliando na caga em ambientes escuros (BERNARDE, 2014).

Sao comumente chamadas de “jararacas” no Brasil e “lanceheads” nos EUA
pela forma em lanca da cabeca das serpentes que é uma caracteristica bem distinta
deste género.

No Brasil, as serpentes estdo representadas por mais de 400 espécies
distribuidas em 10 familias, sendo que apenas as familias Elapidae e Viperidae séo
consideradas de importancia médica. A familia Viperidae conta, no Brasil, com 31
espécies, sendo 27 do género Bothrops, duas Botrocophias, uma do género
Crotalus, e uma Lachesis. (BERNILS, 2012).

As serpentes do género Bothrops sdo popularmente conhecidas como
jararaca, porém pela grande distribuicdo outros nomes podem surgir como, B. atrox
Jararaca do norte, Comboia, Cambéua, Cuambdia; B. moojeni caicaca ou jararacao;
B. erythromelas jararaca-da-seca; B. jararacussu jararacucgu; B. fonsecai cotiara,
B. neuwiedi jararaca-pintada; B. alternatus urutu-cruzeiro; B. insularis:
Jararaca ilhoa; B. bilineatus Jararaca verde ou Jararaca-pinta-de-ouro. A figura 1

apresenta a distribuicdo geografica no Brasil (MELGAREJO, 2009).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica do género Bothrops no Brasil.

Bothrops alternatus Bothrops atrox Bothrops bilineata Bothrops jararacussu

Bothrops jararaca Bothrops erythromelas Bothrops leucurus Bothrops fonsecai

Bothrops neuwiedi Bothrops insularis Bothrops moojeni

Fonte: Repositdrio do Instituto Butantan modificado, 2023.

1.1 Bothrops moojeni

Durante a construcdo de Brasilia inumeros exemplares foram capturados e
remetidos ao Instituto Butantan, logo constataram ser uma nova espécie que antes
era identificada com B. atrox, que hoje ficou restrita a bacia amazébnica. Trata-se da
principal espécie de Bothrops dos cerrados do Brasil, sendo a responsavel pelos
principais acidentes que ocorrem na regido central, tem crescido em importancia
médica gracas a sua capacidade de adaptacéo aos ambientes antropizados. E uma

espécie que ocupa as matas ciliares em todo o dominio morfoclimatico do cerrado.
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Comumente o bote das serpentes é dado no sentido horizontal com uma
distancia correspondente a 1/3 de seu comprimento, B. moojeni é capaz de desferir
seu bote no sentido vertical, somado ao fato de ser um animal que pode chegar a
1,5 m de comprimento, com isso, seu ataque pode atingir zonas do corpo humano
um pouco mais altas que outras serpentes, possui ainda um comportamento
agressivo (NOGUEIRA, 2003).

Normalmente fica inativa durante o dia iniciando sua atividade no crepusculo,
em geral durante os primeiros estagios de vida apresenta a ponta da cauda
esbranquicada ou amarela, e também um comportamento de atracdo caudal,
alimentando-se principalmente de pequenos animais ectotérmicos, porém ao longo
do desenvolvimento apresentam uma mudanc¢a ontogénica em sua dieta, passando
a consumir pequenos mamiferos , com isso a ponta de sua cauda muda tornando-se
mais escura com a idade (NOGUEIRA, 2003; MELGAREJO, 2009; HATAKEYAMA,
2021).

Figura 2 - Espécie Bothrops moojeni.
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1.2 Os venenos do género Bothrops

De modo geral, os venenos ofidicos sdo uma complexa mistura de
substancias que atuam tanto como um mecanismo de ataque como de defesa, que,
resultam em alteracdes fisioldégicas quando inoculados, promovendo o0 processo de
digestdo e defesa contra agentes agressores e predadores (RIVERO, 2010;
HABERMEHL, 1986; ROCCO et al., 2013).

Serpentes do género Bothrops possuem um veneno constituido por uma
grande variedade de proteinas e peptideos, dentre eles: fosfolipases,
nucleaotidases, serinoproteases, metaloproteases e desintegrinas.

As metaloproteases sdo enzimas proteoliticas de grande abundancia e estéao
envolvidas em diversos processos do envenenamento, como: dermonecrose,
hemorragia, edema e degradacao de fatores da cascata de coagulacdo sanguinea
(FOX, 2008; OLIVEIRA et al. 2010).

As serinoproteases sdo enzimas que apresentam massa molecular variando
entre 26 e 67 kDa e a maioria delas atuam na disfuncdo do processo hemostatico
agindo diretamente sobre os fatores da cascata de coagulacao e sistema fibrinolitico
sdo encontradas também em microrganismos, plantas e diversos outros animais.
(SERRANO, 2005).

As fosfolipases sdo enzimas que atuam sobre membranas celulares
realizando a clivagem de fosfolipidios. O tipo de fosfolipase mais encontrada nos
venenos € a do tipo Az, compreendem enzimas que catalisam a hidrolise de CA+
dependente dos fosfolipidios de membranas biolégicas e artificiais. Presentes nos
venenos, de serpentes e de abelhas podem induzir varios efeitos farmacoldgicos,
como miotoxicidade, cardiotoxicidade, edema, hipotenséo, entre outros , mediando
respostas patoldgicas de interesse médico (KUDO, 2002; QUEIROZ et al., 2008).
(VALENTE, 2009). Possuem grande importancia na letalidade dos venenos com
uma acdao intensa na funcdo neuromuscular.

Em geral, o veneno botrépico possui trés acbes principais: proteolitica,
coagulante e hemorragica. A acao proteolitica é responsavel pelo dano tecidual local
gue decorre das proteases, fosfolipases, hialuronidases e mediadores da resposta
inflamatdria (BRAGA, 2006; MARTINS et al.,, 2012). Desencadeiam a acgao
coagulante, as substancias que levam ao consumo do fibrinogénio, atuam sobre a

trombina-simile, ativacdo da protrombina (fator 1) e fator X, o consumo do
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fibrinogénio torna o sangue da vitima incoagulavel sem que, necessariamente, haja
hemorragia.

A acdo hemorragica ocorre devido a atuacdo das hemorraginas que
provocam lesdes nos tecidos e membrana basal dos capilares sanguineos
(LUCIANO, 2009). O veneno também age sobre a aglutinacdo e agregacao
plaquetaria (MARTINS et al., 2012).

No que se refere aos acidentes ofidicos, um mesmo veneno pode variar de
intensidade e agir em diferentes locais do mecanismo hemostatico, dependendo da
concentracdo e do tipo de peconha. A propor¢cdo dos componentes da peconha
varia de acordo com o género, familia e até entre espécies, enquanto a composicao
pode variar com sexo do animal, idade, distribuicdo geografica e héabitos
alimentares. No caso das serpentes do género Bothrops, os venenos de filhotes sé&o
principalmente mais coagulantes, enquanto os venenos de adultos possuem maior

acao proteolitica e menor agcéo coagulante (FURTADO, 2006).

1.3 Os venenos de B. moojeni

Devido sua relevancia médica esta inserido no pool antibotrépico polivalente
produzido pelo instituto Butantan, que é constituido por 50% B. jararaca, 12,5%
B. alternatus, 12,5% B. jararacussu 12,5% B. moojeni 12,5% e B. neuwidi. Seu
proteoma foi recentemente sequenciado, e sua composicdo é principalmente de
metaloproteases (SVMP 36,5 a 39,8% serionoproteases (SVSP 14,7 a 19,8%),
fosfolipases A2 PLA2 (11,5 a 17,1%) L- aminoacidos oxidases (LAAO) (4,5 a 5,2%)
e lectinas do tipo C (CTL) (2,4 a 3,1%) e também outros compostos menos
abundantes, como fatores do endotelial vascular, peptideos potencializadores de
bradicinina (BPP), proteina secretadora rica em cisteina (CRISP) e hialuronidases,
que somados representam menos que 15% do total de proteinas do veneno
(AGUIAR, 2019).

A Mojenina é uma metaloproteases fibrinolitica encontrada no veneno de
B. moojeni, uma analise de SDS-Page indicou que esta molécula consiste em uma
Unica cadeia polipeptidica com massa molecular de cerca de 45 kDa. Apresenta
atividade coagulante, e os resultados sugerem que pertencem a classe de
metaloproteases onde as pontes de sulfeto sdo importantes para esta atividade.
(DE MORAIS, 2012).
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Em vivo tornou o sangue incoagulavel, possivelmente pela deplecdo do
fibrinogénio circulante, esses dados corroboram com uma enzima anticoagulante
que pode ser utilizada para prevencao de disturbios hemostéaticos no futuro.

O veneno de B. moojeni possui uma caracteristica de ativacdo do
plasminogénio, que o converte em plasmina, que € uma enzima fibrinolitica (WHITE,
2005). A Batroxobina € uma serino protease isolada do veneno, tem a capacidade

de coagular o fibrinogénio (VU, 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Diferenciacdo da quantidade de veneno, perfil proteolitico e atividade
coagulante dos venenos de Bothrops moojeni e caracterizacdo sexual, da espécie e

perfil por presa esquerda e direita

2.2 Especificos

Avaliar por meio dos experimentos de a) quantificacdo de proteinas; b)
eletroforese: c) zimografia; d) peso liquido e apds o processo de liofilizagdo dos
venenos, para uma diferenciagcdo por presa esquerda e direita entre machos e
fémeas; e) dose minima coagulante em plasmas humano e equinos, para

diferenciacdo de machos e fémeas no tempo de coagulacéo.



3 METODOLOGIA

3.1 Serpentes
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Foram utilizados no presente estudo dezoito individuos adultos, onze fémeas

e sete machos, as informacdes sobre as serpentes selecionadas, estdo disponiveis

na tabela 1 e figura 3.

Tabela 1 - Informac6es primarias referente as serpentes selecionas para o estudo

Serpente dl\(l)ﬂfrrr;esrcoo Presa | Peso do animal | Sexo Procedéncia do animal

BM 1305 ;18; ez?rue?ga 535¢g macho Araraquara — SP
BM 1401-10 ;igj eZ?;eitfa 1330,0g  |fémea |Chapada dos Guimaraes - MT
BM 1603-01 ;182 e?j(i]rueeitfa 240,09 macho Gaucha do Norte - MT

BM 1610 ;18; e?j?rueeitfa 475,09 fémea Araguaina - TO

BM 1611 ;1(1)8 ef’j?;ei’ga 510,09 fémea Araguaina - TO

BM 1612 ;ﬂ; eZ?:Je?ga 265,09 macho Brotas — SP

BM 1701 ;ﬂi ezci‘r‘fitfa 200,09  |Macho Pirenopolis - GO

BM 1702 ;ﬂg ef’j?fe?tfa 250,09 macho Palmas — TO

BM 1704 ;ﬂ; ef’j?fe?tfa 855,09 Fémea Palmas - TO

BM 1706 ;i;g efj?rue?tfa 950,09 fémea Frutal - MG

BM 1707 ;E; ezc?rl;eitzja 555,09 fémea Palmas — TO

BM 1709 ;Ei efj?ri;eitga 985,09 fémea Araraquara — SP

BM 1801 ;i;g efj?rﬁtfa 50509  |fémea ltapira — SP

BM 1802 ;i;; e‘j’j‘?ﬁe‘?tfa 45509  |fémea Brotas — SP

BM 1911 ;igg e‘j’j‘?r“e?tfa 420,09 macho ltatba - MT

BM 1919 ;ig; e;‘??eeitr:a 830,09 fémea ltatba - MT
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7133 esquerda .

BM 1920 7134 direita 240,09 macho Itatba - MT
7135 esquerda ~ .

BM 1927 7136 Direita 325,09 fémea Bocaina - SP

Fonte: proprio autor, 2023

Figura 3 - Distribuicdo geografica das serpentes selecionados no estudo

Procedéncia do animal

Araraguara
0 Chapada dos Guimaraes
Galcha do Morte
v Araguaina
Brotas
Pirendpolis
¥ Palmas
V Frutal B
¢ ltapira
¥ ttadaba
¥ Bocaina

Jruz

Q Araraquara !
lerra

¥ Brotas =

Itatiba

Palmas

. Machos

Fémeas

Fonte: proprio autor, 2023.

3.2 Venenos
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A extracdo do veneno ocorreu no laboratério de Herpetologia do Instituto

Butantan, seguindo todos os protocolos de boas praticas de laboratério. Os venenos

sdao mantidos sempre em banho de gelo reservados em um Becker, que

posteriormente sera centrifugado para remocéo de detritos e liofilizados em seguida

para manter a durabilidade, sendo entdo armazenados em freezer -20°C até o

momento da preparacdo das amostras.
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3.3 Dosagem de proteinas

A concentracdo do teor proteico dos venenos foi realizada, utilizando-se o
método descrito por Lowry et al. 1951, e modificado por Markwell et al. 1978. A
albumina bovina foi utilizada para elaboracdo da curva padrdo, utilizando-se
diluicdes seriadas em solucdo salina 0,85%. Os ensaios foram realizados em
microplacas de 96 pocos, onde foram pipetados em cada poco, 50 ul das amostras
preparados com venenos diluidos em 1:4, 150 pl de solugéo “C.” apdés um tempo de
incubacéo de 30 min em local escuro, pipetado 15 pl de solugdo “B” e por 45 min e
local escuro novamente foi deixado em incubacéo. As absorbancias foram lidas em
leitor de placa (SpectraMax) no comprimento de onda de 660 nm. Os resultados
foram expressos em pg de proteina por mg de veneno seco. Todos 0s resultados

foram considerados em triplicata, e seu valor médio considerado como teor proteico.

Solucéo A:

209 Na2 Co3 2%

Diluir em 1000 ml de
49 Na OH 0,4%
o H20 destilada

169 tartarato de sédio 0,1% j

10g SDS 1%
Solucéo B:

49 CuSO45H20 ——» Diluirem 100 ml de H20
Destilada

Solucéo C:

1 parte de solucéo B
100 partes de solucao A

Solucéo de Fenol:
1 parte de Fenol Folin

1 parte de 4gua destilada
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Figura 4 - Microplaca 96 pocos para quantificacéo de proteinas

Fonte: préprio autor, 2023.

3.4 Eletroforese

A técnica para separacdo de proteinas presentes nos venenos foi
determinada utilizando a técnica de eletroforese em SDS-PAGE, conforme o método
de Laemmli 1970. Um gel foi preparado com o gradiente de 15% para separacéo e
um gel de concentracdo de 5%. Foi utilizado equipamento da marca Major Science;
cuba e placas, e a fonte da marca Pharmacia Biotech; sendo padronizada com
voltagem de 200 V e miliampere fixada em 150 mA.

Foram aplicados 20 pug de amostra do veneno, separado pelas presas
esquerda e direita e um pool de cada individuo (machos e fémeas, constituido da
mistura das duas presas. Com adicdo de 5 pl de tampdo de amostra e 2 pl de
B-mercaptoetanol para cada amostra. Além das amostras de veneno, foi aplicado no
gel, 7 ul de padrdo de massa molecular das marcas Biorad e Jena Bioscience. As
amostras passaram por processo de homogeneizacdo e centrifugagdo, e por fim
ficaram 5 min no banho seco.

Apbs o término da corrida, o gel foi corado com Comassie Brilhante Blue por
pelo menos 3 horas ou overnight, logo apds submersos em solugéo descorante.

Andlise densitométrica das imagens do gel foram analisadas e
semi-quantificadas por densitometria. As analises de mobilidade eletroforética e a
quantificacdo de massa molecular relativa das bandas do gel foram realizadas
através do software GEL ANALYZER 2010a®.



Solucéo corante:
450 ml
450 ml
100 ml
5g/L

Solucéo descorante
70 ml
100 ml

Tampé&o de corrida
45,45 g
216,15¢
15 g
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Agua Destilada
Etanol
Acido Acético

Corante Comassie Blue R-250

Acido Acético Diluir em 1 L de agua
Etanol destilada
Tris Base
- Diluir em 1 L de &gua
Glicina

SDS 10% destilada

Tampao gel de separacédo 15%:

12 ml
9ml
2,76 ml
240 pl
16 pl
64 ul

Acrilamida
Tris pH 8.8
H20 destilada
SDS 10%
TEMED

Persulfato de Amoénio

Tampao gel de concentracdo 5%

835 pl
625 pl
3,42 ml
50 ul

4 pl

25 pul

Acrilamida 30%
Tris pH 6.8

agua destilada
SDS 10%
TEMED

Persulfato de Amonio
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Figura 5 - Experimento de eletroforese em SDS-PAGE

Fonte: préprio autor, 2023.

3.5 Atividade coagulante

O experimento de atividade coagulante € determinado através 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
concentracdes decrescentes (1000 pl, 500 pl, 250 pl, 125 ul, 62,5 ul, 31,2 pl, 15,6 pl,
7,8 ul, 3,9ul). O ensaio consiste em adicionar 100 pl de solugdo de veneno e 200 pl
de plasma citratado, sendo testadas de acordo com o que foi descrito por Theakston
& Reid (1983). O tempo de coagulacdo foi verificado através do fibrometro BBL®
FibroSystem® e os valores da DMC-P obtidos através de andlise de regressao linear

do “tempo de coagulagao” sobre a “quantidade de veneno”.
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Figura 6 - Fibrémetro utilizado para realizar teste de coagulacéo

Fonte: proprio autor, 2023.

3.6 Zimografia

A zimografia dos venenos consiste na deteccdo das enzimas proteoliticas
presentes nos venenos sendo uma técnica realizada conforme Heussen & Dowdle
1980. O gel foi preparado na concentracdo de 12%, e copolimerizado com 20 ug de
substrato gelatina, e na proporcédo de 5% para o gel de concentracdo. A corrida foi
realizada de maneira parecida com os procedimentos de eletroforese, porem em
amperagem reduzida, no mesmo equipamento da marca Major Science; cuba e
placas, e a fonte da marca Pharmacia Biotech; sendo padronizada com voltagem de
100 V, 80 mA e 100 W. Apds o término da corrida, o gel foi lavado com tampdes
especificos (tampédo de lavagem | (Tris hidroximetil amino metano, Triton X-100 2,5%
e agua destilada) por 30 minutos 2x, posteriormente lavado por 10 minutos no
tampao de lavagem Il (Tris (hidroximetil) amino metano e agua destilada)) e por fim
incubado por 24 horas a 37°C no tampédo de ativacdo (Tris hidroximetil amino
metano 50 mM, Cloreto de Calcio, Cloreto de Sédio e agua destilada). O gel foi
corado com Comassie B. Blue e em seguida descorado, até que as areas de

digestéo estivessem nitidas.



Tampao | pH 7,5
3,025¢ Tris
500 ml Agua destilada

Tampao Il pH 7,5

3,025¢ Tris
12,5 ml Triton x-100 2,5%
500 ml Agua destilada

Tampao de Ativacao pH 7,5

3,025¢ Tris

1,19 Na CI

5859 CaClz

500 ml Agua destilada

3.7 Estatistica
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Os resultados apresentados nesse estudo representam a média e + DP

(Desvio Padrdo) com intervalo de confianca de 95%. Para a analise de dados desse

estudo foi adotado, o teste T de Student método two- tailed, para que pudesse obter

a variancia dos resultados intraespecifica e intergrupos, utilizando-se o software

Prisma 8.0 (Graph Pad) onde os valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Dosagem de proteinas

Os resultados obtidos com os teores proteicos das amostras separadas por
presa esquerda e direita do veneno tanto de machos quanto de fémeas, analisadas
a partr de método de Markwell et. al. 1978, apresentaram diferenca
significativamente demostradas em estatistica pelo teste T two- tailed.

Machos presa esquerda t = 34.55. df = 6; presa direita t = 23.99, df = 6.
Fémeas presa esquerda t = 27.19, df = 10; presa direita t = 36.54, df = 10; valores de
diferenca significativamente p<0,05.

Mantendo-se em um padrdao com variagédo de 931,1 pug a 1.386,7 pug. Ao que
pode ser observado na tabela 2, figura 7, para demonstracdo dos valores das
presas esquerda e direita. Foram efetuados testes com 0s pools, no caso a mistura
da presa esquerda e direita, dos venenos de machos e fémeas onde a variagao
encontrada foi entre 891,0 ug a 1.305,0 pg, ao pode ser observado com mais
detalhes na tabela 3 figura 8.

A figura 9 demonstra os valores totais de ambos 0S sexos por presa assim
constatando um panorama da variacao existente.

Para os testes subsequentes adotou-se, para as amostras de venenos, 0
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 conteudo
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Figura 7 - Gréfico com valores da dosagem de proteinas separadas por presa
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Tabela 2 - Serpentes e seus respectivos valores de dosagem em [lg por presa
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Tabela 3 - Serpentes e seus respectivos valores de dosagem em g, referente ao
pool de machos e fémeas

SERPENTE | DOSAGEM

Fonte: proprio autor, 2023.

Figura 8 - Gréfico com valores da dosagem de proteinas referente ao pool de machos
e fémeas
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Figura 9 - Grafico demonstrando valores de dosagem de machos e fémeas por
presa
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Fonte: proprio autor, 2023.

4.2 Eletroforese

Apesar de semelhantes entre si, 0os venenos analisados apresentaram
diferencas no padrdo de bandas obtidas no gel. Os venenos apresentaram bandas
majoritarias, bandas minoritarias e bandas exclusivas para cada veneno. Os perfis
de migracdo das proteinas dos venenos foram melhor estudados através de
densitometria éptica utilizando o software Gel Analyzer 2010a®, que nos permite
uma analise mais detalhada do padrdo de migracdo, além de realizar uma
quantificacdo relativa das bandas de cada amostra. As bandas foram entdo
selecionadas manualmente e quantificadas em relacéo as demais bandas do gel.

Os perfis de presa esquerda de direita apresentaram diferengcas minimas, as
bandas variam entre 5 a 12 entre os géis, com predominancia entre as bandas
majoritarias entre 30 a 20 kDa. O padrédo de bandas em fémeas é mais nitido que os
de machos, nessa faixa. Observa-se que ha diferencas entre os padrbes de fémeas
e machos e quase nao se nota diferencas entre presas esquerda e direita. Contudo

todos os individuos apresentam uma banda majoritaria entre 26 kDa.
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Figura 10 - Imagem de gel de eletroforese de BM1603-01 de presa esquerda e
direita e BM1702 machos e BM1704 presa esquerda e direita e BM1919 de fémeas
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Fonte: préprio autor, 2023.

Figura 11 - Imagem de gel eletroforese de BM1305 de presa esquerda e direita e
BM1911 machos e BM1401-10 presa esquerda e direita e BM1707 de fémeas
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Fonte: préprio autor, 2023.
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Figura 12 - Imagens das densitometrias por presa de BM1919, BM 1920 e BM 1927
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Fonte: préprio autor, 2023.



Figural3 - Imagens das densitometrias por presa de BM1305, BM1401-10,
BM 1603-01, BM 1610 e BM 1611
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Fonte: préprio autor, 2023
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Figura 14 - Imagens das densitometrias por presa de BM1612, BM 1701,

BM 1702, BM 1704 e BM 1706
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Figura 15 - Imagens das densitometrias por presa de BM 1707, BM 1709,
BM 1801, BM 1802 e BM 1911
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Fonte: préprio autor, 2023.
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Figura 16 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de machos
com suas respectivas presas BM 1701 e BM 1612
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Figura 17 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de machos
com suas respectivas presas BM 1603-01 e BM 1911
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Figura 18 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de machos
com suas respectivas presas BM 1305 e BM 1702
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Figura 19 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de fémeas
com suas respectivas presas BM 1706 e BM 1927
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Figura 20 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de fémeas
com suas respectivas presas BM 1401-10 e BM 1919
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Fonte: préprio autor, 2023.



Figura 21 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de fémeas

com suas respectivas presas BM 1709 e BM 1704

BM1709 Fémea

=
=
=
=
&
I=
-]

200 Y E
| il

1004

4101
i}

0 100 Z00 300 400 500 600 VOO 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

W

140
juli]

177111 o] HHHHHE% o m

TR

40 40

0 100 200 300 400 500 GO0 FOO @00 Q00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 0 100 200 300 400 500 AO0 FOO 8O0 400 1000 1100 1200 1300 1400

Pixel Pizel
| 1
_ [I4i/eie @ [ /I8 WX
BM1709 Presa Esquerda BM1709 Presa Direita
BM1704 Fémea
150 a A a8 LI
} / !
120
a0 i
40
D.
i 150 300 450 BOO FA0 800 1050 1200 1350 1500 1640
Pixel

120
F100
[
[
0 100 200 300 400 00 500 700 800 @00 1000 1100 1200 1300 1400

Pixel

BM1704 Presa Esquerda

E* 8 1

||

'7
—l=
- |m
=

0 100 200 300 400 500 600 OO 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

N —

BM1704 Presa Direita

Fonte: préprio autor, 2023.
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Figura 22 - Imagens comparativas entre o perfil densitométrico do pool de fémea
com suas respectivas presas BM 1801 macho BM 1920
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4.3 Dose minima coagulante

Os venenos tanto de fémeas quanto de machos foram capazes de coagular o
plasma equino citratado e plasma humano em 60 segundos.

Os resultados obtidos com as amostras de venenos de fémeas, determinam
que para o plasma humano BM 1927 obteve um valor DMC 13,6 ug/ml. BM 1801
teve a menor atividade coagulante de todas as fémeas testadas em plasma
humano, com um valor de DMC de 149,5 pg/ml ( tabela 4; figura 21)

BM 1927 foi a fémea com valor mais significativos de DMC-P 1,7 pg/ml, BM
1401-10 demonstrou ser a fémea com menor atividade coagulante em plasma
equino com um valor de DMC-P 109,7 pg/ml (tabela 4; figura 21).

Todas as amostras de veneno de machos foram mais ativas que as fémeas,
em experimentos com plasma equino BM 1701 é o mais ativo entre os machos com
um valor de DMC-P de 1,8 pg/ml; BM1612 possui a menor atividade coagulante com
um valor de DMC-P de 12,3 pg/ml.

BM 1305 possui a amostra mais ativa dos machos em plasma humano com
um valor de DMC 1,1 pg/ml. BM 1911 possui a menos ativa em plasma humano
com um valor de DMC de 10,4 pg/ml. ( tabela 4; figura 19).

Analisando estatisticamente os pools de fémeas e de machos observa-se que
as amostras apresentaram valores significativamente diferentes entre si, obtidos
através do Teste T two - tailed, plasma humano apresenta diferenca entre machos e
fémeas de 48.38 + 26.61 <0.0001; e plasma equino diferenca de 38.73 + 14.97
<0.001 . Nota-se que os venenos de machos sdo mais ativos tanto em plasma
equino quanto em humano. Fémeas tendem a perder sua atividade coagulante ao
passar dos anos . Todos os individuos testados apresentam 60% das amostras mais
ativas em plasma equino.

Os individuos BM 1709, BM 1704 fémeas e BM 1612, BM 1701 machos,

foram testados somente em plasma equino.
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Tabela 4 - Tabela demonstrando os valores das doses minimas coagulantes das

serpentes em plasma humano e equino

SERPENTE PLASMA EQUINO PLASMA HUMANO
VALORES DE DMC-P pg/ml | VALORES DE DMC pg/ml
BM 1801 72,7 149,5
BM 1401-10 109,7 73,8
BM 1706 45,8 14,7
BM 1919 7,9 16,3
BM 1927 1,7 13,6
BM 1709 13,3 0
BM 1704 55,8 0
BM 1305 7,9 2,7
BM 1920 4,2 7,1
BM 1603-01 3 2,8
BM 1911 5,5 10,4
BM 1702 1,1 3
BM 1612 12,3 0
BM 1701 1,8 0

Fonte: préprio autor, 2023.

Figura 23 - Grafico expressando valores das doses minimas coagulante de machos
e fémeas e plasma equino e humano.
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Figura 24 - Comparacao de DMC entre machos e fémeas em plasma humano e
equino
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Fonte: préprio autor, 2023.
4.4 Diferenca entre veneno secretado

Um outro questionamento do estudo era sobre a perda de agua do veneno
apos o processo de liofilizacdo. O processo consiste em desidratar por sublimacéo,
retirando toda a agua do veneno, ou seja, ele passa do estado soélido para gasoso,
sem passar pelo estado liquido. Com isso as amostras foram pesadas em seu
estado liquido e ap6s o processo de liofilizacdo, onde constatou que houve perda de
70% do liquido, ap6s o processo de liofilizagdo, corroborando com achados em
artigos anteriores.

Com os mesmos dados obtidos conseguimos ainda perceber que a glandula
direita de 13 dos individuos do estudo secretava entre 0,5% a 57,3% a mais que a
esquerda, contudo ndo demonstrando esse parametro de diferenca em testes
bioquimicos, ao que pode ser melhor observado na tabela 3.

Houve diferenca significativa em comparacdo as presas, somente 0s
individuos BM 1702(macho), BM 1706 (fémea), BM 1911 (macho) e BM 1919
(fémea) apresentaram a uma maior quantidade de veneno em presa esquerda. E

BM 1702 (macho) n&o apresentou diferenga entre as presas.
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De acordo com os resultados dos testes estatisticos, venenos liquidos de
machos possuem valores de t = 7.104 df = 6 para presa esquerda e t = 5.456, df =6
em presa direita. Venenos liofilizados presa esquerda t = 6.402 df = 6, presa direita t
= 6.542 df = 6. Fémeas possuem para veneno liquido um valor de t = 7.501 df = 10
em presa esquerda et = 7.101 d f= 10 em presa direita; veneno liofilizado em presa
esquerda t= 6.054 df = 10, presa direita t= 6.219 df = 10. Valores significativamente
p<0,05.

Fémeas detém a maior quantidade de veneno, podemos levar em
consideracdo que elas possuem maior tamanho de suas glandulas, visto que sdo
maiores que 0s machos, e no presente estudos estdo em desequilibrio em questao
de individuos. Na tabela 6 podemos fazer a comparacédo entre o peso dos animais e

seus venenos secretados.
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Tabela 5 - Informacdes sobre peso seco apés o processo de liofilizacéo e liquido
dos venenos obtidos das presas direita e esquerda das serpentes.

VENENO VENENO QUANTIDADE PESO % DE AGUA
SERPENTE | LIQUIDO |LIOFILIZADO DE AGUA SECO EM PRESENTE
EM puL EM ug RETIRADA % NO VENENO
0,2748 0,0623 0,2125 22,7 77,3
Bm1305
0,6430 0,1626 0,4804 25,3 74,7
0,5124 0,1409 0,3715 27,5 72,5
Bm1401-01
1,021,7 0,3415 0,6802 33,4 66,6
0,1236 0,0340 0,0896 27,5 72,5
Bm1603-01
0,1676 0,0466 0,1210 27,8 72,2
0,8783 0,2798 0,5985 31,9 68,1
Bm1610
0,9016 0,2367 0,6649 26,3 73,7
0,4258 0,1212 0,3046 28,5 71,5
Bm1611
0,5219 0,1446 0,3773 27,7 72,3
0,2995 0,0874 0,2121 29,2 70,8
Bm1612
0,3080 0,0902 0,2178 29,3 70,7
0,2461 0,0871 0,159 35,4 64,6
Bm1701
0,2299 0,0825 0,1474 35,9 64,1
0,2970 0,0760 0,2210 25,6 74,4
Bm1702
0,2966 0,0765 0,2201 25,8 74,2
0,8325 0,2831 0,5494 34 66
Bm1704
0,8370 0,2750 0,562 32,9 67,1
0,5791 0,1682 0,4109 29 71
Bm1706
0,5643 0,1618 0,4025 28,7 71,3
0,2853 0,0824 0,2029 28,9 71,1
Bm1707
0,4388 0,1315 0,3073 30 70
0,5651 0,1631 0,4020 28,9 71,1
Bm1709
0,5725 0,1638 0,4087 28,6 71,4
0,3772 0,0533 0,3239 14,1 85,9
Bm1801
0,4173 0,0842 0,3331 20,2 79,8
0,3484 0,1099 0,2385 31,5 68,5
Bm1802
0,3530 0,1101 0,2429 31,2 68,8
0,3752 0,1148 0,2604 30,6 69,4
Bm1911
0,3323 0,0983 0,234 29,6 70,4
0,5168 0,1697 0,3471 32,8 67,2
Bm1919
0,2692 0,0864 0,1828 32,1 67,9
0,1285 0,0356 0,0929 27,7 72,3
Bm1920
0,2445 0,0699 0,1746 28,6 71,4
0,1421 0,0381 0,1040 26,8 73,2
Bm1927
0,2329 0,0630 0,1699 27,1 72,9

Fonte: préprio autor, 2023
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Figura 25 - Os gréaficos demonstram peso do veneno liofilizado de presa esquerda e
direita de fémeas e machos; abaixo o peso liquido de venenos de presa esquerda e

direita de fémeas e machos
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Figura 26 - Grafico que demonstra o peso total veneno extraido das serpentes do
estudo
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Fonte: préprio autor, 2023.

Figura 27- Grafico que demonstra a diferenca em peso liofilizado entre machos e
fémeas
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Fonte: préprio autor, 2023.
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Tabela 6 - Demonstra uma comparacéo do veneno secretado e 0 peso dos
individuos

VENENO VENENO
SERPENTE | LIQUIDO EM | LIOFILIZADO PESO DO
pL EM pg

ANIMAL

Fonte: préprio autor, 2023.
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4.5 Zimografia

A técnica de zimografia nos possibilita observar a presenca de enzimas
proteoliticas sobre um substrato de gelatinas, neste caso os venenos de B. moojeni.
Machos apresentam acéo proteolitica parecida entre si, e entre presa esquerda e
direita nas regides de 90 a 30 em veneno BM 1305, e em BM 1911.

Fémeas apresentam padrdo destinto dos machos, com maior area de
digestdo das bandas e mais nitidez entre as regides 36 a 26 de BM 1401-10 em
presas esquerda e direita, porém a fémea BM 1707 possui um padréo diferente e
apresenta grande degradacdo em toda a area de alto peso molecular em suas duas
presas. Destaca-se ainda o fato de todas os individuos possuirem uma banda de 24
kDa.

Os individuos BM 1610 e BM 1611 apresentam padrdes parecidos, porém
fémeas demonstram que sua degradacao ficou mais evidente que machos. BM 1709
e BM 1801, entretanto ndo um padréo de igualdade entre as presas destas. Onde a
maior parte de digestdo ocorre entre 74 a 23 kDa.

Figura 28- Imagem de zimografia das amostras de B. moojeni machos BM 1305
presa esquerda e direita, BM 1911 e femeas BM 1401-10 presa esquerda e direita e
BM 1701 presa esquerda e direita.
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Fonte: préprio autor, 2023.



Figura 29 - Imagem de zimografia das amostras de B. moojeni machos BM 1610
presa esquerda e direita, BM 1611 e fémeas BM 1709 presa esquerda e direita e
BM 1801 presa esquerda e direita.
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Fonte: préprio autor, 2023.
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5 DISCUSSAO

A habilidade do veneno de serpentes de incapacitar e interromper os sistemas
fisiologicos dos animais é uma de suas caracteristicas mais marcantes, com
algumas espécies possuindo veneno suficiente para incapacitar dezenas de
milhares de animais de laboratério. Do ponto de vista humano, essa propriedade do
veneno o torna uma fonte de novos compostos biomédicos (CASEWELL, 2020).

Toxinas de serpentes sao provavelmente um dos mais complexos de todos 0s
venenos conhecidos e estudados desde o século passado até os dias atuais, € uma
caracteristica evolucionaria bem-sucedida das espécies com a denticdo avancada,
essa inovagcado mudou a forma de captura, desempenhando um papel importante na
histéria desses animais (AGUIAR, 2019).

Os venenos sao compostos por aproximadamente 25% de solidos, dos quais
aproximadamente 90% s&o proteinas. Os teores proteicos apresentados para as
amostras de venenos de fémeas e machos, bem como presa direita e esquerda
apresentaram variacdo significativa, dos valores de proteinas, confirmando os
achados da literatura para venenos botrépicos de 1,0 mg proteina/peso de veneno
seco, corroborando com os achados de Braga e colaboradores (2022) em seu
trabalho com B. leucurus.

A eletroforese € uma técnica que possibilita uma grande resolucao dos
padrbes de proteina de venenos, consequentemente, permitindo a identificacdo e
separacdao dos componentes, por meio da aplicacdo de uma carga elétrica onde ha
particularidade do gel e as proteinas migram de acordo com sua massa
(ORNSTEIN, 1964).

Os perfis eletroforéticos mostraram que os venenos de machos e de fémeas
possuem padrdes de bandas que divergem em alguns pontos, contudo em
comparacao as presas esquerda e direita ndo possuem diferenca entre si. Sendo
que as fémeas apresentam numero maior de bandas quando comparados com 0s
venenos de machos.

Estudos revelam que o veneno de B. moojeni apresenta alta atividade
proteolitica e baixa acdo hemorragica, com niveis altos de PLA2 e propriedades
coagulantes (CAMPOS et al, 2013).

Campos e colaboradores (2013), avaliaram a atividade de PLA:, atividades

proteolitcas e LAAO dos venenos das espécies: B. jararaca,
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B. jararacucu, B, moojeni, B. neuwiedi e B. alternatus. O veneno de B. moojeni
apresentou a maior atividade dentre todas as enzimas testadas.

A alta atividade de PLA2 pode ser explicada pela presenca de
duas fosfolipases &cidas, a BM-PLA de 19 kDa e 15 kDa.

Tem sido relatado que o veneno de B. moojeni contém multiplas proteinas,
incluindo serino proteases e metaloproteases, com massas moleculares variando de
22 a 34 kDa (BERNARDE, 2014; SERRANO, 1993).

Assim como a maioria dos venenos de serpentes de o género Bothrops
podem apresentar diferentes classes de proteinas na regido de peso molecular de
aproximadamente 24 a 13 kDa, compreendendo as serinoproteases e
metaloproteases (SERRANO, 2005)

Estudos indicam ainda que proteinas com massas moleculares entre 46 e 36
kDa possuem seus compostos relacionados a atividade proteolitica e sobre a
cascata de coagulacéo.

Valente e colaboradores (2009) encontraram entre 30 a 20 kDa bandas
majoritarias em todas as amostras de B. insularis. Neste intervalo de massas, com
base na literatura estdo contidas além das metaloproteases e serinoproteases, as
fosfolipases A2. Que corroboram aos nossos achados em analises de B. moojeni.

Os géis apresentaram um padrdo de migracdo caracteristico para o género
Bothrops, sendo possivel identificar quais proteinas estdo presentes nos venenos,
de acordo com a massa relativa de cada uma das bandas, com base no descrito
pela literatura.

Todos o0s venenos estudados apresentaram uma banda majoritaria em
aproximadamente 26 kDa, possivelmente se tratando de metaloproteases, que de
fato se apresentam em abundancia nos venenos botropicos (FURTADO, 1991).

Os géis de fémeas possuem uma maior intensidade em algumas de suas
bandas, pelo fato de ser um veneno mais proteolitico que o dos machos (FURTADO,
2006).

Esses resultados corroboram com trabalhos que demonstram que mesmo
comparando individuos da mesma espécie podem existir auséncias ou adicdo de
certas proteinas ou componentes do veneno.

Comumente as toxinas dos venenos de viperideos, sobretudo dos botrépicos,
tém como alvo os processos hemostaticos (KAMIGUTI, 1989). Esses venenos

apresentam componentes capazes de atuar sobre os diversos fatores de coagulagéo


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phospholipase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113003474?via%3Dihub#bib75
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sanguinea (MARUYAMA et al. 1990). Nos acidentes botropicos, a alteracdo no
tempo de coagulacdo sanguinea e o quadro de incoagulabilidade sdo os sinais
clinicos classicos, devido a acdo desses componentes, que em sua maioria Sdo as
proteases (GUTIERREZ, 2017).

Embora a coagulopatia possa ser importante em humanos, nem sempre é 0
principal responsavel pela morbidade, mas pode atuar sinergicamente com outros
efeitos importantes do veneno (WHITE, 2005).

Resultados obtidos para a atividade coagulante das amostras de venenos de
B. moojeni, evidenciam que fémeas e machos foram capazes de coagular o plasma
equino citratado e plasma humano em 60 segundos. ldentificando maior atividade
coagulante nos venenos de exemplares juvenis de fémeas. Braga e colaboradores
(2022), relataram que a dose minima coagulante foi diretamente proporcional a
idade de serpentes da espécie B. leucurus independente do sexo.

No presente trabalho, somente os venenos de fémeas apresentaram
diminuicdo da atividade coagulante de acordo com a idade. Fémeas possuem
veneno mais coagulante que os machos, mas esta propriedade tende a ser perdida
com o envelhecimento (SILVA, 2017).

Os venenos de machos foram significativamente mais ativos tanto em plasma
equino, quanto humanao.

O veneno de fémeas é mais potente para atividades hialuronidasicas,
hemorragicas e letais, enquanto o veneno de machos € mais potente para atividades
coagulantes, fosfolipasicas e miotoxicas (FURTADO, 2006).

A maioria dos testes laboratoriais relacionados a atividade pro-coagulante dos
venenos sao expressos em plasma humano, e interpretados quanto ao
envenenamento em humanos. Porém para obtencdo e fabricacdo de soros
antiofidicos sdo aplicados em equinos, que por ser uma animal de grande porte
gerar uma grande quantidade de plasma.

Contudo como a peg¢onha possui uma caracteristica fundamental para fins de
captura, havendo assim a diferenca nos plasma ao reagir as toxinas do veneno.
Realmente as peconhas das serpentes sofrem inimeras adaptacdes em sua
composi¢cdo, com o intuito de tornar a mistura proteica mais bem adaptada para o
tipo de presa e ambiente em que estéo inseridas (SOUZA et al, 2018).

Souza et al. (2018) demonstraram que houve diferenca na coagulacao de

diferentes plasmas, dentre eles humano, de aves e de anfibios. Mamiferos possuem
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uma coagulacdo sanguinea mais complexa do que outros vertebrados, essa seria
uma hipétese para que o plasma dos equinos coagulasse mais depressa. Ou ainda
outros fatores externos. E mais estudos devem ser realizados para que se possa
comprova-la

Dos testes dos venenos de machos e fémeas, 60% foram mais ativos em
plasma equino.

O presente estudo demonstra que ha diferenca no veneno produzido por
presa esquerda e direita. Podendo esta variar entre 0,5% a 57,3% com uma
porcentagem maior pela glandula direita. Contudo € uma &area ainda pouco
estudada, como muitas das pesquisas sdao focadas somente na bioquimica ou
andlise do veneno total.

Braga e colaboradores (2022), investigaram a producdo do veneno de
B. leucurus, porém ndo encontraram variacdo significativa entre as presas desta
espécie. Constataram que ha variacdo entre 70 a 75% do peso liquido e 25 a 30%
do peso sdlido, corroborando aos achados em B. moojeni.

Fémeas tendem a se tornar maiores e mais robustas que machos, diferindo
em tamanho e formato de cabeca.

Considerando animais saudaveis, e que ambas as presas sao funcionais, é
possivel que na natureza, onde sdo mais sensiveis a mudancas ambientais e
doencas, as serpentes geralmente apresentem diferencas quanto ao veneno
expelido por cada presa (DE ROODT, 2016). Como o cativeiro mantém as condic¢oes
ambientais estaveis e previne o aparecimento de doencas, a variabilidade entre as
presas tende a diminuir consideravelmente (DE ROODT, 1998).

Considerando varia¢cfes relacionadas ao método de extracdo, a experiéncia
do técnico, a estrutura e tamanho da prépria glandula, tais varidveis podem
influenciar a producdo do veneno, visto que serpentes mantidas em cativeiro por
longos periodos também podem ter quantidade e propriedades biolégicas da
peconha alteradas (BRAGA, 2021).

A gquantidade de veneno obtida fisicamente através de extragdo manual pode
sugerir o maximo a ser injetado em uma picada, mas € improvavel que na pratica
toda esta quantidade seja injetada. A dosagem de veneno é assunto de debate e
diversos estudos, entre estimativas de quantidade de veneno injetado e ainda
relatos de picadas secas (HAYES, 2008; DE REZENDE, 1998).
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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 0s venenos de
fémeas e de machos possuem acao proteolitica sobre a gelatina, porém com
variacdo. O pool de venenos de fémeas apresentou atividade gelatinolitica nas
regides de peso molecular entre 37 e 50 kDa, confirmando o estabelecido por
Serrano (1993) para proteinas com agao proteolitica.

Também foi relatado que o veneno de B. moojenicontém uma
metaloproteases composta por duas cadeias polipeptidicas de 65 kDa e 55 kDa.
Esses relatos corroboram com os achados em zimografia em proteinases em torno
de 30 kDa (CAMPOS, 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/polypeptide
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6 CONCLUSOES

Estda bem estabelecido hoje em dia que a composicdo do veneno de
serpentes é influenciada por mudltiplos fatores, incluindo filogenia, distribuicdo
geografica de diferentes populacdes, idade, sexo e presas ingeridas. No entanto,
informacdes sobre a relacdo entre sexo e a variagdo na composicdo do veneno e
ainda o teor de proteinas do veneno por presa esquerda e direita, sdo escassas ou
completamente desconhecidas.

O foco principal de muitos dos estudos desenvolvidos até 0 momento sempre
foi o0 envenenamento e a bioquimica da mistura dos venenos das duas presas das
serpentes, pouco se sabe e se discute sobre a constituicdo e secrecdo dos venenos
separados das duas glandulas.

O presente estudo demonstra que ha diferencas na quantidade secretada do
veneno, quando comparadas as presas esquerda e direita. Quanto ao seu peso
liquido e liofilizado h& diferencas significativas em 72% dos individuos. E diferenca
no teor proteico.

Os achados nos tempos de coagulacdo, mostraram que em 60% dos
individuos, os venenos de B. moojeni foram capazes de coagular o plasma equino
de forma mais rapida que de plasma humano.

Machos apresentam venenos mais ativos sobre a coagulagdo quando
comparados com o0s venenos de fémeas.

Nas fémeas os venenos apresentam uma diminuicdo da atividade coagulante

de acordo com a idade, ao contrario dos machos desse estudo.
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