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RESUMO

Acidentes com serpentes sdo considerados um problema de salde
publica, estando inclusos na lista de Doengas Tropicais Negligenciadas
da Organizacdo Mundial da Salde. Apesar da baixa incidéncia dos
acidentes com as serpentes do género Micrurus, a potencial gravidade
dos mesmos e a escassez de informagdes bioquimicas dos venenos
destas cobras-corais, faz com que aumente a necessidade de
investigacdo. Alguns venenos do género Micrurus j& possuem seus
mecanismos fisiopatolégicos e sua composicdo melhor descritos.
Entretanto, para o veneno de Micrurus surinamensis, ha poucas
informac0es a respeito da fisiopatologia e seus componentes principais,
limitando, desta forma, o melhor entendimento molecular do mecanismo
provocado pelo veneno. O soro comercial utilizado para o tratamento
dos envenenamentos € produzido pela hiperimunizacdo de cavalos com
venenos do género Micrurus, porém o veneno de M. surinamensis ndo é
incluso nesta producdo, o que pode gerar um tratamento ineficaz em
individuos picados por esta serpente. Neste sentido, este trabalho
procurou investigar as moléculas presentes do veneno e suas atividades.
Para avaliar o perfil proteico dos venenos foi realizada eletroforese
SDS-PAGE. O veneno de M. surinamensis possui todas as suas
proteinas abaixo de 31kDa, enquanto M. frontalis tem bandas até
50kDa. Ja em relacdo a toxicidade, M. frontalis apresentou uma DL50
de 0,69 mg/kg em camundongos e uma EC50 em células MGSO-3 de
4,219 g, enquanto que M. surinamensis possui uma DL50 de 0,75
mg/kg e uma EC50 de 25,47 ug. A verificacdo da presenca de atividades
enzimaticas foi avaliada através de ensaios in vitro. Ambos venenos
apresentaram atividade hialuronidésica, entretanto apenas o veneno de
M. frontalis apresentou as atividades fosfolipasica e de L-aminoacido
oxidase. Para avaliagdo da capacidade de produzir edema e dor,
camundongos tiveram os venenos injetados na pata. Os venenos de M.
frontalis e M. surinamensis apresentaram edema consideraveis. Apenas
o veneno de M. frontalis foi capaz de gerar dor nos camundongos.
Também foi produzido um soro antiveneno de M. surinamensis em
coelhos para se realizar uma compara¢d0 com 0S SOros comerciais
produzidos no Brasil e Costa Rica. Através de ELISA e Western Blot e
do ensaio de neutralizagdo em camundongos, foi percebido que o soro
produzido em coelhos foi capaz de reconhecer fortemente o veneno de
M. surinamensis em ambos 0s ensaios e também de neutralizar a acdo
toxica do veneno em animais. J& 0s soros comerciais foram capazes de
reconhecer e neutralizar apenas parcialmente o veneno de M.






surinamensis. O veneno de M. frontalis apresentou comportamento
contrario ao de M. surinamensis, ndo sendo reconhecido pelo soro
produzido em coelhos e apresentando reatividade com 0s soros
comerciais. Como conclusdo temos que 0 veneno de M. surinamensis
apresenta um perfil proteico e de atividades biologicas muito diferente
do veneno de M. frontalis, o que faz com que 0 veneno ndo seja
totalmente reconhecido e neutralizado pelos soros comerciais
antielapidico produzidos no Brasil e na Costa Rica. Este fato se torna
um problema de sadde publica, uma vez que individuos picados pela
serpente da espécie M. surinamensis podem ndo receber um soro
antielapidico eficiente para tratar os efeitos toxicos do veneno, podendo
levar a morte.

Palavras-chave: veneno, Micrurus surinamensis, Micrurus frontalis,
antiveneno, atividades bioldgicas.






ABSTRACT

Although there is low incidence of envenomation by Micrurus sp., the
gravity of the envenomation and the lack of biochemistry information
about the venoms of coral snakes increase the need to investigate these
venoms. Some venoms from the Micrurus sp have their
physiopathological mechanisms and their composition better described.
However, as for the Micrurus surinamensis, there is little information
about its physiopathological mechanisms and its main components,
which limits both the best molecular understanding of the
physiopathological mechanism induced by this venom and also the
appropriate treatment. This work tried to investigate the components and
the activities of the venom from M. surinamensis. In order to evaluate
the protein profile of the venoms, electrophoresis SDS-PAGE was
performed. The venom from M. surinamensis has all its proteins below
31 kDa, whereas the venom from M. frontalis has its proteins up to 50
kDa. With regard to the toxicity, M. frontalis venom showed LD50 of
0,69 mg/kg in mice and EC50 of 4,219 pg in MGSO-3 cells, whereas M.
surinamensis presented LD50 of 0,75 mg/kg and EC50 of 25,47 pg. The
presence of enzymatic activities was evaluated by in vitro assays. Both
venoms presented hyaluronidase activities, but only the venom from M.
frontalis presented phospholipase activities and LAAO. In order to
evaluate the capacity of edema production and nociception in laboratory
rats, the venoms was injected subcutaneously under the surface of their
right hind paw. The venoms from M. surinamensis and M. frontalis
presented relevant edematogenic responses. Only the venom from M.
frontalis was able to produce nociceptive responses. Besides, an M.
surinamensis antivenom serum was produced in rabbits in order to be
compared with the commercial serum produced in Brazil and in Costa
Rica. Through ELISA, Western Blot and neutralization assays in mice,
we could perceive that the antivenom serum produced in rabbits was
able both to recognize the venom from M. surinamensis in both assays
and also to neutralize the toxic action of the venom in other animals.
However, the commercial sera were able to only partially recognize and
neutralize the venom of the M. surinamensis. The venom of M. frontalis
presented contrary behavior to that of M. surinamensis. In conclusion,
the venom of the M. surinamensis presents a protein profile and
biological activities that are very different from the venom of M.
frontalis, which makes the venom not fully recognized and neutralized
by commercials antielapid serum produced in Brazil and in Costa Rica.
This fact became a problem of public health, because the individuals






bitten by coral snake M. surinamensis may not receive an effective
antielapid serum to treat the toxic effects of the venom, which may lead
to death.

Key-words: venom, Micrurus surinamensis; Micrurus frontalis;
antivenom; biological activity.
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1 INTRODUCAO
1.1 ACIDENTES COM ANIMAIS PECONHENTOS

Dentre os diversos agravos na salde publica mundial, os
acidentes causados por animais peconhentos vém ganhando destaque
desde que a Organizagdo Mundial da Salde (OMS), em 2007, os
classificou dentre os problemas de salde negligenciados. Desta forma, a
prevencdo, diagndstico e o tratamento para estes envenenamentos
tornam-se um grande desafio para a salde publica mundial, uma vez que
ndo sdo realizados investimentos necessarios para a solucdo dessas
dificuldades (WHO, 2007). No Brasil, somente no ano de 2014, através
do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo) foram
notificados mais de 170 mil casos de acidentes com animais
peconhentos. Dentre eles, os escorpides sdo 0s maiores causadores de
envenenamentos, seguidos das serpentes e aranhas (Ministério da Saude,
2016).

1.2 SERPENTES

Em todo o mundo existem cerca de 3.600 espécies de serpentes
conhecidas, dentre elas, aproximadamente 450 s&o pegonhentas (UETZ,
2016). Essas serpentes podem ser agrupadas em quatro familias:
Viperidae, Elapidae, Colubridae e Atractaspidae. JA no Brasil, sdo
encontradas 375 espécies no total, sendo que 55 tém caracteristicas
peconhentas (Bérnils e Costa, 2011). Os principais géneros responsaveis
pelos acidentes em nosso pais sdo Bothrops, Crotalus, Lachesis e
Micrurus (Ministério da Saude, 2016).

Em relacdo ao numero de acidentes no pais provocados por
essas serpentes no ano de 2014, nota-se através da figura 1 uma maior
guantidade de notificagdes de envenenamentos botropicos (19.414
notificacBes), seguidos pelos acidentes crotalicos (1.909 notificagdes),
laquéticos (834 notificacBes) e micrdricos (216 notificacdes). O nimero
de casos registrados esta relacionado com a sazonalidade, bem como os
periodos de atividade humana no campo, 0 que determina um periodo de
incidéncia nos meses quentes e chuvosos, em individuos adultos, do
sexo masculino durante o trabalho na zona rural (Ministério da Saude,
2016).
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Figura 1: Notificacdo de acidentes por serpente no ano de 2014.

Numero de acidentes notificados em 2014

Micrurus 216

Lachesis 834

Crotalus 1.909

Bothrops 19.414

0 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000

Fonte: Ministério da Saude, 2016.

Entretanto, quando se leva em consideragéo a gravidade dos acidentes
provocados por essas serpentes o panorama se altera. Pode-se observar
gue os envenenamentos causados pelo género Micrurus sdo capazes de
causar quadros mais severos nos acidentados, onde num total de 216
casos, 32% dos pacientes apresentaram um quadro grave do
envenenamento. Em contrapartida, os acidentes envolvendo as outras
serpentes causam entre 8% e 12% de gravidade. Estes percentuais de
classificacdo podem ser observados na Figura 2 (Ministério da Saude,
2016).

Diante desses fatos, o estudo sobre a composicéo e fisiopatologia do
veneno das serpentes do género Micrurus se torna extremamente
importante, uma vez que os acidentes por esse tipo de serpente sdo
considerados potencialmente graves (Pinho e Pereira, 2001).
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Figura 2: Classificacdo final dos casos de envenenamento por serpentes
no ano de 2014.

Bothrops Crotalus Lachesis

6% 10% 3%

5%
’ m ign/Branco ' m Ign/Branco ’ ® Ign/Branco
' Leve Leve 29% Leve
47%

® Moderado 43% = Moderado ® Moderado

= Grave m Grave ®Grave

Micrurus

' ¥ ™ Ign/Branco
Leve
1% = Moderado

® Grave

Em vermelho, casos de envenenamento considerados graves.
Fonte: Ministério da Salde, 2016.

1.3 O GENERO MICRURUS

As serpentes pertencentes ao género Micrurus fazem parte da Familia
Elapidae e sdo consideradas de pequeno porte, medindo de 60 a 160
centimetros de comprimento. Comumente conhecidas como cobras-
corais, possuem uma coloragcdo aposematica marcante, apresentando
anéis completos em torno do corpo (Moreira et al., 2010). Possuem
cabeca arredondada, olhos pequenos e auséncia de fosseta loreal. Séo
oviparas e, em sua maioria, possuem habitos semi-subterraneos, se
alimentando de pequenas serpentes e répteis serpentiformes. O género
possui uma grande importancia médica, uma vez que seus acidentes séo
caracterizados por serem potencialmente toxicos devido a grande
neurotoxicidade do veneno (Cecchini et al., 2005; Ministério da Salde,
2001).

No Brasil, as 18 espécies de Micrurus estdo distribuidas por
praticamente todo o territério, principalmente nos ambientes florestais.
As principais representantes do género sdo as Micrurus corallinus
(Figura 3A), encontrada na regido sul e litoral sudeste, as Micrurus
frontalis (Figura 3B), encontrada nas regiGes sul, sudeste e parte da
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regido centro-oeste e as Micrurus lemniscatus (Figura 3C), presente nas
regibes norte e centro-oeste. SAo serpentes ndo agressivas e s6 atacam
guando se sentem ameacadas, 0 que também pode explicar uma menor
incidéncia de acidentes (Pinho e Pereira, 2001; Ministério da Salde,
2001).

Figura 3: Distribuicdo das principais serpentes do género Micrurus no
Brasil.

[ M. corallinus | [ M. frontalis ] {M. lemniscatus |

Em azul, regides onde as espécies sdo encontradas.
Fonte: Ministério da Sadde, 2001.

1.4 A COMPOSICAO DOS VENENOS DAS SERPENTES DO
GENERO MICRURUS

Os venenos das serpentes sdo complexas misturas de proteinas e
peptideos que podem atuar de diferentes formas no organismo das
presas. Essas moléculas sdo capazes de se ligar com receptores e canais
ibnicos ou podem possuir uma forte atividade enzimética, agindo nos
mais diversos substratos. Também estdo presentes nos venenos,
carboidratos, lipideos, metais e nucleotideos cujas funcbes de algumas
dessas ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. Através da interacdo das
toxinas do veneno com as proteinas do organismo da presa podem
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ocorrer diversas desregulacBes nos mais variados sistemas, como o
nervoso, hemostatico, renal e cardiovascular (Vonk et al., 2011).

A composicdo dos venenos é variada e os mecanismos que controlam
suas variacdes e produgdo ndo sdo completamente compreendidos. As
serpentes adaptam sua peconha de modo a facilitar a captura da presa, o
gue provoca diferentes efeitos em cada organismo e depende, também,
da quantidade de veneno inoculada. Entretanto, entre animais da mesma
espécie, a composicdo é muito semelhante, bem como as familias de
proteinas encontradas em venenos de serpentes que possuem relacdes
filogenéticas (Machessy, 2010).

Estudos experimentais tém demonstrado que os venenos de Micrurus
podem ser cardiotoxicos, miotdxicos, hemoliticos, hemorragicos e
edematogénicos. Além disso, algumas atividades enzimaticas foram
identificadas, incluindo aquelas que sdo derivadas das agdes de
fosfolipases A2, hialuronidases, fosfodiesterases, leucina amino
peptidades, L-aminoacido desidrogenases, acetilcolinesterases e L-
aminodcido oxidases. AcgOes anticoagulantes também foram
identificadas em algumas espécies, ao contrario da atividade
proteolitica, que foi pouco ou ndo detectada (Tanaka et al., 2010).

Apesar da presenca de diversas proteinas com diferentes acfes, 0s
venenos de Micrurus sdo conhecidos pelo seu potencial neurotoxico. A
acdo neurotoxica do veneno das cobras-corais brasileiras comegou a ser
descrito por Vital Brazil (Brazil, 1965, 1980, 1987), onde foi
demonstrada a acdo pré e pds-sinaptica dos venenos de Micrurus
corallinus, Micrurus frontalis e Micrurus lemniscatus. Desde entdo,
diversos pesquisadores de emprenham em elucidar melhor esses
mecanismos (Gutierrez et al., 2016).

As neurotoxinas presentes nos venenos de Micrurus bloqueiam a
transmissdo neuromuscular por diferentes mecanismos de agéo, podendo
se ligar a receptores pré e pds-sinapticos, inibir a liberacdo de
acetilcolina e a agdo da acetilcolinesterase, entre outras formas. Elas séo
0s principais componentes do veneno, estando representadas,
principalmente, pelas fosfolipases A2 (PLA2) e pelas proteinas de trés
digitos (3FTX) (Moreira et al, 2010). As PLA, também podem ser
responsdveis pelas manifestagbes miotdxicas, edematogénicas e
hemostaticas provocadas pelo veneno de Micrurus (Castro et al., 2015)

Além das neurotoxinas, as Lectinas tipo-C também sdo proteinas ndo
enzimaticas presentes em diversos venenos ofidicos. Tém a capacidade
de agir em processos biolégicos da hemostase sanguinea, atuando tanto
CoOMo agonistas como antagonista da agregacdo plaquetaria, através da
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interacdo com receptores de plaquetas. Essas proteinas também séo
conhecidas pela possibilidade de ligacdo com carboidratos, favorecendo
processos bioldgicos de aglutinacdo, adesdo, endocitose e neutralizacdo
de patdgenos (Ledo et al., 2009; Jiang et al., 2011).

Uma classe proteica presente nestes venenos sdo as metaloproteases.
As metaloproteases de venenos ofidicos englobam uma complexa
subfamilia de enzimas dependentes de zinco que exercem uma
variedade de atividades biol6gicas como: hemorragica, inibicdo da
agregacdo plaquetaria, coagulopatica, mionecrose e respostas
inflamatdrias (De Oliveira Junior et al., 2013). Entretanto, diferente das
outras familias ofidicas, as metaloproteases, ndo estdo presentes em
grandes quantidades e variedades nos venenos elapidicos, mas, quando
presentes, exercem um efeito bioldgico importante no envenenamento
(Ledo et al., 2009).

Também presente nos venenos de Micrurus, as serinoproteases sdo
capazes de atuar em elementos da cascata da coagulacdo de forma
especifica ou ndo. A maneira de atuacdo inespecifica é através da
degradacgdo proteolitica de proteinas que estdo envolvidas na hemdstase.
Ja a forma especifica seria na ativacdo ou inativacdo de alguns fatores de
coagulacdo envolvidos na agregacdo plaquetaria. Podem atuar ainda em
diversas atividades biolégicas, como diferenciacdo celular, homeostase e
digestdo da presa (Ledo et al., 2009).

Outra classe de proteina importante para a patologia do veneno é da
hialuronidase, que também ja foi descrita como componente do veneno
de diversos outros animais, como vespas, serpentes, escorpifes, peixes e
aranhas. Essa classe de enzima é considerada responsavel pela
disseminacdo gravitacional na pele e/ou difusdo sistémica do veneno,
uma vez que tem a capacidade de degradar o acido hialurénico e outros
glicosaminoglicanos, substancias que medeiam a manutengdo da
integridade e estabilidade dos tecidos. Com a degradacdo desses
glicosaminoglicanos, a hialuronidase reduz a viscosidade do &cido
hialurénico e torna a matriz extracelular menos rigida. Essa modifica¢do
torna a matriz mais permeavel a outras toxinas do veneno, facilitando a
propagacao dos outros constituintes e das células inflamatérias (Barbaro
et al., 2005; Ferrer et al., 2013)

Também podem estar presentes nos venenos das cobras-corais, porém
em menores quantidades, peptideos natriuréticos, inibidores de Kunitz,
L-aminoacido oxidases, fator neurotréfico e waprinas (Lefo et al.,
2009).
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1.5 O ENVENENAMENTO POR MICRURUS

O envenenamento pelas serpentes do género Micrurus é caracterizado
por apresentar diversas manifestacBes locais e sistémicas. Como ja
apresentado anteriormente, o individuo que sofrer um acidente por esse
tipo de serpente pode apresentar sintomas relacionados com a toxicidade
cardiaca, neural, muscular, renal e vascular. Entretanto é mais comum
gue os sintomas apresentados sejam derivados dos efeitos neurotdxicos
e miotdxicos (Gutiérrez et al., 2016). As neurotoxinas presentes nos
venenos elapidicos possuem baixa massa molecular, fazendo com que
sejam rapidamente absorvidas pela circulagdo e difundida para os
tecidos, 0 que explica a rapidez no aparecimento dos sintomas
neurolégicos do envenenamento (Brazil, 1987; 1990; Ledo et al., 2009).

O diagndstico do envenenamento por cobras-corais é problematico,
pois o local da picada pode ser de dificil visualizacdo e nem sempre
ocorre a sudorese, caracteristica das picadas por serpentes. Os sintomas
gue podem ocorrer nos individuos incluem nauseas, vomitos, dores de
cabe¢a, dores abdominais, diaforese, parestesia, disfonia, disfagia e
insuficiéncia respiratoria. O aparecimento dos sintomas pode ocorrer em
até doze horas ap06s a picada. Apés o diagndstico de acidente micrdrico,
0 paciente deve ter seu estado respiratério monitorado com cautela,
dispondo sempre de suporte respiratério quando se iniciarem 0s
sintomas, a fim de evitar o agravamento do caso (Quan, 2012).

O envenenamento sistémico é caracterizado, principalmente, pela
atividade neurotdxica pré e pds-sinaptica de algumas toxinas na juncéo
neuromuscular. Essa atividade culmina com o blogueio da liberacdo da
acetilcolina na fenda e a competicdo das neurotoxinas pelos receptores
colinérgicos na placa terminal, o que provoca uma sindrome miasténica
aguda. Nesta situacdo clinica € possivel observar ptose palpebral,
dificuldade de acomodacdo visual, oftalmoplegia, sialorreia e dispneia
restritiva e obstrutiva (Figura 4) (Silva Junior e Bucretchi, 2009).
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Figura 4: Manifestacdes clinicas do envenenamento por Micrurus.

(A) Face miasténica. (B) Ptose palpebral.
Fonte: Ministério da Salde, 2001.

As manifestacGes locais sdo discretas, onde a marca das presas no
local da picada aparece de forma varidvel. Entretanto, o ndo
aparecimento destes sinais ndo esta relacionado com o aparecimento ou
ndo dos sintomas sistémicos. O edema pode estar presente, porém de
forma discreta (Silva Junior e Bucretchi, 2009).

A decisdo de tratar o paciente com antiveneno deve ser tomada
levando em consideracdo quais espécies de corais sdo encontradas na
regido geogréafica onde ocorreu 0 envenenamento, para analisar qual
espécie pode ter causado o acidente. O antiveneno pode néo ser eficiente
se 0s sinais neuroldgicos ja se iniciaram (Quan, 2012).

1.6 TRATAMENTO

O soro ou antiveneno é caracterizado por ser um imunobiolégico
utilizado no tratamento de intoxicagbes causadas pelo veneno de
animais peconhentos ou por outras toxinas. Possuem anticorpos capazes
de neutralizar o efeito téxico dos venenos. No Brasil, ha mais de 100
anos, sdo produzidos através da metodologia de hiperimunizacdo de
cavalos (Silva, 2013). Atualmente, este procedimento ¢ realizado no pais
por quatro instituicdes nacionais, o Instituto Butantan, em S&o Paulo; a
Fundacdo Ezequiel Dias, em Belo Horizonte; o Instituto Vital Brazil, no
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Rio de Janeiro; e Centro de Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos,
em Curitiba. Essas instituicdes sdo responsaveis por repassar todos 0s
antivenenos ao Ministério da Saude (Ministério da Sadde, 2001).

Os antivenenos séo considerados a forma mais eficaz de neutralizagdo
da peconha, sendo o tratamento recomendado pela OMS. A soroterapia
com antiveneno (SAV), quando indicada, € uma etapa fundamental no
tratamento adequado dos pacientes picados pela maioria dos animais
peconhentos. Tanto para criangas quanto para adultos, a dose indicada é
a mesma, pois independente do peso do paciente, o objetivo do
tratamento é neutralizar a maior quantidade possivel de veneno
circulante. O antiveneno deve ser administrado preferencialmente por
via intravenosa, diluido ou ndo em solucéo fisioldgica (Ministério da
Saude, 2001).

No caso de acidentes por serpentes do género Micrurus 0 soro
antielapidico deve ser utilizado. No Brasil, este soro é produzido pelo
Instituto Butantan e pela Fundacdo Ezequiel Dias de forma muito
semelhante. O soro antielapidico é bivalente, sendo produzido pela
hiperimunizacéo em cavalos com os venenos das serpentes M. frontalis
e M. corallinus (proporcdo de 1:1) recebidas de diferentes regifes do
Brasil. O soro é constituido de imunoglobulinas heterélogas (IgG)
purificadas e digeridas por digestdo enzimatica (pepsina). Essa digestdo
ocorre para que as IgG’s percam a por¢do Fc de sua composicdo, pois
essas sd0 responsaveis pela ativacdo do sistema do complemento pela
via classica, 0 que poderia ocasionar maiores reacdes adversas na
utilizacdo do soro. Obtém-se, entdo, uma molécula mais pura e menos
reatogénica quanto a efeitos de natureza alérgica (Instituto Butantan,
2016).

Figura 5: Soro antielapidico produzido pelo Instituto Butantan.

S
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soro
antielapidico (bivalente)

imunoglobulina heterdioga contra
veneno de Micrurus sp 1.5 mg/mL -

INSTITUTO
BUTANTAN

PROIBIDA VENDA NO COMERCIO

USD SOB PRESCRICAC MEDICA

Fonte: Instituto Butantan.
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Como preconizado pelas agéncias regulatorias, o poder neutralizante
do soro antielapidico deve ser no minimo de 1,5 mg do veneno de
referéncia (M. frontalis) por mL do soro. Como todos os acidentes
elapidicos devem ser considerados potencialmente graves, a
recomendacdo do Ministério da Salde € que todos os pacientes que
apresentarem qualquer sintoma do envenenamento devem ser tratados
com o soro antielapidico, conforme a Tabela 1 (Instituto Butantan,
2016; Ministério da Satde 2001).

Tabela 1: Tratamento recomendado em caso de acidentes elapidicos.
Manifestagdes e tratamento Classificacéo

Ptose palpebral

Distarbios de acomodag&o visual

Oftalmoplegia

Diplopia

Sialorreia

Disfagia Grave
Insuficiéncia Respiratoria Aguda

Soroterapia (quantidade de 10
ampolas)
Via de administracdo Intravenosa

Fonte: Instituto Butantan

Reacbes a soroterapia podem estar presentes em pacientes que fazem
0 tratamento, podendo ser classificadas como precoces ou tardias. A
maioria das manifestacdes precoces ocorre durante a administracdo do
antiveneno, caracterizadas por aparecimento de urticaria, tremores,
tosse, nduseas, dor abdominal, prurido e rubor facial. Podem ocorrer em
até 87% dos casos. Ja as reacOes tardias, também conhecidas como
Doenga do Soro, podem ocorrer em até 24 dias apds 0 envenenamento,
onde o paciente pode apresentar febre, artralgia, linfoadenomegalia,
urticaria e proteindria (Ministério da Saude, 2001).
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1.7 A ESPECIE Micrurus frontalis

As serpentes pertencentes a espécie Micrurus frontalis séo
encontradas, no Brasil, principalmente nas regides sul, sudeste e centro-
oeste, sendo a coral verdadeira de maior distribuicdo e mais abundante
no cerrado brasileiro (Souza et al., 2006). Se alimentam basicamente de
outras serpentes, mas também podem estar incluidos em sua dieta
algumas espécies de anfisbénios. Possuem como principal caracteristica
morfolégica a presenga do focinho preto com a borda das escamas
brancas (Figura 6) (Jorge da Silva e Aird, 2006).

Figura 6: Serpente Micrurus frontalis.

2,

S PRAT o Ve 4N e g
A presenca do focinho preto com a borda das escamas brancas € caracteristica
diferencial da espécie.

Fonte: www.faunaparaguay.com

Jé& foi demonstrado que o veneno desta serpente pode possuir atividade
proteolitica, fosfolipdsica e hialuronidasica (Tanaka et al., 2010).
Entretanto, a maior parte do veneno é composta pelas proteinas de trés
digitos (3FTX) e as fosfolipases A, (PLA;), que sdo as principais
responsaveis pelos efeitos tdxicos do veneno (Ciscotto et al., 2011).

As toxinas de trés digitos (3FTX) ganham um destaque especial neste
veneno, pois estdo presentes em abundancia e grande variedade. Essas
proteinas sdo ndo enzimaticas, mas sdo capazes de afetar a transmissdo
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sindptica através da ligacdo aos receptores nicotinicos da acetilcolina
(nAChR) (Moreira et al., 2010).

1.8 A ESPECIE Micrurus surinamensis

As serpentes da espécie Micrurus surinamensis possuem habito
aquatico e se alimentam, principalmente, de peixes, mas ndo
exclusivamente. Essa espécie pode ser identificada pelo padrédo de cores
na cabega, onde possui escamas vermelhas e demarcadas pela cor negra
(Figura 7) (Cardoso et al., 2003). Diversos estudos de caracterizagdo
toxicoldgica e enziméatica tém demonstrado que a composicdo deste
veneno é muito particular quando comparado ao de outras serpentes do
género, 0 que sugere uma grande variacao entre as espécies (Olamendi-
Portugal et al., 2008).

Figura 7: Serpente Micrurus surinamensis.

Presenca de escamas vermelhas demarcadas de preto na cabega identificam a
espécie.
Fonte: http://www.fieldherpforum.com

Assim como as outras serpentes do género, possui um veneno
potencialmente neurotdxico, porém ndo existem muitos estudos a
respeito dos seus outros componentes. Além disso, as poucas pesquisas
a respeito da fisiopatologia e composi¢do do veneno acabam por se
contradizer quando se compara 0s resultados de testes in vitro e in vivo,
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gerando ddvidas a respeito dos reais mecanismos de acdo do veneno
(Gutiérrez et al., 2016). De acordo com o proteoma realizado por
Olamendi-Portugal et al., (2008), mais de 60% das proteinas presentes
no veneno de M. surinamensis possuem massa molecular entre 6 e 8
kDa. Essas proteinas podem ser caracterizadas como proteinas de trés
digitos (3FTX) pods-sinapticas e possuem uma forte acdo neurotdxica
pos-sinaptica, bloqueando os receptores nicotinicos de acetilcolina.
Contudo, por ser uma serpente com habitos muito diferentes das
outras espécies é importante que se conheca e estude as proteinas que
compdem a peconha, pois nela podem estar presentes potenciais
moléculas para diagndstico, tratamento e usos farmacoldgicos. Além
disso, € possivel que o soro ani-elapidico ndo seja capaz de neutralizar
os efeitos toxicos do veneno, uma vez que sua composicdo € muito
diferente do padréo apresentado pelo género (Gutiérrez et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o veneno da serpente Micrurus surinamensis em
comparacdo com Micrurus frontalis no &ambito bioguimico e
imunoquimico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI-

VII-

VIII-

Determinar o perfil eletroforético dos venenos das serpentes
Micrurus surinamensis e Micrurus frontalis através da técnica de
SDS-PAGE;

Determinar a dose letal media - DL50 do veneno de M.
surinamensis em camundongos Swiss;

Determinar a citotoxidade média - EC50 de M. surinamensis e M.
frontalis em células MGSO-3;

Avaliar e mensurar as atividades enziméticas (Fosfolipase A2,
Hialuronidase, L-aminoacido oxidase, Metaloprotease e
Serinoprotease) dos venenos de M. surinamensis e M. frontalis;
Analisar as atividades de edema e nociceptiva do veneno de M.
surinamensis e M. frontalis em camundongos Swiss;

Produzir um soro antiveneno de Micrurus surinamensis através da
hiperimunizagdo em coelhos New Zeland;

Analisar a capacidade dos soros comerciais (antielapidico do
Brasil, anticoral da Costa Rica) e dos soros produzidos em coelhos
(antiveneno de M. frontalis e antiveneno de M. surinamensis) de
reconhecerem 0s venenos em questdo através de ELISA e Western
Blot;

Analisar se 0s soros comerciais e 0 soro produzido em coelhos sdo
capazes de neutralizar as atividades téxicas do veneno de M.
surinamensis através do teste de neutralizacdo da DL50.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS, VENENOS E SOROS

As amostras de veneno de M. frontalis e M. surinamensis utilizadas
neste trabalho, foram gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Carlos
Chéavez do Instituto de Ciéncia Bioldgicas da UFMG, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. As amostras liofilizadas foram estocadas a -20 °C
No escuro, até o seu uso.

Camundongos da linhagem Swiss machos, pesando de 18 a 22 gramas
e coelhas fémeas pesando cerca de 3 quilos foram mantidos no Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil e no Biotério da Universidade
do Extremo Sul Catarinense. Todos o0s animais receberam agua e
comida ad libitum em um ambiente com condi¢cdes controladas. Os
protocolos de experimentagéo foram aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentagdo Animal da UFMG (Protocolo n° 375/2012) e UNESC
(Protocolo n° 012/2017-1).

Os antivenenos comerciais antielapidicos do Brasil e da Costa Rica
foram gentilmente cedidos pelo Instituto Butantan e pelo Instituto
Clodomiro Picado. Os soros foram estocados de 2-8 °C como
recomendado pelo fabricante.

3.2 ELETROFORESE SDS-PAGE

Para analisar o perfil eletroforético dos venenos de M. surinamensis e
M. frontalis foi utilizada a técnica de separacdo de proteinas por
eletroforese SDS-PAGE. Amostras de veneno de M. surinamensis e M.
frontalis foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE, de acordo com o
método proposto por Laemmli (1970). Foi utilizado gel de separacéo a
18% e gel de concentracdo a 4%. Diferentes quantidades das amostras
(10, 20 e 40pg) foram diluidas na proporcdo 1:1 em tampéo de amostra
(Tris-HCI 0,7M, pH 6,8, azul de bromofenol a 0,25% p/v, glicerol
10%v/v, B-mercaptoetanol 2,5% viv e SDS 4%), homogeneizadas e
fervidas a 100°C por 5 minutos e aplicadas no gel. A corrida foi
realizada 30 minutos a 50V e o restante a 150V. Como padrdo, foram
utilizados os marcadores de massa molecular de proteinas
ThermoScientific de baixa massa e de larga escala.

Para a coloracédo do gel, 0 método de coloracgdo por prata foi realizado.
O gel foi mergulhado em 100 mL de solucdo fixadora (50 mL de
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metanol, 12 mL de éacido acético e 40 pL de formaldeido, em agua
deionizada) por toda a noite. Posteriormente a solugdo foi retirada e o
gel lavado trés vezes por sete minutos em agua deionizada. Em seguida,
0 gel foi colocado em uma solugdo de tiossulfato de sodio 0,004% por
um minuto. Apos trés ciclos de lavagem em agua, o gel foi imerso em
100 mL de uma solu¢do contendo 0,1 g de AgNO3 e 75 pL de
formaldeido em agua deionizada. Uma rapida lavagem foi realizada para
se colocar o gel na solugéo de desenvolvimento (6 g de Na2CO3 6%p/v,
50 pL de formaldeido e 2 mL de tiossulfato de sddio em &gua
deionizada). Apés o aparecimento das bandas, o gel foi retirado da
solucdo e a reagdo interrompida pela solucdo de parada (50 mL de
metanol, 12 mL de acido acético em dgua deionizada).

3.3 DOSE LETAL MEDIA (DLsp)

Para a determinacdo da letalidade do veneno de M. surinamensis, foi
calculada a dose letal capaz de matar metade dos animais que foram
injetados com aquela quantidade de veneno (DL50). Para isso, grupos
com oito camundongos Swiss pesando de 18 a 22 g receberam inje¢des
via intraperitoneal com diferentes doses de veneno (de 0,5 a 1,0 mg/kg)
diluido em 0,5 mL de PBS-BSA 0,1%. Ap06s 24 horas as mortes em
cada grupo foram contabilizadas e a DL50 calculada usando o programa
de andlise Probit (Finey, 1971). Para a determinacdo da DLs, do veneno
de M. frontalis foram utilizados os dados de Castro et al, (2015) a fim de
reduzir o nimero de animais utilizados neste trabalho.

3.4 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade dos venenos das serpentes M. surinamensis e M.
frontalis foi testada utilizando o reagente AlamarBlue, segundo
metodologia descrita por Damico et al., (2007), com consideraveis
modificagBes. Ap6s contagem na cimara de Neubauer, as células
MGSO-3 foram plagueadas, em DMEM completo (DMEM + 10% de
SFB), em placa de 96 pocos, na densidade de 1x10* células/poco e
mantidas a 37°C e em atmosfera de 10% CO, por 24 horas. Em seguida,
o meio foi removido e as células incubadas com diferentes
concentracdes dos venenos, em DMEM incompleto (DMEM sem SFB).
Apb6s 24 horas, o meio foi removido e o reagente AlamarBlue
adicionado (10% em DMEM) as células, deixando a placa incubada por
3 horas a 37°C no escuro. Foram coletados 100 pl de cada pogo,



25

transferidos para uma placa de 96 pocos e a leitura dos valores de
fluorescéncia foi realizada a 540nm (excitacdo) e 590nm (emissdo) em
fluorimetro (Synergy 2, Bio-tek).A porcentagem da viabilidade celular
foi calculada considerando o controle ndo tratado como 100% viavel.
Foi feito também um controle negativo (sem células) e o valor de sua
fluorescéncia foi subtraido do valor de fluorescéncia de todas as
amostras. O calculo foi feito de acordo com a seguinte férmula:

VIABILIDADE ~ CELULAR  (%)=(FL590 =~ AMOSTRA)/(FL590
CONTROLE NAO TRATADO)x100

A concentragdo efetiva capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular,
ou dose citotéxica 50 (DC50), foi determinada a partir de curva de
concentracao-resposta, utilizando o software GraphPadPrism 5. Os
resultados foram expressos em média de trés experimentos
independentes.

3.5 ATIVIDADE HIALURONIDASICA

Para a quantificacdo da atividade de hialuronidase, uma curva de
diluigdo de 120 a 0,625 pg dos venenos (M. surinamensis e M. frontalis)
e tampao acetato (0,2 M de acetato de sodio/acido acético e 0,15 M de
NacCl, pH 6,0) foi incubada com 12,5 ug de acido hialorénico (HA) em
uma placa de 96 pocos (Horta et al, 2014, com modificagdes). Uma
curva controle foi realizada com 5 pontos de concentragdes conhecidas
de HA, correspondendo a 0%, 25%, 50%, 75% e 100% de atividade
hialuronidasica. A placa foi incubada a 37 °C por 15 minutos. Apés a
incubacdo, 200 pL de uma solugdo contendo 2,5% (w/v) de CTAB
dissolvido em NaOH foi adicionado a cada pogo. A turbidez produzida
foi medida a 405 nm em leitor de microplaca Biorad 680. Todo 0 ensaio
foi realizado em duplicata. Os resultados foram expressos em média de
trés experimentos independentes em uma curva dose-resposta e 0S
valores de 50% de atividade foram mensurados.

3.6 ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

Para a quantificacdo da atividade de Fosfolipase A2 (PLA2) o Kit
EnzChek® (Life Technologies) foi utilizado. O experimento foi
realizado de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante do Kkit,
usando 2 pg dos venenos de M. surinamensis e M. frontalis. Uma
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solucdo de PLAZ2 purificada do veneno de abelha (10 unidades/mL) em
adicdo ao tampdo de reacdo foi utilizada como controle positivo. Para o
controle negativo foi utilizada a mesma solucdo, porém sem a PLA2
purificada. Foram realizados trés experimentos independentes, onde
todos os ensaios foram realizados em duplicata. Foi calculada a
porcentagem média de atividade de acordo com o resultado do controle
positivo.

3.7 ATIVIDADE DE L-AMINOACIDO OXIDASE (LAAO)

Para quantificar a atividade de LAAO, 2 pug dos venenos de M.
surinamensis e M. frontalis foram incubados com uma solugéo contendo
L-leucina, que funciona como o substrato da enzima. Também sdo
adicionados 2 mM de OPD e peroxidase (5 U/mL) em tampdo 100 mM
Tris-HCI (pH 8,5) em placas de 96 pocos a 37 °C. Ap6s uma hora de
incubacéo, a reacdo foi parada pela adigdo de 50 pL de H2SO4 2 M. A
reacdo ¢ medida através da intensidade da absorbancia a 490 nm por
leitor de microplacas Biorad 680. Os resultados sdo expressos em
unidade através da média de trés experimentos independentes, onde uma
unidade de atividade de LAAO ¢ equivalente a quantidade de veneno
gue produz 1 pmol de H202 por minuto.

3.8 PRODUGAO DO SORO ANTIVENENO DE M. surinamensis

Duas fémeas adultas de coelhos New Zealand (2.0 — 2.5 kg) foram
utilizadas para producdo de anticorpos antiveneno de M. surinamensis.
Ap0Os coletar soro pré-imune, os animais receberam uma injec¢do inicial
de 100 pg de veneno com adjuvante completo de Freund’s, por via
subcutanea. Trés reforcos foram realizados subcutaneamente 14, 21 e 28
dias ap6s a primeira dose com uma quantidade menor de veneno (50 pg)
em adjuvante incompleto de Freund’s. Apds uma semana de finalizagdo
do ciclo de imunizacdo, o sangue dos animais foi coletado e
centrifugado para a obtengdo do soro para posteriores testes.

3.9 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

Com o intuito de avaliar o reconhecimento dos venenos de M.
surinamensis e M. frontalis pelos soros comerciais do Brasil e Costa
Rica, pelo soro antiveneno de M. surinamensis e também pelo soro
antiveneno de M. frontalis, um dos testes utilizados foi o ELISA. Para



27

tal, placas flexiveis de microtitulacdo (BD Biosciences, USA) foram
sensibilizadas e permaneceram por toda noite a5 C com 100 pL de uma
solucdo de tampéo carbonato pH 9.6 contendo 10 g/mL dos venenos de
M. surinamensis e M. frontalis. Apés lavagem com solucdo salina
contendo 0,05% de Tween, os pog¢os foram bloqueados com caseina 2%
em PBS por 1 hora a 37 °C. Os poc¢os foram lavados novamente e em
seguida foram adicionados, em diferentes diluicGes, 0s soros a serem
testados: pré-imune e imune dos coelhos imunizados com veneno de M.
surinamensis, soro antiveneno de M. frontalis, soro comercial produzido
no Brasil e soro comercial produzido na Costa Rica. As placas foram
incubadas novamente por 1 hora a 37 °C. Ap6s uma nova lavagem, 0s
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram adicionados,
sendo uma anti-lgG de coelho para o soro antiveneno de M.
surinamensis e M. frontalis, e anti-lgG de cavalo para 0s soros
comerciais. Uma nova incubacéo por 1 hora a 37 °C foi realizada. Ap6s
lavagem das placas, foram adicionados 100 pL de OPD) (o-
fenilenediamina) (0,33 mg/ml em tampado citrato, pH 5,2, na presenca de
0,04% de perdxido de hidrogénio). A reacédo foi parada apds 20 minutos
pela adicdo de 20 pL de uma solugdo de &cido sulfdrico (1:20). Os
valores de absorbancia foram determinados a 492 nm usando leitor de
microplacas (BIO-RAD, 680). Os valores de absorbancia obtidos com o
soro pré-imune de coelho foram subtraidos dos valores dos soros
imunes. Os experimentos foram feitos em duplicata e as médias
calculadas.

3.10 WESTERN BLOT

Com o intuito de avaliar o reconhecimento proteico dos venenos de M.
surinamensis e M. frontalis pelos soros pré-imune de coelho, antiveneno
de M. surinamensis, antiveneno de M. frontalis, comercial do Brasil e da
Costa Rica foi utilizada, também, a técnica de Western-Blot.
Primeiramente foi realizada a eletroforese SDS-PAGE conforme ja
descrito anteriormente, com a utilizacdo de 20 pg de cada veneno
aplicados em cinco canaletas, uma para cada soro a ser utilizado. Apds a
corrida o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose.
Adicionou-se uma solucdo de Ponceau para visualizacdo das bandas
transferidas para a membrana. Cada faixa da corrida correspondente a
um veneno foi cortada e separada em potes para posterior anélise com os
soros de interesse. As partes da membrana foram bloqueada por 1 hora
com PBS contendo 0,35% de Tween. Depois de trés lavagens de 5
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minutos com PBS-Tween 0,05%, cada parte da membrana foi incubada
por 1 hora e 30 minutos com 0s soros a serem testados. As membranas
foram lavadas (PBS-Tween 0,05%) mais trés vezes e entdo incubadas
por 1 hora com anti-1gG de coelho ou anti-lIgG de cavalo conjugada com
peroxidase. Apds trés lavagens de 5 minutos com PBS-Tween 0.05%, as
proteinas imunorreativas foram detectadas utilizando uma solucéo de
DAB/cloronaftol de acordo com as instrucées do fornecedor.

3.11 AVA:LIACAO DAS ATIVIDADES DE EDEMA E
NOCICEPCAO

Com a intencdo de observar se 0s venenos de M. surinamensis e M.
frontalis sdo capazes de produzir edema e dor (nocicepg¢éo) foi realizado
um ensaio que consiste na injecdo de veneno na pata de camundongos.
Neste experimento foram utilizados trés grupos experimentais (M.
surinamensis- 0,175 mg/kg; M. frontalis- 0,175 mg/kg; Controle (PBS)),
compostos cada um por seis animais, totalizando 18 animais. A
avaliacdo da atividade edematogénica foi realizada por meio da
determinacdo das medidas basais da espessura da pata e apés
administragdo intraplantar (pata traseira direita) do veneno de Micrurus
surinamensis, M. frontalis e de PBS. Para observacdo da formacdo de
edema, foram medidas as espessuras das patas injetadas através de um
paquimetro ap6s 15, 30, 60, 120, 240, 360 e 420 minutos da aplicacdo
dos venenos e PBS. Os resultados foram expressos em média da
variagdo (A) da espessura da pata em milimetros (mm).

Para avaliacdo da atividade nociceptiva foi realizada a observacdo dos
animais logo apés a aplicacdo do veneno na pata traseira direita,
cronometrando-se durante um periodo de 5 minutos os sinais de dor
(lambida da pata, balangar ou bater a pata no ar ou no chdo e manter a
pata levantada) demonstrados pelos camundongos. Os resultados sdo
expressos em média do total de segundos que 0s animais apresentaram
sinais de dor. A Figura 8 resume o desenho experimental deste
experimento.
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Figura 8: Desenho experimental do experimento de avaliacdo de dor e
edema.
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3.12 NEUTRALIZA(}AO IN VITRO DA ATIVIDADE LETAL

Para ensaios de soroneutralizacdo in vitro, 20 camundongos Swiss
foram divididos em 5 grupos, uma para cada soro a ser testado (pré-
imune e imune de coelho, comercial Brasil, comercial Costa Rica) e um
controle negativo (PBS). Nos grupos testados com os soros de coelho,
cada animal recebeu por via intraperitonial 500uL de solucéo contendo
100uL de soro, pré-incubado a 37 °C com 2 DL50 do veneno de M.
surinamensis em PBS-BSA 0,1% por uma hora. Os animais do grupo
controle negativo foram inoculados apenas com PBS-BSA 0,1%.

Ja nos grupos testados com os soros comerciais, foram utilizadas as
guantidades preconizadas pelos fabricantes do antiveneno. No caso do
soro antielapidico produzido pelo Butantan, cada mL de soro teria de ser
capaz de neutralizar 1,5 mg de veneno. Em se tratando do soro
produzido pelo Instituto Clodomiro Picado, cada mL de soro deve ser
capaz de neutralizar 0,3 mg de veneno. Os resultados foram
guantificados em até 48 horas ap0s a inoculacdo, onde se contabilizou as
mortes dos animais de cada grupo.
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4. RESULTADOS
4.1. PERFIL ELETROFORETICO

Para possibilitar a visualizacdo geral do contetdo proteico dos
venenos de Micrurus surinamensis e M. frontalis foi realizada a
eletroforese SDS-PAGE com 18% de acrilamida. A Figura 9 mostra o
perfil eletroforético de M. surinamensis e M. frontalis (utilizado para
fins de comparacdo) em diferentes concentracbes. Foram aplicados 10,
20 e 40 ug dos venenos. Verifica-se que, diferente de M. frontalis, o
veneno de M. surinamensis possui uma grande parte de suas moléculas
entre 12 e 24 kDa, ndo apresentando bandas acima de 31 kDa. As
amostras utilizadas foram preparadas em condi¢6es redutoras e o gel foi
corado pela prata.

Figura 9: Perfil eletroforético dos venenos de M. frontalis (M.fron) e M.
surinamensis (M.suri).
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Perfil eletroforético dos venenos de M. frontalis (M.fron) e M. surinamensis
(M.suri). O gel de poliacrilamida 18% correu em tampao Tris-Glicina de acordo
com Laemmli (1970). Foram aplicadas amostras contendo 10, 20 e 40 pg de
veneno. O gel foi corado pela prata. P1 é o padrdo de massa molecular de larga
escala e P2 é o padrdo de baixa massa.

4.2. DOSE LETAL MEDIA (DL50)

Para a avaliagdo da toxicidade do veneno de M. surinamensis, 0
primeiro ensaio a ser realizado foi a determinagdo da DLs, em
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mamiferos, utilizando camundongos Swiss. Apds injecdo intraperitonial
(i.p.) do veneno, foram observados sintomas tipicos de envenenamento
elapidico, como letargia e dificuldade respiratéria. O valor da DLsg foi
determinado como 0,75 mg/kg de massa corporal de camundongo. O
valor da DLs, de M. frontalis encontrado por Castro e et al., (2015) foi
de 0,69 mg/kg.

4.3. CITOTOXICIDADE

Com a intencdo de continuar a avaliagdo da toxicidade do veneno, um
ensaio de citotoxicidade utilizando AlamarBlue foi realizado em células
MGSO-3. Utilizando diluigBes seriadas (80 mg/mL a 1,25 mg/mL) os
venenos de M. surinamensis e M. frontalis foram adicionados as placas
contendo uma quantidade conhecida de células. Os dois venenos foram
capazes de reduzir a viabilidade celular, embora, de acordo com a
Figura 10, o veneno de M. frontalis se demonstrou mais citotdxico que o
de M. surinamensis. A EC50 de cada veneno esta representada na Figura
10.

Figura 10: Viabilidade celular das células MGSO-3 ap6s 24h de
tratamento com diferentes concentra¢es (80 mg/mL a 1,25 mg/mL) dos
venenos de M. frontalis e M. surinamensis.
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A viabilidade foi testada por AlamarBlue e os resultados estdo expressos em
curva dose-resposta da média de trés experimentos independentes
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4.4. ATIVIDADE HIALURONIDASICA

A presenca de algumas atividades enzimaticas foi investigada. Dentre
elas, a primeira determinada foi a atividade hialuronidasica. Os ensaios
foram realizados utilizando uma solucéo padrdo de acido hialurénico e
diferentes doses dos venenos de M. surinamensis e M. frontalis. Os
resultados s@o expressos em quantidade de veneno que é necessario para
degradar 50% do acido hialurdnico presente na solucdo. De acordo com
os resultados, expressos na Figura 11, o veneno de M. surinamensis
possui uma menor atividade hialuronidasica quando comparado ao
veneno de M. frontalis.

Figura 11: Atividade hialuronidasica dos venenos de M. frontalis e M.
surinamensis medida por ensaio turbidimétrico.
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Os dados representam a quantidade média de veneno necessaria para degradar
50% do &cido hialurdnico presente na solugdo padréo.

45. ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

Também foi mensurada a atividade fosfolipasica dos venenos
estudados com o auxilio do kit EnzChek®, que utiliza uma solucéo de
PLA, padréo para o teste. Conforme determina o fabricante, foi utilizado
apenas uma concentracdo dos venenos (2 ug) para identificar se a
atividade fosfolipésica se faz presente nas pegonhas de M. surinamensis
e M. frontalis. Como pode ser observado na Figura 12, o veneno de M.
surinamensis ndo apresentou nenhuma atividade fosfolipasica, ao
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contrario de M. frontalis que demonstrou possuir uma grande
guantidade desta enzima.

Figura 12: Atividade fosfolipasica dos venenos de M. frontalis e M.
surinamensis.
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Os dados mostram a porcentagem de atividade em relagdo ao controle positivo
(PLA2 padrdo). Um asterisco (*) determina diferenca significativa entre o
veneno de M. surinamensis e M. frontalis. *p<0,05

4.6. ATIVIDADE DE L-AMINOACIDO OXIDASE (LAAO)

Para a avaliacdo desta Gltima atividade enzimatica, foi utilizado o
aminoacido L-leucina como substrato e uma quantidade fixa de 2 ug de
cada um dos venenos. Os resultados sdo expressos em unidade, onde
uma unidade de atividade de LAAO é equivalente a quantidade de
veneno que produz 1 pmol de H202 por minuto. Como pode ser visto
na Figura 13, o veneno de M. surinamensis possui uma quantidade
baixissima de atividade de LAAO enquanto que o veneno de M.
frontalis possui uma maior atividade.
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Figura 13: Atividade de LAAO dos venenos de M. frontalis e M.
surinamensis.
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Os dados séo expressos em unidade e comparados a um controle positivo. Um
asterisco (*) determina diferenca significativa entre os grupos dos venenos e
controle positivo. *p < 0,05

4.7. ATIVIDADES DE EDEMA E NOCICEPGAO

Com o intuito de observar se os venenos de M. frontalis e M.
surinamensis sdo capazes de provocar edema e dor (nocicepcdo) ao
serem inoculados em mamiferos, camundongos Swiss tiveram esses
venenos injetados em sua pata direita traseira. Antes de injetar as
solucdes de venenos e PBS (controle), todos os animais tiveram a
espessura de sua pata direita traseira medida, sendo esta considerada a
medida basal. Apés a injecdo, os animais foram observados durante 5
minutos para a avaliagdo e cronometragem da duracdo de
comportamentos de dor. Apds 15, 30, 60, 120, 240, 360 e 420 minutos
da injecdo das solugdes, as espessuras das patas foram medidas
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novamente para o calculo do edema. O edema da pata é expresso como a
diferenga (A) das espessuras da pata (mm) apds a inje¢do dos venenos
ou PBS em relacdo a medida basal.

Como pode ser observado na Figura 14, a partir de 15 minutos 0s
animais injetados tanto com o veneno de M. surinamensis quanto 0s
injetados com M. frontalis, j& apresentavam edema de pata significativo.
O veneno de M. surinamensis foi capaz de produzir um edema mais
brando e menos duradouro quando comparado ao veneno de M.
frontalis, que teve como seu pico maximo um A de cerca de 1 mm,
enquanto que o A de M. surinamensis ndo chegou a 0,5 mm. Com
relacdo ao tempo de duragdo do edema, os animais injetados com o
veneno de M. frontalis continuaram apresentando edema até a medida
de 240 minutos, enquanto que no grupo de M. surinamensis, este edema
esteve presente até a medida feita 60 minutos ap6s a injecao.

Figura 14: Figura 14: Edema de pata causado pela injecdo dos venenos
de M. frontalis e M. surinamensis em camundongos.
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Os dados s@o expressos pela média + desvio padrdo. Um asterisco (*) determina
diferenca significativa entre o grupo de veneno e controle (PBS). Dois
asteriscos (**) significa diferenca significativa entre o grupo dos venenos.
*p<0,01

Ao se tratar da dor, foi possivel observar que os animais injetados com
o veneno de M. frontalis apresentaram uma nocicepgdo continua e
significativa. O comportamento de lambida da pata comecou
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imediatamente ap6s a injecdo do veneno. Outros comportamentos de
nocicep¢do também foram observados como manter a pata
encolhida/levantada e “bater” com a pata no ar. Ja os animais injetados
com o veneno de M. surinamensis ndo apresentaram uma nocicepcao
significativa (Figura 15).

Figura 15: Tempo de lambida da pata causado pela injecdo dos venenos
de M. frontalis e M. surinamensis em camundongos.
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Os dados s@o expressos pela média + desvio padrdo. Um asterisco (*) determina
diferenca significativa entre o grupo de veneno e controle (PBS). Dois
asteriscos (**) significa diferenca significativa entre o grupo dos venenos.
P<0,01

4.8. PRODUCAO DE SORO ANTI-M. surinamensis
Conforme ja mencionado, a técnica utilizada para a produgéo de soro

anti-M. surinamensis foi a imunizacdo com o veneno total de M.
surinamensis em coelhos New Zeland. Apds encerrados os ciclos de
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imunizagdo, os coelhos foram submetidos a sangria para obtencdo do
soro com o0s anticorpos. Para avaliar a producdo de anticorpos foi
utilizado os testes de ELISA e Western Blot conforme serd descrito na
sequéncia.

4.9. ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

A fim de avaliar a producdo de anticorpos antiveneno de M.
surinamensis pela imunizacdo de coelhos, o teste de ELISA foi
utilizado. O mesmo teste também foi empregado para avaliar a
reatividade de diferentes soros (antielapidico do Brasil, anticoral da
Costa Rica e antiveneno de M. frontalis) frente aos venenos estudados.

Como pode ser observado na Figura 16A, a imunizacdo dos coelhos
foi capaz de induzir a producdo de anticorpos antiveneno de M.
surinamensis, uma vez que 0 soro apresentou uma alta reatividade
guando testado com o veneno correspondente. Entretanto, quando
testado com veneno de M. frontalis, o soro ndo apresentou um
reconhecimento considerdvel. Da mesma forma, ao se testar o soro
antiveneno de M. frontalis foi observado sua capacidade de reconhecer
significativamente seu veneno correspondente e fracamente o veneno de
M. surinamensis (Figura 16B).
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Figura 16: Reatividade dos soros antiveneno de M. surinamensis.
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(A) e antiveneno de M. frontalis (B) frente aos mesmos venenos através do teste
de ELISA.

Com a intengdo de avaliar o reconhecimento dos venenos de M.
surinamensis e M. frontalis por soros comerciais, os soros antielapidico
produzido no Instituto Butantan do Brasil e o anticoral do Instituto
Clodomiro Picado da Costa Rica também foram testados. Foi observado
gue o soro comercial do Brasil é capaz de reconhecer fortemente os dois
venenos, sendo que uma maior reatividade pode ser encontrada em
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relagdo ao veneno de M. frontalis (Figura 17A). Ja o soro comercial da
Costa Rica apresentou uma forte reatividade com o veneno de M.
frontalis e uma média reatividade com o veneno de M. surinamensis,
gue exibiu apenas cerca de metade do reconhecimento de M. frontalis

frente ao mesmo soro (Figura 17B).

Figura 17: Reatividade dos soros comerciais do Brasil
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4.10. WESTERN BLOT

Para avaliar o reconhecimento das proteinas dos venenos de M.
surinamensis e M. frontalis, foi realizada a técnica de Western Blot,
conforme ja descrito. Foram aplicados 20 pg de cada veneno e, ap6s a
eletroforese (gel 18%), o padrdo foi cortado e o restante da membrana
foi submetida ao imunoensaio. Foram testados os soros pré-imune de
coelho, antiveneno de M. surinamensis e M. frontalis e 0s soros
comerciais do Brasil e Costa Rica nas diluicbes de 1:1000. Como
anticorpos secundarios foram utilizados anti-IgG de coelho ou anti-lIgG
de cavalo conjugadas com peroxidase na diluicdo de 1:8000.

Ao se testar o soro antiveneno de M. surinamensis, 0 Western Blot
revelou que a grande maioria das proteinas do veneno de M.
surinamensis visualizadas no gel € imunogénica, uma vez que a maior
parte das bandas detectadas por SDS-PAGE foram reconhecidas pelo
soro imune de coelho. Entretanto, o veneno de M. frontalis é fracamente
reconhecido por este soro, e em apenas algumas bandas de proteinas
(Figura 18A). De forma semelhante, quando o soro antiveneno de M.
frontalis € utilizado, seu veneno correspondente é fortemente
reconhecido nas bandas que apresentaram uma maior quantidade de
proteinas na eletroforese, ja o veneno de M. surinamensis é reconhecido
em apenas uma regido (Figura 18B).
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Figura 17: Western Blot dos venenos de M. surinamsnsis e M. frontalis.
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Os venenos (20 pg) foram submetidos a eletroforese em gel com 18% de
acrilamida. Os soros de coelho antiveneno de M. surinamensis (A) e antiveneno
de M. frontalis (B) foram utilizados na diluicdo de 1:1000 e a 1gG de coelho
conjugada com peroxidase foi utilizada na diluicio de 1:8000

Quando os soros comerciais foram testados pode-se observar um
resultado semelhante ao encontrado no teste de ELISA. O soro
comercial produzido no Brasil foi capaz de reconhecer fortemente a
grande maioria das bandas do veneno de M. frontalis e mais fracamente
as bandas com baixa massa molecular do veneno de M. surinamensis
(Figura 19A). J& o soro produzido na Costa Rica foi capaz de reconhecer
fortemente algumas bandas do veneno de M. frontalis, mas praticamente
ndo reconheceu o veneno de M. surinamensis (Figura 19B). O soro pré-
imune de coelho ndo foi capaz de reconhecer nenhuma banda dos
venenos testados (Figura 20).
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Figura 18: Western Blot dos venenos de M. surinamsnsis e M.
frontalis.
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Os venenos (20 pg) foram submetidos a eletroforese em gel com 18% de
acrilamida. Os soros comerciais do Brasil (A) e da Costa Rica (B) foram
utilizados na diluicdo de 1:1000 e a 1gG de cavalo conjugada com peroxidase
foi utilizada na dilui¢éo de 1:5000.
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Figura 19: Western Blot dos venenos de M. surinamsnsis e M. frontalis.
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Os venenos (20 pg) foram submetidos a eletroforese em gel com 18% de
acrilamida. O soro pré-imune de coelho foi utilizado na diluicio de 1:1000 e a
IgG de coelho conjugada com peroxidase foi utilizada na diluigdo de 1:8000.

4.11. NEUTRALIZACAO IN VITRO DA ATIVIDADE LETAL

Para a realizacdo da soroneutralizagdo in vitro, o veneno de M.
surinamensis foi pré-incubado com os soros pré-imune de coelho,
antiveneno de M. surinamensis, comercial do Brasil e comercial da
Costa Rica. As solugbes foram, entdo, injetadas via intraperitoneal em
camundongos Swiss. As mortes foram contabilizadas até 48 horas ap6s
a injecdo.

Como pode ser visto na Tabela 2, o soro pré-imune de coelho néo foi
capaz de impedir a morte de nenhum dos animais injetados com o
veneno de M. surinamensis. Tanto o soro comercial do Brasil quanto o
da Costa Rica foram capazes de neutralizar 50% das mortes dos animais.
Ja o soro que foi produzido nos coelhos antiveneno de M. surinamensis
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foi capaz de neutralizar 100% das mortes dos camundongos. Todos 0s
animais que foram injetados apenas com PBS sobreviveram.

Tabela 2 - Soroneutralizacdo do veneno de M. surinamensis em
camundongos Swiss. Representacdo da quantidade e porcentagem de

mortes em cada grupo.

Morte/animais injetados % morte
Soro pré-imune de coelho + 4/4 100%
veneno de M. surinamensis
Soro comercial Brasil + 2/4 50%
veneno de M. surinamensis
Soro comercial Costa Rica 2/4 50%
+ veneno de M.
surinamensis
Soro anti-veneno M. 0/4 0%
surinemensis + veneno de
M. surinamensis
PBS (controle negativo) 0/4 0%
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4 DISCUSSAO

Com base em alguns dados epidemioldgicos sobre o acidente com
serpentes em humanos, estima-se que ocorram cerca de 5,4 milhGes de
acidentes por ano, causando, em media, 125 mil mortes em todo o
mundo. No Brasil, 0 envenenamento por serpentes ocorre com
frequéncia e com grande severidade, se tornando, assim, um problema
de saude publica (Ciscotto et al., 2011). S6 no ano de 2014 em nosso
pais, foram notificados mais de 22 mil casos de envenenamento pelas
serpentes dos géneros de maior importancia epidemioldgica (Bothrops,
Crotalus, Lachesis e Micrurus) (Ministério da Salde, 2016).

Mesmo possuindo 0 menor nimero de casos entre 0s principais
géneros no Brasil, as serpentes do género Micrurus possuem um veneno
com um alto potencial toxico, fazendo com que seu envenenamento seja
considerado potencialmente grave (Ministério da Salde, 2001). As
cobras corais, como sdo popularmente chamadas, tem uma grande
distribuicdo geogréafica por todo continente americano, habitando os
mais diversos ambientes, como florestas tropicais, planicies e até
desertos. A maioria das corais tem habitos subfossoriais, entretanto
algumas espécies como M. surinamensis e M. lemniscatus, sdo semi-
aquaticas (Tanaka et al., 2010).

Os venenos das serpentes do género Micrurus possuem uma grande
guantidade de neurotoxinas de baixa massa molecular, conhecidas como
toxinas de trés digitos (3FTX). Essas toxinas tém como principal papel o
blogueio da sinapse na jungdo neuromuscular através da ligacdo aos
receptores colinérgicos nicotinicos localizados na placa neuromuscular
(De Oliveira et al., 2000, Urdaneta et al., 2004). Outras proteinas
bastante presente nesses venenos sdo as fosfolipases A, que sdo as
principais responsaveis pelos efeitos miotdxicos, hemorréagicos,
inflamatdrios e de neurotoxicidade pré-sindptica (Gutiérrez et al., 1983;
Francis et al., 1997; Tambourgi et al.,1994; Goularte et al., 1995;
Urdaneta et al., 2004).

Embora sejam muito importantes, os estudos envolvendo a bioquimica
e a fisiologia desses venenos sdo escassos. 1sso ocorre principalmente
pela dificuldade de identificacdo das espécies, da extracdo de veneno e
da manutencao dos animais em cativeiro (Aird e Da Silva, 1991, Tanaka
et al., 2010). Desta forma, o objetivo pretendido com este trabalho foi de
caracterizar bio e imunoquimicamente o veneno de Micrurus
surinamensis em comparagao com o veneno de Micrurus frontalis.



46

Quando se pretende realizar uma caracterizagdo bioquimica inicial de
um veneno, parte-se inicialmente de ensaios que envolvem a analise da
composicdo deste veneno. Sendo assim, primeiramente foi realizado
uma eletroforese SDS-PAGE para verificagdo do perfil proteico do
veneno de M. surinamensis e comparados ao do veneno de M. frontalis.
Assim, corroborando aos resultados demonstrados por Tanaka et al., em
2010, ambos venenos apresentaram bandas proteicas na faixa inferior a
70 kDa. Entretanto, assim como o trabalho de Tanaka et al., (2010), o
veneno de M. surinamensis apresenta um perfil proteico muito diferente
do perfil padrdo do género, aqui representado pelo veneno de M.
frontalis. O veneno de M. surinamensis possui uma alta concentracdo de
proteinas abaixo de 24 kDa, ndo apresentando bandas acima de 31 kDa.

Acredita-se que o0 motivo desta grande variagdo do perfil
eletroforético entre os dois venenos se deve a diferenca das necessidades
das duas serpentes, como por exemplo, seus habitos alimentares. De
acordo com o trabalho de Daltry et al., em 1996, a dieta das serpentes
esta significantemente relacionada com a variacdo das peconhas. Jorge
da Silva e Aird (2001) determinaram em seu trabalho que tanto a
filogenia como a selecdo genética influenciam na composicdo dos
venenos, mas que nas espécies de Micrurus a preferéncia por
determinadas presas é o determinante mais significativo na composi¢do
enzimatica dos venenos. Conforme o mesmo trabalho demonstra, as
serpentes da espécie M. surinamensis possuem uma alimentacdo
baseada principalmente em peixes, enquanto que M. frontalis se
alimentam de pequenas serpentes e anfisbénios. Por serem presas muito
diferentes é de se esperar que as duas serpentes necessitem de diferentes
composicdes enzimaticas em seus venenos, uma vez que a finalidade da
peconha doas serpentes é de matar, imobilizar e digerir suas presas
(Jorge da Silva e Aird, 2001).

Os ensaios de Dose Letal Média (DLsy) e citotoxicidade foram
utilizados neste trabalho para avaliar a toxicidade dos venenos de M.
surinamensis e M. frontalis. Os resultados da DLs, encontrados (0,75
mg/kg e 0,69 mg/kg, respectivamente) sdo menores do que aqueles
reportados por Tanaka et al., (2010) (2,9 mg/kg e 1,1 mg/kg,
respectivamente). 1sso pode ser explicado pelo fato de que os venenos
utilizados neste trabalho tém procedéncia de serpentes capturadas no
Peru, enquanto que no trabalho citado, as serpentes foram capturadas em
territério brasileiro. Conforme descrito por diversos autores (Huang et
al., 2015; Jorge da Silva e Aird, 2006; Sousa et al., 2017), os venenos de
serpentes podem apresentar uma grande variagdo de composi¢cdo quando
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ocorrem mudancgas geogréaficas no habitat das serpentes. Isso pode
acontecer, por exemplo, devido a adaptacGes requeridas na dieta, pois 0s
animais disponiveis para alimenta¢do no Brasil ndo sdo 0s mesmos que
habitam o Peru, fazendo com que a peconha tenha que se adaptar para
ser toxica para as presas disponiveis no local de morada da serpente.
Assim, explicaria o fato de que no trabalho citado acima, a dose letal
média dos venenos de M. surinamensis e M. frontalis € maior que dos
venenos das serpentes capturadas no Peru. Outros fatores que também
podem estar relacionados a diferenca de letalidade encontrada nos dois
trabalhos sdo variagdes ontogenéticas, sazonais, idade e sexo da serpente
(Gutiérrez et al., 2016). Desta forma, esses dados nos leva a concluséo
gue, neste caso, essas serpentes peruanas possuem um veneno mais
toxico em camundongos, quando comparadas com as serpentes
brasileiras.

Em relacdo a citotoxicidade, foi possivel observar que, assim como no
ensaio de DLsg, 0 veneno de M. frontalis se apresentou mais toxico que
0 de M. surinamensis. Isso se deve ao fato de que o veneno de M.
frontalis foi capaz de matar 50% das células MGSO-3 em uma menor
concentracdo (ECso = 4,219 pg) em comparagdo com o veneno de M.
surinamensis (ECso = 25,47 pg). E importante ressaltar que, de acordo
com o estudo de Sousa et al., (2015), ndo existe uma correla¢do positiva
ou negativa entre DLg, € ECso. NO caso da comparacdo neste trabalho,
tanto na DLgg quanto na ECsy 0 veneno de M. frontalis se demonstrou
mais toxico que o veneno de M. surinamensis. Entretanto é possivel
observar que ndo ha uma correlacdo linear entre as duas medidas, uma
vez que a relacdo entre as DLsy das duas serpentes (M. Surinamensis /
M. frontalis) é de 1,09, enquanto que a relacdo entre as ECs, é de 6,04.
Esses dados comprovam que ndo é possivel correlacionar um veneno
com uma maior citotoxicidade com sua maior letalidade. Neste caso, os
ensaios in vitro utilizando culturas de células podem ndo ser preditivos
para a toxicidade total de um veneno (Sousa et al., 2015).

A hialuronidase presente em grande parte dos venenos de animais
peconhentos é uma enzima ndo toxica caracterizada pela capacidade de
degradar o hialuronan ou é&cido hialurénico. Como a presenca deste
componente esta intimamente ligado & manutencdo da integridade da
matriz extracelular, sua degradacdo desestabiliza a matriz, facilitando a
entrada de substancias exdgenas (Pessini et al., 2001). Desta forma, a
hialuronidase ¢ conhecida como “fator de espalhamento”, uma vez que
hidrolisa o acido hialurénico dos tecidos conectivos e facilita a invaséo
das toxinas do veneno nos vasos sanguineos da vitima. Sendo assim, a
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hialuronidase age como catalisadora do envenenamento sistémico. Os
venenos dos escorpides sdo considerados como peg¢onhas que possuem
alta atividade hialuronidasica. Um exemplo disto é veneno do escorpiao
Tityus serrulatus, onde 50% de atividade hialuronidasica é produzida
por apenas 0,6 pg do veneno bruto (Horta et al., 2014; Bordon et al.,
2015).

A avaliacdo da atividade hialuronidasica nos venenos de M. frontalis e
M. surinamensis demonstrou que esses venenos apresentam esta
atividade enzimética. De acordo com o trabalho de Tan e Ponnudurai
(1992) os venenos do género Micrurus geralmente apresentam de
moderada a alta atividade hialuronidésica. Neste mesmo trabalho, o
veneno de M. frontalis foi o veneno que apresentou menor atividade,
enquanto que o veneno de M. lemniscatus (serpente semi-aquatica com
habitos semelhantes a M. surinamensis) foi um dos venenos que exibiu
maior atividade. Os resultados obtidos com o nosso trabalho
demonstraram que 0s venenos de M. frontalis e M. surinamensis
apresentaram uma quantidade semelhante de atividade desta enzima,
entre 4,6 e 6,1 pg, o que pode ser considerado como atividade
moderada. A diferenga entre os resultados pode ser devido a diferentes
metodologias utilizadas e também pelas variagbes encontradas nos
venenos de serpentes provenientes de diferentes regides (Gutiérrez et al.,
2016).

Em comparagdo com o0s venenos de serpentes do género Bothrops os
venenos do género Micrurus apresentam uma atividade hialuronidasica
significantemente maior. Isso pode ser explicado pelo fato de que os
venenos botrdpicos possuem uma alta concentracdo de proteases que
também séo capazes de degradar componentes da matriz extracelular, o
gue compensaria a baixa quantidade de hialuronidase (Guerra-Duarte et
al., 2015).

A familia das fosfolipases A, (PLA,) sdo muito abundantes nos
venenos de serpentes. Elas podem possuir diversas propriedades
farmacoldgicas como formacdo de edema, neurotoxicidade pré ou pds-
sinaptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade e agregacdo plaquetaria
(Perumal Samy et al., 2008). Nos venenos elapidicos ha uma forte
presenga das PLA, neurotdxica com acdo pré-sinaptica, exercendo papel
fundamental na captura da presa por causar blogueio na transmissao
neuromuscular e consequente paralisia respiratoria (De Carvalho et al.,
2014). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, assim como ja
descrito, o veneno de M. frontalis apresenta uma significante atividade
fosfolipasica, o que é caracteristico do género (Tan e Ponnudurai, 1992;
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Montecucco e Rossetto, 2000; Ledo et al., 2009; Lomonte et al., 2014;
Castro et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016).

Entretanto, apesar de apresentar proteinas com massa molecular na
regido das PLA,, conforme demonstrado na eletroforese e apesar de ja
descrito no proteoma do veneno proteinas com caracteristicas de PLA,
(Olamendi-Portugal et al., 2008), em nossos testes o0 veneno ndo
apresentou atividade fosfolipasica consideravel. Porém, outros trabalhos
como o de Aird e Da Silva (1991) ja demonstraram PLA, ativa no
veneno de M. surinamensis. Esse resultado pode ser explicado por
algumas possiveis teorias, como por exemplo o fato de a enzima estar
inativa devido a desnaturagdo por consequéncia do manejo do veneno.
Como se sabe, as proteinas e enzimas sdo extremamente sensiveis a
variagOes de temperatura, agitacdo, pH entre outros fatores, o que ocorre
comumente na manipulacdo dos venenos diluidos para a realizagdo dos
testes (Olamendi-Portugal et al., 2008). Outra teoria que pode estar
envolvida nesta questdo seria o fato de o veneno da serpente M.
surinamensis peruana poder ser composto principalmente de
fosfolipases A, que apresentam uma substituicdo na Lisina49,
modificagdo esta que alteraria o sitio catalitico da enzima e,
consequentemente, sua capacidade enzimatica (Maraganore et al., 1984;
Maraganore e Heinrikson, 1985).

As proteinas conhecidas como LAAO sdo flavoenzimas que catalisam
a deaminacdo oxidativa estereoespecifica de um L-aminoacido para um
a-cetoacido com a producdo de amonia e peroxido de hidrogénio
(Kommoju et al., 2007). As LAAO dos venenos de serpentes tém sido
caracterizadas com diversas fungGes como inducdo de apoptose,
citotoxicidade, hemolise, agregacdo plaquetaria, inducdo de hemorragia,
edema e atividades bactericidas (Du e Clemetson, 2002). De acordo com
diversos trabalhos ja publicados (Olamendi-Portugal et al., 2008; Leédo
et al.,, 2009; Lomonte et al., 2014) os venenos do género Micrurus
possuem de 0,2 a 3,5% de LAAO em sua composi¢do, o que faz com
gue os venenos de diferentes espécies tenham quantidades varidveis de
atividade desta enzima.

De acordo com Tan e Ponnudurai (1992), os venenos das cobras
corais apresentam atividades de LAAO que variam de leve a moderada
alta, sendo o veneno de M. frontalis o que apresentou menor atividade.
Entretanto, no trabalho supracitado o veneno de M. surinamensis ndo foi
testado, apenas o de M. lemniscatus, serpente que possui habitos
semelhantes ao da M. surinamensis e foi classificada como tendo
atividade de LAAO moderada. Contudo, os resultados obtidos na
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presente dissertacdo demonstraram que o veneno de M. frontalis
apresentou uma atividade de LAAO considerada moderada, enquanto
gue o veneno de M. surinamensis apresentou uma baixa atividade desta
enzima. Os resultados dos trabalhos se divergem, fazendo com que
ainda seja necessario novos estudos sobre a composicdo dessa enzima
nas serpentes do género Micrurus, principalmente no que se relaciona
com a distribuicdo geogréfica das serpentes, conforme ja citado em
discussdo anterior (Huang et al., 2005; Jorge da Silva e Aird, 2006;
Sousa et al., 2017).

A formacdo de edema esta presente em envenenamentos por diversos
animais peconhentos, como serpentes (Mamede et al., 2016; Prezotto-
Neto et al., 2016), escorpifes (Santos-da-Silva et al., 2017) e aranhas
(Gewehr et al., 2013). Diversos mecanismos ja foram elucidados com
relacdo a formacdo do edema, entretanto em se tratando de venenos de
serpentes, as PLA, estdo direta e indiretamente envolvidas na atividade
edematogénica (Sanchez et al., 1992; Lomonte et al., 1993). Os venenos
das serpentes do género Micrurus sdo ricos em PLA,, desta forma
diversos trabalhos ja demonstraram que diferentes espécies deste género
possuem venenos com a capacidade de gerar edema (Moraes et al.,
2003; Cecchini et al., 2005; Casais-e-Silva et al., 2016). As PLA,
também séo conhecidas por induzir inflamacdo, caracterizada pelo
aumento da permeabilidade vascular, recrutamento e ativacdo de
leucocitos e, consequentemente, a formacao de edema (Casais-e-Silva et
al., 2016).

Concordando com os resultados ja publicados em outros trabalhos, os
venenos de M. frontalis e M. surinamensis apresentaram, quando
injetados na pata de camundongos, edema consideravel ja nos primeiros
15 minutos, sendo seu pico ap6s 30 minutos (Moraes et al., 2003;
Cecchini et al, 2004; Casais-e-Silva et al., 2016). O veneno de M.
frontalis foi capaz de gerar um maior edema quando comparado com 0
veneno de M. surinamensis, 0 que também vai de acordo com a
literatura (Cecchini et al., 2005). Essa maior atividade edematogénica
pode estar relacionada a uma maior quantidade de PLA; ativa no veneno
de M. frontalis, como ja demonstrado na atividade fosfolipasica, uma
vez que a presencga desta enzima esté diretamente relacionada com uma
maior capacidade de geracdo de edema na vitima (Sanchez et al., 1992;
Lomonte et al., 1993).Estudos ja demonstraram que algumas
fosfolipases A, possuem a capacidade de se ligar em sitios ainda nao
identificados na membrana plasmatica, desestabilizando a bicamada das
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células e promovendo uma série de eventos, exibindo assim, atividade
pré-inflamatoria (Casais-e-Silva et al., 2016).

Em estudos de avaliacdo farmacoldgica do edema provocado por
venenos de serpente, observou-se que os derivados da degradacdo do
acido araquidénico sdo os principais mediadores da inducdo de edema,
derivados estes ja bem conhecidos como desencadeadores da
inflamagdo, como prostaglandinas e tromboxano (Lopes et al., 2017).
Esse mecanismo pode ser a explicagdo para a elevada atividade
edematogénica apresentada pelo veneno de M. frontalis, uma vez que
este apresenta, também, alta atividade fosfolipasica (Figura 12).
Entretanto, para o veneno de M. surinamensis, que ndo apresentou
atividade fosfolipasica in vitro, essa explicacdo ndo é vélida. Entretanto,
de acordo com Gutiérrez e Lomonte (2012), mesmo sem a capacidade
catalitica, essas PLA, teriam a capacidade de induzir citotoxicidade em
células endoteliais. Estudos demonstraram que residuos localizados na
regido C-terminal dessas moléculas poderiam, por si so, interagir e
desorganizar a membrana plasmatica das células. Desta forma, acredita-
se que mesmo sem atividade catalitica, as PLA, presentes no veneno de
M. surinamensis sdo pré-inflamatérias, gerando assim, edema no local
da picada (Gutiérrez e Lomonte, 2012).

O envenenamento por diversos animais pegonhentos é conhecido por
muitas vezes gerar dor intensa no local da picada (Chacur et al., 2002;
Gewehr et al., 2013; Santos-da-Silva et al., 2017; Lopes et al., 2017;).
Diversos mecanismos estdo envolvidos na producdo da dor apds os
envenenamentos, como a participacdo da bradicinina (Chacur et al.,
2002), dos eicosanoides (Lopes et al., 2017) e também pela ativacdo de
neurdnios somatosensoriais (Bohlen et al., 2011). Entretanto, em se
tratando dos venenos do género Micrurus, existe uma grande
controvérsia sobre os efeitos dos venenos, uma vez que em alguns casos
0S envenenamentos causam dor e em outros provocam parestesia.
Historicamente, o envenenamento pela picada de M. frontalis é capaz de
causar dor (Bucaretchi et al., 2016), o que corrobora com os resultados
encontrados neste trabalho, onde os animais injetados com este veneno
apresentaram comportamento tipico de nocicepcdo. O mecanismo pelo
qual o veneno de M. frontalis é capaz de provocar dor ainda ndo esta
elucidado. Entretanto, estudos realizados com o veneno de Micrurus
tener tener demonstram que existe um complexo proteico em seu
veneno que tem a capacidade de se ligar especificamente a canais
ibnicos sensiveis a &cido, os quais estdo diretamente ligados ao
desenvolvimento da dor (Bohlen et al., 2011). Desta forma, é possivel
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que, devido as similaridades entre o género, o veneno de M. frontalis
possua a mesma capacidade de induzir a dor que o veneno de M. tener
tener.

Em se tratando dos animais injetados com o veneno de M.
surinamensis ndo apresentaram 0 mesmo comportamento, 0 que sugere
gue o veneno possa ter efeito antinociceptivo, ou seja, possui em sua
composigdo alguma toxina capaz de suprimir a dor causada pela agdo do
veneno. Este efeito ja foi comprovado no trabalho de Santos (2011),
onde o veneno de M. lemniscatus apresentou um grande potencial
antinociceptivo apés a realizacdo de diversos testes para avaliar esta
propriedade. No referido trabalho, o veneno chegou a apresentar maior
efeito antinociceptivo que a morfina, sendo que seu mecanismo de acdo
é mediado pelo sistema opioide (Santos, 2011). E importante lembrar
gue, assim como a serpente M. lemniscatus, M. surinamensis também
possui habitos semi-aquaticos, o que torna ainda mais possivel uma
similaridade na acéo de seus venenos (Tanaka et al., 2010). Desta forma,
mais estudos a respeito de uma possivel acdo antinociceptiva do veneno
de M. surinamensis se faz necessaria para elucidacdo da fisiopatologia
do envenenamento.

O tratamento especifico para o envenenamento por serpentes é 0 uso
do antiveneno ou soro especifico. No Brasil, sdo produzidos os soros
anticrotalico, antibotropico, antilaquético, antielapidico
antibotrépico/crotalico e antibotropico/laquético. Cada soro tem sua
indicacdo de uso e é de extrema importancia que os profissionais de
salde estejam bem informados acerca dos sinais e sintomas dos
diferentes tipos de envenenamentos. Desta forma, aumenta-se a chance
de eficacia do tratamento. Além disso, também é importante que a
vitima do acidente procure uma unidade de salde o mais rapido
possivel, pois a eficacia terapéutica do soro esta diretamente ligada a
uma maior rapidez na procura pelo atendimento (Ministério da Salde,
2001).

O soro que deve ser utilizado em casos de envenenamento por
serpentes do género Micrurus é o soro antielapidico. No Brasil, este soro
¢ produzido através da hiperimunizacdo em cavalos de quantidades
equivalentes dos venenos de M. frontalis e M. corallinus. Entretanto,
como ja foi visto neste trabalho e em outros ja publicados (Ledo et al.,
2009; Tanaka et al., 2010; Lomonte et al., 2014; Bucaretchi et al., 2016),
0s venenos de Micrurus podem exibir uma grande diversidade de
composicdo e toxicidade, principalmente em se tratando de espécies
com habitos alimentares diferentes e que habitam regides muito distintas
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(Tanaka et al., 2010; Tan e Ponnudurai, 1992). Desta forma, é possivel
gue os antivenenos comerciais ndo sejam capazes de reconhecer
plenamente todos os componentes das diferentes espécies que ocorrem
dentro de uma mesma regido, pais ou continente (Tanaka et al., 2010).

Conforme j& visto na Figura 9 e no trabalho de Tanaka et al., (2010), o
veneno de M. surinamensis apresenta um perfil proteico muito diferente
de outros venenos do género, apresentando uma grande concentragéo de
proteinas abaixo de 24 kDa e nenhuma proteina acima de 31 kDa. Além
disso, diversas atividades enzimaticas muito presentes em outros
venenos micrdricos ndo sdo encontradas no veneno de M. surinamensis.
Esses fatos sugerem que existe uma grande possibilidade dos anticorpos
presentes nos soros comerciais ndo serem capazes de reconhecer e
neutralizar as proteinas toxicas deste veneno, uma vez que essas
parecem ser muito diferentes dos venenos utilizados para a produgédo do
Soro.

Desta forma, um soro antiveneno de M. surinamensis foi produzido
em coelhos para objeto de comparacdo com os demais soros utilizados
neste trabalho. Conforme ja visto nas Figura 16A e 18A, 0 soro
produzido foi capaz de reconhecer fortemente o veneno de M.
surinamensis tanto por ELISA quanto por Western Blot. Grande parte
das proteinas observadas através do SDS-PAGE foram reconhecidas no
Western Blot pelo soro antiveneno de M. surinamensis, indicando que
essas proteinas do veneno sdo antigénicas. Fica comprovado, assim, a
eficacia da imunizacdo realizada para gerar anticorpos que reconhecem
grande parte das proteinas do veneno.

Em contrapartida, o soro produzido nos coelhos foi capaz de
reconhecer muito fracamente o veneno de M. frontalis por ELISA e
também produziu apenas um ligeiro reconhecimento de bandas préximo
a 17 kDa e abaixo de 12 kDa. Pode-se entender com esses resultados
que as proteinas do veneno de M. surinamensis responsaveis pela
indugdo da producdo de anticorpos nos coelhos ndo sdo as mesmas
presentes no veneno de M. frontalis, uma vez que esses anticorpos ndo
foram capazes de demonstrar uma resposta antigénica consideravel
contra 0 veneno de M. frontalis. Essa diferenca de reconhecimento de
proteinas pode ser explicada pelo fato dos dois venenos apresentarem
uma composicdo muito diferente entre si, fazendo com que os
anticorpos produzidos contra um veneno ndo sejam capazes de
reconhecer proteinas do outro veneno. A mesma justificativa pode ser
dada para o fraco reconhecimento do veneno de M. surinamensis pelo
soro antiveneno de M. frontalis, uma grande diferenca de antigenicidade
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das proteinas responsaveis pela indugdo da resposta imune (Jorge da
Silva e Aird, 2001; Huang et al., 2005; Jorge da Silva e Aird, 2006;
Tanaka et al., 2010, Sousa et al., 2017).

Em se tratando dos soros comerciais produzidos no Butantan e no
Instituto Clodomiro Picado, pode-se observar que ambos reconheceram
fracamente o veneno de M. surinamensis e mais fortemente o veneno de
M. frontalis. O soro antielapidico produzido no Brasil é resultado da
hiperimunizagdo de cavalos com uma mistura dos venenos de M.
frontalis e M. corallinus. Desta forma, € possivel entender o motivo de
um grande reconhecimento deste antiveneno pelo veneno de M.
frontalis, uma vez que grande parte dos anticorpos sdo produzidos
contra suas préprias proteinas, fazendo com que o veneno apresente um
forte reconhecimento tanto por ELISA quanto por Western Blot frente a
este soro. Em contraste, o veneno de M. surinamensis, por possui uma
composicdo proteica muito diferente desses dois venenos, conforme ja
mencionado anteriormente, apresenta um baixo reconhecimento, por
ambas as técnicas, frente a este soro (Jorge da Silva e Aird, 2001; Huang
et al., 2005; Jorge da Silva e Aird, 2006; Tanaka et al., 2010, Sousa et
al., 2017).

O soro anticoral produzido no Instituto Clodomiro Picado da Costa
Rica também é obtido através da hiperimunizacdo de cavalos, entretanto
sO se utiliza o veneno de Micrurus nigrocinctus neste procedimento.
Este fato pode explicar um menor reconhecimento do veneno de M.
frontalis em comparacdo com o soro produzido no Brasil, pois no soro
da Costa Rica ndo existem imunoglobulinas especificas contra as
proteinas do veneno de M. frontalis e sim de um outro veneno, que pode
possuir semelhangas de composicdo por serem de uma mesma espécie.
Mais uma vez, devido a grande diferenca de composicdo do veneno de
M. surinamensis com o restante dos venenos do género, um
reconhecimento muito baixo do soro anticoral foi encontrado para esta
espécie (Tanaka et al., 2010). Um estudo imunoquimico realizado com o
intuito de avaliar a imunogenicidade de diferentes espécies de Micrurus
ja demonstrou que o veneno de M. surinamensis possui um perfil de
antigenicidade muito diferente das outras espécies do género, o que
corrobora com os resultados encontrados no presente trabalho (Alape-
Giron et al., 1993).

QOutros estudos ja avaliaram a reatividade cruzada de diferentes
venenos com diferentes soros. Ramos et al., (2017) demonstraram que 0
soro antielapidico polivalente produzido na Australia foi capaz de
reconhecer diversos venenos de diferentes espécies de Micrurus sul-
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americanas. Costal-Oliveira et al., (2012) também demonstraram uma
forte reatividade cruzada entre soros e venenos de diferentes espécies de
escorpides. Em relacdo ao veneno de aranha marrom, também ja foram
demonstrados trabalhos com forte reconhecimento de um Unico soro por
diferentes espécies, evidenciando o fato de muitas vezes existir uma
grande semelhanca entre venenos de uma mesma espécie, familia ou até
mesmo ordem (Costal-Oliveira et al., 2012; Guerra-Duarte et al., 2014).
O estudo sobre possiveis reacdes cruzadas entre venenos é importante
por diversos motivos, como identificar possiveis grupos proteicos que
sejam semelhantes entre os venenos, minimizar o problema de escassez
de alguns antivenenos comerciais devido a dificuldade de obtencdo dos
venenos e, também, de se analisar qual a ideal composi¢cdo de um
antiveneno em determinadas regides, favorecendo, assim, uma melhor
prestacdo do servico para a populagdo (Costal-Oliveira et al., 2012;
Ramos et al., 2017).

A soroneutralizacdo em camundongos vem sendo muito utilizada para
a avaliacdo da poténcia dos soros hiperimunes para uso humano. Para o
soro antielapidico, cada mililitro deve conter imunoglobulinas
suficientes para neutralizar 1,5 mg de veneno de referéncia de M.
frontalis (Farmacopeia Brasileira, 2010). Desta forma, para avaliar a
capacidade de neutralizagdo do soro produzido em coelhos e dos soros
comerciais, camundongos foram injetados com o veneno de M.
surinamensis pré-incubado com os diferentes soros. Os resultados
encontrados confirmam o que ja tinha sido determinado nos ensaios de
ELISA e Western Blot. O soro antiveneno de M. surinamensis foi capaz
de neutralizar os efeitos toxicos do veneno, uma vez que todos os
animais injetados neste grupo sobreviveram. Ja os grupos injetados com
0s soros comerciais do Brasil e da Costa Rica, tiveram apenas 50% de
neutralizagdo, uma vez que metade dos animais morreram.

Tanaka et al., (2010) ja haviam demonstrado que o soro comercial
produzido pelo Butantan ndo era capaz de neutralizar os efeitos toxicos
de diferentes espécies de Micrurus. Um antiveneno elapidico
multivalente preparado através de uma mistura dos venenos de M.
nigrocinctus, M. mipartitus e M. frontalis, foi capaz de neutralizar os
efeitos toxicos das espécies de corais mais importantes da América do
Sul e Norte, como M. fulvius, M. alleni, M. carinicaudus dumerilli, M.
corallinus, M. frontalis, M. lemniscatus, M. mipartitus, M. nigrocinctus
e M. spixxi. Entretanto, este mesmo soro multivalente também néo foi
capaz de neutralizar o veneno de M. surinamensis (Bolafios et al., 1978).
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Esses resultados demonstram, mais uma vez, que 0 veneno de M.
surinamensis possui uma composicdo proteica e, consequentemente,
toxica muito diferente das outras espécies do género. Essa diferenca
pode ser evidenciada pelo perfil eletroforético apresentado pelo veneno
e pela ndo neutralizagcdo do mesmo pelos soros comerciais (Bolafios et
al., 1978; Tanaka et al., 2010).

Desta forma, podemos inferir que o soro amplamente utilizado no
Brasil (Instituto Butantan) e o soro utilizado em outros paises da
América do Sul e Central (Instituto Clodomiro Picado) ndo sdao
completamente capazes de neutralizar as principais atividades toxicas
presentes nos venenos de diferentes espécies de Micrurus, indicando
gue outros venenos deveriam ser incluidos na mistura para a imunizacdo
de cavalos. Com o intuito de diminuir a quantidade da morbimortalidade
decorrente de acidentes com animais peconhentos em paises da América
Latina, a producdo de um soro continental deveria ser levada em conta.
Isto contribuiria para a salde publica dos paises que possuem pouca ou
nenhuma producdo de soros, uma vez que estes adquiririam soros
eficazes para o tratamento da maioria dos acidentes que ocorrem em seu
pais. Esta questdo ja foi proposta por Bolafios et al na década de 70,
entretanto até agora este objetivo ainda ndo foi alcancado (Bolafios et
al., 1978; Tanaka et al., 2010). Uma outra opcdo seria a inclusdo do
veneno M. Surinamensis na produgdo dos soros que servirdo para tratar
regides endémicas com a serpente M. Surinamensis.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que, o
veneno de M. surinamensis possui um perfil eletroforético muito
diferente do apresentado pelo veneno de M. frontalis. Além disso, foi
possivel constatar que o veneno de M. surinamensis possui atividade
hialuronidasica e edematogénica, enquanto o veneno de M. frontalis
apresenta, além destas, as atividades de LAAO, fosfolipasica e
capacidade de gerar nocicepcdo. Através dos estudos imunoldgicos,
concluimos que as proteinas responsdveis por gerar 0s anticorpos
presentes nos soros comerciais ndo sdo diferentes daquelas presentes no
veneno de M. surinamensis. Isso se deve ao fato de que o soro
produzido nos coelhos contra o veneno de M. surinamensis foi capaz de
reconhecer fortemente o veneno correspondente, tanto por ELISA
guanto por Western Blot, enquanto que o soro antielapidico do Brasil e
anticoral da Costa Rica, foram capazes de reconhecer apenas
parcialmente este veneno. Ja o veneno de M. frontalis, que esta presente
na mistura da imunizagdo dos soros comerciais, ndo foi bem
reconhecido pelo soro produzido nos coelhos, mas apresentou alto
reconhecimento com os soros comerciais. O mesmo perfil foi observado
na neutralizacdo da letalidade do veneno de M. surinamensis, pois
apenas o0 soro produzido nos coelhos foi capaz de neutralizar a
toxicidade em todos os animais desafiados com o respectivo veneno.

Concluimos ainda, que existe uma necessidade de revisdo na producao
dos soros antielapidicos para as regifes que sofrem acidentes com a
serpente M. surinamensis.
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ANEXO A — Certificado CEUA

g" Universidade do Extremo Sul Catarinense HACEUA =
uresc Comissio de Efica no Uso de Animais ;
CERTIFICADO

Certficamos que a proposta intitulada "Caracterizagdo bioldgica, imunoguimica e mutagénica do
veneno da serpente Micrurus surinamensis (Cuvier, 1817).°, registrada com o protocolo n®
012720171, sob a responsabilidade de Ricardo Andrez Machado de Awila, junto 3 equipe: Carlos
Delfin ChavezOlortegui, Daysiane de Oliveira, Rahisa Scussel. Paula Ronsani Ferro, Alessandra
Milioli, Luiza Macarini Bosa, Vanessa Moraes de Andrade, Adriani Paganini Damiani, Maiara Pereira
- que envolve a produgdc, m do ou utlizag3o de animais pertencentes ao filo Chordata,
suEII:lﬁll:- kferbebmtap:emeuﬁ humm fins d;mapésquisa nientiﬁcg {ou ensino) - encontra-se de
acordo com o5 preceites da Lei n® 11.784, de & de outubre de 2008, do Decreto n® 6.880, de 15 de
julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentago
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da
Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 07M0320M7.

Finalidade { JEnsino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 01142017 a 31/03/2018
Espécielinhagem/raga | Camundongo heterogénico Swiss

N” de animais 78

|dade/Peso 28-35dias/ 18-22 g
Sewo Masculino

Origem Biotério da Unesc

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
027201 1/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.704/08, has analyzed the
following Project

Project tife: "Biological, immunochemistry and mutagenic characterization of Micrurus
surinamensis snake venom.”
Protocol number: 01220171

Principal Investigator: Ricardo Andrez Machado de Avila

Researchers: Carlos Delfin ChavezrOlortegui, Daysiane de Oliveira, Rahisa Scussel, Paula
Ronsani Ferro, Alessandra Milioli, Luiza Macarini Bosa, Vanessa Moraes de Andrade, Adriani
Paganini Damiani, Maiara Pereira.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original
wersion of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you
hawe further gquestions, please contact us on www.unescnetipropexiceua or by e-mail
ceuaiunescnet.
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