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RESUMO

O género Bothrops representa o principal agente etiolégico dos acidentes
ofidicos no Brasil, sendo responsavel pela maioria dos casos registrados anualmente.
Este estudo teve como objetivo comparar as atividades bioquimicas e enzimaticas dos
venenos de Bothrops alternatus, B. pauloensis e B. moojeni, espécies de relevancia
médica no Estado de Goias. Foram realizadas analises de dosagem proteica,
atividades de hialuronidase, caseinolise, fosfolipase e determinagdo da dose minima
coagulante, perfil eletroforético e perfil cromatografico. Os resultados demonstraram
maior complexidade e atividade enzimatica nos venenos de B. pauloensis e B. moojeni
em comparacgdo a B. alternatus, com valores mais elevados para hialuronidase e
caseindlise. A analise eletroforética revelou perfis proteicos distintos, com bandas
correspondentes a serinoproteases, fosfolipases A, e L-aminoacido oxidases
(LAAOs). As variagcdes observadas refletem diferengcas interespecificas na
composicdo dos venenos, possivelmente relacionadas a ecologia e distribuicdo
geografica das espécies. Os resultados reforcam a importancia da caracterizagéo
bioquimica dos venenos botropicos para aprimorar a compreensao dos mecanismos

fisiopatologicos e subsidiar o desenvolvimento de antivenenos mais eficazes.

Palavras-chave: Bothrops; veneno botropico; fosfolipase; hialuronidase;
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ABSTRACT

The Bothrops genus represents the main etiological agent of snakebite
envenomations in Brazil, accounting for most cases recorded annually. This study
aimed to compare the biochemical and enzymatic activities of venoms from Bothrops
alternatus, B. pauloensis and B. moojeni, species of medical relevance in the State of
Goias. Protein quantification, hyaluronidase, caseinolytic and phospholipase activities,
as well as the minimum coagulant dose (MCD), were determined. Protein profiles were
characterized by SDS-PAGE and high-performance liquid chromatography (HPLC).
The results demonstrated higher enzymatic activity and protein complexity in B.
pauloensis and B. moojeni venoms compared to B. alternatus, with higher
hyaluronidase and caseinolytic activities. SDS-PAGE revealed distinct protein banding
patterns corresponding to serine proteases, phospholipases A,, and L-amino acid
oxidases (LAAOs). These interspecific differences reflect ecological and geographical
factors influencing venom composition. The findings reinforce the importance of
biochemical characterization of Bothrops venoms to improve the understanding of their
pathophysiological mechanisms and to support the development of more effective

antivenoms.

Keywords: Bothrops; bothropic venom; phospholipase; hyaluronidase;



Vi

FIGURAS

Figura 1. Distribuigdo dos agentes causais de acidentes com serpentes no Brasil entre

2020 a22024. Fonte: SINAN, 2025........ooooiiee e e eeeeeeeaaas 2
Figura 2. Distribuicdo dos agentes causais de acidentes com serpentes filtrados por
género no Brasil entre 2020 a 2024. Fonte: SINAN, 2025............ciiiiiiiiiiieeeeeeeieeeeeeeens 3

Figura 3. Representagdo comparativa de componentes do veneno de espécies de
jararacas do Brasil. Legenda: SVMP-I, SVMP-Il e SVMP-III (metaloproteinase de
veneno de cobra - classes P-I, P-Il e P-lll); PLA2 (fosfolipase Az); SVSP (serina
proteinase de veneno de cobra); CLEC (C-tipolectina); CLECL (semelhante a lectina
tipo C); LAAO (L-aminoacido oxidase); NGF (fator de crescimento nervoso); HYALU
(hialuronidase); VEGF (fator de crescimento endotelial vascular); CRISP (proteina
secretora rica em cisteina); PDIEST (fosfodiesterase 1); ECTONT (ecto-59-
nucleotidase); PLB (fosfolipase B); GLUTCYC (glutaminil ciclase) e ACTIN (actina).
Fonte: Sousa et al.,, 2013, . ... e e 11
Figura 4. Espécime de Bothrops alternatus e sua distribuicdo geografica conhecida.
Fonte: Silva Jdr. et al., 2024..........oooeiii e 30
Figura 5. Espécime de Bothrops moojeni e sua distribuicdo geografica conhecida.
Fonte: Silva Jdr. €t al., 2024 ..........ooo e 31
Figura 6. Exemplares de espécies do grupo Bothrops neuwiedi e sua distribuicao
geografica no Brasil. A. Bothrops diporus; B. Bothrops lutzi; C. Bothrops marmoratus;

D. Bothrops mattogrossensis; E. Bothrops neuwiedi; F. Bothrops pauloensis; G.

Bothrops pubescens. Fonte: Silva Jr.etal., 2024...............ccoooeiiiiiiiiiiieeeeeeee e 31
Figura 7. Perfil eletroforético do veneno de B. moojeni, B. alternatus e B.
o2 T[0T 0 R 1 34
Figura 8. Perfil cromatografico do veneno de B. alternatus...............cccccoovevvvvvvnnnnnnnnn.. 35
Figura 9. Perfil cromatografico do veneno de B. pauloensis...............cccccceeueuuuennnnnnnn. 35

Figura 10. Perfil cromatografico do veneno de B. moojeni...............cccoveeeeiricccnnnnnannn. 36



viii

TABELAS
Tabela 1. Espécies de jararacas do Brasil............cccoooiiiiiiiiiic e 7
Tabela 2. Médias dos resultados obtidos nas determinagdes............ccccceeeeieeiieneennenn. 33

Tabela A.1. Resultados das determinacdes em triplicata.............ccccoceeeeeiiiiieiiinennnnn. 42



LISTA DE ABREVIAGOES E SIGLAS

CTAB - Cetiltrimetilaménio brometo

DMC - Dose minima coagulante

HAC - Acido hialurénico

PBS - Phosphate Buffered Saline (Solugao tampéao fosfato)

SDS - Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecil sulfato de sodio)

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
TEMED - Tetrametiletilendiamina

TFA - Acido trifluoroacético



SUMARIO

1. INTRODUGAOD.........coueueeeerireereesesessesssessssessesesassessssessssessssssssssssessssensessssssssssssssssssanas 1
2. REFERENCIAL TEORICO........cccuiieriircceeiesssessesssessssesssssssssessssssssssssssssssassssssns 7
P2 B B T\ VZ=T =TT =To [T = Do) o] o (o= 7
2.2. Composicao e Variabilidade dos Venenos...........c.ccooevuveeeiiiiiiiiiiieeeeeeeiienee, 9
2.2.1. Metaloproteinases de veneno de serpentes (SVMPS) ........ccccceennn. 12
2.2.2. Fosfolipases A2 (PLA2S) ... 12
2.2.3. Serinoproteases de veneno (SVSPS)..........ouis 12
2.2.4. Lectinas TIpo C (CTLS) ..oiiiiieeeeeeeeeee e 13
2.3. Diversidade Molecular em Espécies de Bothrops...........cccceeeeeeeevueeeeenennnn. 13
2.3.1. BOtRIOPS JAraraca.............ccoueeeeeeeeeeeeeaeeeae e 13
2.3.2. BOTRIOPS @IIOX. ... e 14
2.3.3. BOTRIOPS @SPEN ...ttt 14
2.3.4. BOtRrops JararaCuSSU ..............ccuuiuiiiieeeeiiiaee et 15
2.4. Interagdes Sinérgicas entre TOXINAS. ........uueiiiiiiiiiiiiiiaeee e 15
2.5. Relevancia BiOMEdICa. ......uu e 15
2.6. Fontes de Variabilidade do VENENO.........ccooiviiiiiiiiiiiiiiiie e 16
2.6.1. Variabilidade ortogenética..............coovviiiimiiiiiiiicee e 15
2.6.1.1. Bothrops jararaca: 0 modelo CIASSICO........ccccoeeeiviiieeeeiiiiiiieiiin, 16
2.6.1.2. Bothrops atrox: plasticidade amazonica..........ccccccccceeeiiieneeeeennn. 17
2.6.1.3. Bothrops asper. mudangas graduais..............coeeveeeeveeennnnnannnnnn 17
2.6.1.4. Bothrops jararacussu: um caso particular............c.cccceeeeeeeeeeee. 17
2.6.2. Mecanismos moleculares da variabilidade................ccccccoviiiiin. 18

2.6.2.1. Implicages eColOgICas. ........couurreiiiiiiiiiieeee e ee e 18
2.6.2.2. ConsequUENCIas CliNICAS.........uuuuuuuiiiaaeee e 18
2.6.3. Variabilidade intraespecifica dos venenos botrépicos........................ 19
2.6.3.1. Variagao geografiCa...........ccceveeveeiiiiiiiicee e 19
2.6.3.2. Influéncia do habitat............cccooeeriiiii e 19
2.6.3.3. DismorfiSmo SeXual...........coooiiiiiiiiiiiiiai e 20
2.6.3.4. Variacao individual...............ooeeiiiiiiii e 20
2.6.3.5. Conservacao versus plasticidade...........cccccooeeeeviiniiieieniiinnnn.... 20
2.6.3.6. Relevancia ecolOgiCa...........ccoiiuuumiiiiiiiiiieieeeeeee e 21
2.6.4. Variabilidade interespecifica dos venenos botrépicos..............cc........ 21

2.6.4.1. Padrdes gerais entre eSpECIES..........coovvveeeuuiriiiiieeeeeeeeeeeeeeeeaens 22



Xi

2.6.4.2. Casos emblematiCoS...........cooviiiiiiiiiiiiieeieeeeee e 22

2.6.4.2.1. Bothrops insularis: especializagcao insular....................... 22

2.6.4.2.2. Bothrops pubescens: predominio de mamiferos............. 22

2.6.4.2.3. Bothrops neuwied: plasticidade tréfica...........cooooeeeeeee. 22

2.6.5. Relacao entre dieta e composicao do veneno..........c.cccceuvueeevnnnn, 23

2.7. CoNSIAEragies GEIaAlS. .........ceeiieeiiiiiie et e ettt e e e e e e e e e e e e eeaaaes 24

3. OBUETIVOS ... ceesescerrre s srs s s s e s s s ss s s s s ssmmmmn s nn s s s e e e e e e s s e nnsannnnsnsnnnnnnnnnn 26
3.1 ODJEtiVO GEIal......ccco i 26

3.2. Objetivos ESPECITICOS......uuiiiiiiiii i 26

4. MATERIAIS E METODOS.........coiiueireeetesesessssessssssssessssssesssssssssssssssssassensssns 27
S IV =1 1= T 1R 27

4.2. Dosagem de Proteinas. ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiieeieee e 27

4.3. Atividade de Hialuronidase............ccooiuuuiiuiiiiniieiee e 27

4.4. Atividade CaseinolitiCa...........ooociiiiiiiiiii e 28

4.5. Dose Minima Coagulante (DMCQC) .........ueeiiiiiiiiiiii e 28

4.6. Fosfolipase (hemolise indireta) ...........oooooiiiiiiiiiiii e 28

4.7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) ...........ccoevviiiiviiinnnnnn. 28

4.8. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) .......cccooveiviiiiiiiiiiiiiieeeeens 29

5. RESULTADOS/DISCUSSAOQ..........ccoeeerueirresnesessssessssessssessssessssesssssssesssssssssssssenes 30
5.1. ODjeto dO ESTUAO.......uiiiiiiiiiii e 30

5.2. Composicao Basica e Comparativa dos Venenos.........ccccceeeeeeeveeeeeeeeeeennnn. 32
5.2.1. Dosagem de proteinNas...........ccooeeiiiiiiiiieeiiiiccee e 32

5.2.2. Atividade de hialuronidase..............cooooiiiiiiiiiiiiiiii e 32

5.2.3. Atividade CaseinolitiCa...........cooveeeeiiiiiieiee e 32

5.2.4. Dose Minima Coagulante (DMC) ..o 32

5.2.5. Fosfolipase (hemodlise indireta) .............oooovviiiiiiiiiciiiiciceee e, 32

5.2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) .............cccceeeee. 33

5.2.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ..........cccooiiiiiiiiiiinnnne. 34

6. CONCLUSOES.........coeceeeereeeerae e ses e sessesse s s s e s sassasssssessesasssessssssssssssassensanens 37
REFERENCIAS.........coiuitriicareresasesssssesessssssssessssssstsess s ssssssssssssssssssssasssesessasssssssssanes 38

APENCIDE A - TABELA DE RESULTADOS DAS DETERMINAGOES EM
LI 3L 0 103 42



1. INTRODUGAO

O Brasil abriga uma das maiores diversidades de serpentes do mundo, com
aproximadamente 400 espécies descritas, das quais cerca de 70 sdo consideradas
peconhentas, distribuidas principalmente nas familias Elapidae e Viperidae
(BERNILS; COSTA, 2012). Os géneros de maior relevancia médica pertencem a
familia Viperidae — Bothrops, Bothrocophias, Crotalus, Lachesis — além das cobras-
corais (Micrurus e Leptomicrurus, Familia Elapidae). Essas serpentes possuem
aparato inoculador eficiente, com denticdo do tipo solendglifa e glandulas de veneno,
cuja composigao bioquimica confere-lhes importancia tanto em acidentes ofidicos
quanto em pesquisas biomédicas (GUTIERREZ et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2019;
SILVA JR. et al., 2024).

Do ponto de vista de saude publica, o género Bothrops destaca-se amplamente.
Conhecidas popularmente como jararacas, jararacugus, urutus e caigacas, essas
serpentes sdo responsaveis por cerca de 70-90% dos acidentes ofidicos registrados
no Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2022). O género
Bothrocophias, restrito a areas andinas e amazoénicas, ocorre marginalmente no
territorio brasileiro e possui menor numero de registros de acidentes, mas apresenta
proximidade taxondémica e clinica com Bothrops (CARRASCO et al.,, 2012;
FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2021).

Dados do Sistema de Informacg&o de Agravos de Notificacdo (SINAN,2025), fonte
oficial de dados epidemiologicos, em um recorte temporal de 5 anos (2020-2024),
indicam 1.493.472 acidentes causados por animais peconhentos no Brasil
categorizados por agente causal como: Ignorado ou campo em branco (1.351.673
casos = 90,51%), Bothrops (111.547 casos = 7,47%), Crotalus (13.687 casos =
0,92%), Serpente ndo pegonhenta (12.975 casos = 0,87%), Lachesis (1.826 casos =
0,12%) e Micrurus (1.765 casos = 0,12%) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos agentes causais de acidentes com serpentes no Brasil entre
2020 e 2024. Fonte: SINAN, 2025.

Isolando os dados onde o agente causal foi notificado como “ndo pegonhenta”
ou “ignorado/branco”, as notificagdes onde o género das serpentes foi identificado
somam 128.825 casos, dos quais 86,59% foram causados por Bothrops, 10,62%, por

Crotalus, 1,42% por Lachesis, e 1,37% por Micrurus (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo dos agentes causais de acidentes com serpentes filtrados por género
no Brasil entre 2020 e 2024. Fonte: SINAN, 2025.

Esses numeros conferem as jararacas uma importancia epidemioldgica singular,
colocando o estudo de seus venenos no centro das preocupagdes da toxicologia e da
saude publica. Esses venenos ndo apenas apresentam elevada toxicidade, mas
também uma composicdo bioquimica altamente dinémica, refletindo pressdes
ecoldgicas e evolutivas (ANTUNES et al., 2010).

Biologicamente, os Bothrops ocupam ampla variedade de habitats — desde
florestas tropicais até o Cerrado e a Caatinga — e apresentam dieta generalista,
consumindo principalmente pequenos mamiferos, anfibios, aves e lagartos
(MARTINS; OLIVEIRA, 1998). Essa plasticidade ecoldgica contribui para sua
abundancia e para o elevado contato com populagdes humanas, sobretudo em areas
rurais, o que explica sua predominancia nos registros de envenenamentos (CAMPOS
et al., 2019). O veneno botrépico é caracterizado pela presenga de metaloproteinases,

serinoproteases, fosfolipases A2 e fatores de coagulagdo, resultando em



manifestagdes clinicas locais (dor, edema, necrose) e sistémicas (coagulopatias,
insuficiéncia renal aguda) (GUTIERREZ et al., 2017).

Ambos os géneros, Bothrops e Bothrocophias, tém papel central na interface
entre biodiversidade e saude publica no Brasil. Enquanto Bothrops se configura como
o principal responsavel pelos acidentes ofidicos, Bothrocophias representa um
componente menos frequente, porém relevante do ponto de vista médico e
taxondmico. A atengdo as medidas preventivas, ao acesso agil ao soro e a pesquisa
continua sobre a diversidade e composi¢cao de seus venenos € fundamental para
reduzir a morbimortalidade associada e, ao mesmo tempo, explorar seu potencial
biotecnoldgico.

No campo da saude publica, os acidentes ofidicos representam um problema
negligenciado, mas de grande impacto. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, 2021), o envenenamento por serpentes esta incluido na lista de Doencas
Tropicais Negligenciadas, dado seu impacto socioeconémico e a caréncia de acesso
oportuno a soroterapia em regides remotas. No Brasil, a produgdo de soros
antiofidicos € centralizada pelo Instituto Butantan e pela Fundagcdo Ezequiel Dias,
sendo os soros antibotrépicos os mais demandados (BRASIL, 2022).

A composicdo dos venenos botropicos é notoriamente complexa, integrando
diferentes classes de toxinas que atuam de forma sinérgica para gerar um quadro
clinico caracteristico. Em termos gerais, o envenenamento por Bothrops resulta em
manifestagdes locais marcantes, como dor, edema, necrose e hemorragia, além de
efeitos sistémicos potencialmente fatais, como disturbios de coagulagado e choque
(ZELANIS et al., 2011). Tal quadro é consequéncia direta da diversidade molecular
encontrada nesses venenos, pois sdo misturas proteicas dinamicas, cuja variabilidade
€ determinada por fatores ontogenéticos, intraespecificos e interespecificos
(CALVETE et al., 2011).

A variabilidade individual e populacional da composicdo dos venenos de
serpentes é um fendmeno central para compreender sua ecologia, evolugdo e
relevancia biomédica. Diversas espécies exibem diferengas marcantes no perfil de
toxinas entre populagdes geograficas, resultado de pressdes seletivas locais,
disponibilidade de presas e condigbes ambientais (CASEWELL et al., 2020; MASON
et al., 2022). Essas diferengas também se manifestam no nivel individual, com
variagdes relacionadas a idade, sexo e estado fisiologico dos animais, refletindo
plasticidade adaptativa (SENJI LAXME et al., 2024).



Do ponto de vista evolutivo, o estudo dessa variabilidade revela como processos
de duplicacao e neofuncionalizagdo génica produzem repertérios distintos de toxinas,
moldando interagdes predador-presa e favorecendo adaptacdes troficas especificas
(ZANCOLLI; CASEWELL, 2020; ALMEIDA et al., 2021). Tal diversidade contribui para
a manutencdo de venenos altamente especializados, maximizando a eficiéncia
predatéria e ampliando o espectro de presas disponiveis.

Essa variabilidade representa um desafio significativo. Antivenenos classicos,
produzidos a partir de populagcbes restritas, muitas vezes apresentam eficacia
reduzida contra venenos de outras localidades ou individuos com perfis distintos
(OLIVEIRA et al., 2022). Essa heterogeneidade reforga a necessidade de estratégias
terapéuticas inovadoras, como soros de amplo espectro ou terapias baseadas em
anticorpos monoclonais, desenvolvidas a partir do mapeamento preciso da
diversidade intraespecifica e populacional (CASEWELL et al., 2020).

O conhecimento detalhado dessa variagao tem implicagdes para a conservacao.
Populagdes isoladas com composigdes unicas podem constituir patrimdnios genéticos
singulares, com potenciais aplicagdes farmacologicas. A perda dessas populagdes
implicaria ndo apenas em risco ecologico, mas também em perda de recursos
biomédicos promissores. Assim, estudar a variabilidade do veneno é essencial tanto
para a ciéncia basica quanto para aplicagdes praticas em saude publica e
conservagao (OLIVEIRA et al., 2022; SENJI LAXME et al., 2024).

Além do aspecto clinico, a variabilidade da composicdo dos venenos
desempenha um papel essencial na ecologia das serpentes. Alteracbes no perfil
bioquimico refletem adaptagdes as presas disponiveis, influenciando dieta,
estratégias de caca e eficiéncia predatéria (ALAPE-GIRON et al., 2008). Portanto,
compreender a composi¢cao e a variabilidade dos venenos botrépicos ndo € apenas
uma questdo biomédica, mas também uma chave para entender a biologia e a
evolugcao dessas serpentes.

A relevancia cientifica das jararacas transcende o ambito clinico. Compostos
isolados de seus venenos foram fundamentais para o desenvolvimento de farmacos
inovadores. O exemplo classico é o captopril, primeiro inibidor da enzima conversora
de angiotensina, derivado de estudos com o peptideo bradicinina-potenciante do
veneno de Bothrops jararaca (FERREIRA, 1965). Essa trajetéria refor¢a a importancia
da conservacio dessas espécies ndo apenas para a manutencao dos ecossistemas,

mas também como fonte de recursos para a biotecnologia e farmacologia.



O objetivo deste trabalho & oferecer um panorama preliminar sobre a
composi¢ao basica e comparativa dos venenos de serpentes do género Bothrops de
relevancia no Estado de Goias (Bothrops alternatus, Bothrops moojeni e Bothrops

pauloensis).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Diversidade Taxondmica

As serpentes pegonhentas constituem um dos grupos mais relevantes da
herpetofauna neotropical, tanto por seu papel ecolégico quanto por sua importancia
em saude publica. Entre elas, destacam-se as jararacas, pertencentes aos géneros
Bothrocophias e Bothrops, amplamente distribuidas pela América do Sul e Central
(CAMPBELL; LAMAR, 2004; CARRASCO et al., 2012; SILVA JR. et al., 2024).

O género Bothrops € um dos mais diversos dentro da familia Viperidae, reunindo
mais de 30 espécies reconhecidas, que se estendem desde o México até a Argentina
(WUSTER et al., 2002; FENWICK et al., 2009). J& Bothrocophias é menos diverso
(duas espécies) e ocorre em areas restritas das florestas andinas e amazénicas,
sendo raro em territorio brasileiro (CARRASCO et al., 2012; FENWICK et al., 2009).
Revisbdes taxonbdmicas recentes tém refinado o entendimento da variagcao dentro do
complexo Bothrops neuwiedi e de grupos afins (ONOFRIO et al., 2010; COSTA;
BERNILS, 2015) (Quadro 1).

Tabela 1. Espécies de jararacas do Brasil.

ESPECIE

Bothrocophias hyoprora
Bothrocophias
microphthalmus
Bothrops alcatraz
Bothrops alternatus
Bothrops atrox
Bothrops bilineatus
Bothrops brazili
Bothrops cotiara
Bothrops diporus
Bothrops erythromelas
Bothrops fonsecai

Bothrops germanoi

Bothrops insularis
Bothrops itapetiningae

Bothrops jabrensis

Bothrops jararaca
Bothrops jararacussu
Bothrops leucurus
Bothrops lutzi
Bothrops marajoensis

REFERENCIA
(Amaral, 1935)
(Cope, 1875)

Marques, Martins & Sazima, 2002
(Duméril, Bibron & Duméril, 1854)
(Linnaeus, 1758)

(Wied-Neuwied, 1821)

Hoge, 1954

(Gomes, 1913)

Cope, 1862

Amaral, 1923

Hoge & Belluomini, 1959

Barbo, Booker, Duarte, Chaluppe, Portes-Junior,
Franco & Grazziotin, 2022

(Amaral, 1922)

(Boulenger, 1907)

Barbo, Grazziotin, Pereira-Filho, Freitas,
Abrantes & Kokobum, 2022
(Wied-Neuwied, 1824)

Lacerda, 1884

(Wagler in Spix, 1824)
(Miranda-Ribeiro, 1915)

Hoge, 1966



Bothrops marmoratus (Silva & Rodrigues, 2008)
Bothrops mattogrossensis (Amaral, 1925)
Bothrops moojeni (Hoge, 1966)

Bothrops muriciensis Ferrarezzi & Freire, 2001
Bothrops neuwiedi (Wagler in Spix, 1824)

Dal Vechio, Prates, Grazziotin, Graboski &
Rodrigues, 2021
Barbo, Grazziotin, Sazima, Martins & Sawaya,

Bothrops oligobalius

Bothrops otavioi

2012
Bothrops pauloensis Amaral, 1925
Bothrops pirajai Amaral, 1923
Bothrops pubescens (Cope, 1870)

Barbo, Gasparini, Aimeida, Zaher, Grazziotin,
Gusmao, Ferrarini & Sawaya, 2016
Bothrops taeniatus (Wagler in Spix, 1824)

Bothrops sazimai

As jararacas apresentam ampla plasticidade ecoldgica, ocupando desde
florestas tropicais até savanas e areas antropizadas (MARTINS; OLIVEIRA, 1998;
CAMPOS et al., 2019). Essa versatilidade, somada a habitos alimentares generalistas,
faz com que essas serpentes mantenham contato frequente com populacdes
humanas (COSTA; BERNILS, 2015; BERNILS; COSTA, 2012). A abundancia relativa
de Bothrops explica seu destaque epidemiolégico no Brasil e em outros paises sul-
americanos (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

Do ponto de vista clinico, os acidentes por Bothrops sdo os mais frequentes no
Brasil, representando entre 70 e 90% das notificagdes de envenenamento (BRASIL,
2022; CAMPOQOS et al., 2019). O quadro clinico inclui dor, edema, necrose, disturbios
hemorragicos e, em casos graves, insuficiéncia renal aguda (WARRELL, 2010;
GUTIERREZ et al, 2017). O veneno botrépico contém metaloproteinases,
serinoproteases e fosfolipases A2, moléculas responsaveis pelos efeitos proteoliticos,
inflamatorios e pro-trombéticos (SERRANO; MAROUN, 2005; CALVETE et al., 2009).

Embora Bothrocophias tenha menor relevancia em saude publica, acidentes
registrados nos Andes e na Amazbnia ocidental apresentam manifestagdes
semelhantes as de Bothrops (CARRASCO et al., 2012; CAMPBELL; LAMAR, 2004).

A Organizag&do Mundial da Saude (OMS) incluiu 0 envenenamento por serpentes
na lista de Doengas Tropicais Negligenciadas, reconhecendo seu impacto
socioeconémico (WHO, 2021). No Brasil, a produg¢ao de soro antibotropico é prioritaria
em instituicbes como o Instituto Butantan e a Fundagéao Ezequiel Dias (BRASIL, 2022;
GUTIERREZ et al., 2017). O elevado numero de casos, principalmente em areas
rurais, exige politicas de prevengao, educacdo em saude e garantia de acesso rapido
a soroterapia (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).



Além da importancia clinica, os venenos de jararacas tém contribuido
significativamente para a ciéncia. O exemplo mais conhecido é o desenvolvimento do
captopril, primeiro inibidor da enzima conversora de angiotensina, derivado de
peptideos isolados do veneno de Bothrops jararaca (FERREIRA, 1965; ONOFRIO et
al., 2010). Esse marco consolidou o papel dos venenos como fonte de compostos
bioativos para a farmacologia (KINI; KOHLER, 2021). Estudos recentes continuam a
identificar novas moléculas com potencial terapéutico (CALVETE et al., 2009;
GUTIERREZ et al., 2017).

Os géneros Bothrops e Bothrocophias sao fundamentais para compreender a
interface entre biodiversidade, saude publica e inovagao cientifica. Enquanto Bothrops
€ responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos na América do Sul, Bothrocophias
contribui para a compreensao da evolugao dos viperideos. Dessa forma, compreender
sua diversidade, ecologia e toxicologia € essencial para reduzir a morbimortalidade

dos acidentes e explorar o potencial biotecnoldgico desses animais.

2.2. Composigao e Variabilidade dos Venenos

Os venenos de serpentes sédo inovagdes adaptativas originadas sobretudo de
duplicagbes génicas, alteragdes regulatorias e neofuncionalizagdo, com coaptacgao de
genes ancestrais para a glandula de veneno (ZANCOLLI; CASEWELL, 2020;
ALMEIDA et al., 2021). A diversificagdo subsequente envolve expansao de familias de
toxinas (SVMP, PLA2, serinoproteases, 3FTx) e montagem de coquetéis funcionais
que atuam em multiplos alvos fisioldégicos (OLIVEIRA et al., 2022). Essa base genética
explica a variabilidade inter e intraespecifica: composicdes mudam entre espécies,
populagdes e individuos ao longo da ontogenia, moduladas por dieta, pressdes
ecologicas e histérico demografico (CASEWELL et al., 2020; SENJI LAXME et al.,
2024). Nas serpentes, a diversidade resulta de mudangas na sequéncia e de
variagdes de expressao, gerando perfis toxicos ajustados ao espectro de presas —
um caso de adaptacédo trofica (MASON et al.,, 2022). Genomas e transcritomas
recentes indicam que muitas familias evoluiram localmente a partir de /oci ancestrais,
seguidas de duplicagbes em tandem e subfuncionalizagéo, consolidando médulos de
venenos eficazes (ALMEIDA et al.,, 2021). Do ponto de vista biomédico, essa
plasticidade evolutiva impacta a eficacia de soros e o desenho de antivenenos de

proxima geracdo, demandando estratégias que reconhegam e neutralizem a
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heterogeneidade funcional dos venenos (CASEWELL et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2022).

A composigao proteica dos venenos de Bothrops tem sido objeto de intensos
estudos nas ultimas décadas, especialmente com o avango das técnicas de
protedmica e transcriptdmica. Embora haja diferengas entre espécies e populagdes, é
possivel identificar um conjunto de componentes comuns que caracterizam o perfil
botrépico.

Esses venenos sdo misturas complexas, derivadas de glandulas especializadas
e possuem componentes enzimaticos, ndo enzimaticos, ndo proteicos e inorganicos.
Os componentes enzimaticos incluem: fosfolipases A2, metaloproteases,
serinoproteases, fosfodiesterases, colinesterases, aminotransferases, L-aminoacido
oxidases, catalases, ATPases, hialuronidases, NAD nucleosidases e -
glucosaminidases. Os componentes nao enzimaticos incluem: a) neurotoxinas (de
acgao preé ou pos-sinaptica); b) citotoxinas; c) cardiotoxinas; d) miotoxinas; e€) peptideos
potenciadores da bradicinina; f) inibidores da agdo enzimatica; g) fator estimulante do
crescimento de nervos (NGF). Os componentes ndo proteicos incluem lipideos,
carboidratos, riboflavina, nucleotideos, nucleosideos, aminoacidos e aminas
biogénicas. Os componentes inorganicos incluem: calcio, cobre, ferro, potassio,
magnésio, sédio, fésforo, cobalto e zinco (BJARNASON & FOX, 1994; TU, 1996;
SILVA JR., 1997a; CALVETE et al., 2007; SOUSA et al., 2013) (Figura 3).
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Bothrops atrox Bothrops jararacussu
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Figura 3. Representacdo comparativa de componentes do veneno de espécies de
jararacas do Brasill. Legenda: SVMP-I, SVMP-Il e SVMP-III (metaloproteinase de veneno
de cobra - classes P-I, P-Il e P-lll); PLA; (fosfolipase Az); SVSP (serina proteinase de
veneno de cobra); CLEC (C-tipolectina); CLECL (semelhante a lectina tipo C); LAAO (L-
aminoacido oxidase); NGF (fator de crescimento nervoso); HYALU (hialuronidase); VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular); CRISP (proteina secretora rica em cisteina);
PDIEST (fosfodiesterase 1); ECTONT (ecto-59-nuclectidase); PLB (fosfolipase B);
GLUTCYC (glutaminil ciclase) e ACTIN (actina). Fonte: Sousa et al., 2013.
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Assim, os venenos de viperideos, incluindo Bothrops, sdo dominados por
enzimas proteoliticas que atuam sobre tecidos, plaquetas e fatores de coagulagéo,
resultando em um amplo espectro de efeitos fisioldgicos (BUTIERREZ et al, 2009),

que incluem, de forma pronunciada as seguintes classes de toxinas:

2.2.1. Metaloproteinases de veneno de serpentes (SVMPS) - as SVMPs
constituem uma das classes mais abundantes nos venenos botrépicos. Elas sao
responsaveis por grande parte dos efeitos hemorragicos e necréticos associados aos
acidentes. Essas enzimas clivam componentes da matriz extracelular, levando a
desorganizacao tecidual e hemorragia local (FOX & SERRANO, 2008). Em Bothrops
Jararaca, estudos protebmicos demonstraram que as SVMPs podem representar até
30—40% do conteudo proteico total do veneno (ZELANIS et al., 2011). Além de seu
papel patolégico, as SVMPs exercem fun¢des adaptativas relacionadas a captura de
presas. A degradacao de proteinas plasmaticas e componentes vasculares facilita a
imobilizagdo da presa e a digestao extracorpérea precoce (CALVETE et al., 2011).
Essa dupla fungdo — clinica e ecoldgica — evidencia a importancia dessa classe de

toxinas.

2.2.2. Fosfolipases A, (PLA,S) - as PLA,;s sdo outra classe proeminente,
desempenhando papéis diversos que vao desde mionecrose até efeitos pro e
anticoagulantes. As PLA,s botropicas exibem uma impressionante diversidade
funcional, refletindo duplicagbes génicas e diversificacdo adaptativa (GUTIERREZ;
LOMONTE, 2013). Em B. asper e B. atrox, por exemplo, PLA;s miotoxicas sao
responsaveis por severa necrose muscular no sitio da picada (ALAPE-GIRON et al.,
2008). Curiosamente, as PLA,s também apresentam propriedades ndo enzimaticas,
atuando como ligantes em receptores celulares e modulando respostas inflamatorias.
Essa multifuncionalidade as torna centrais na fisiopatologia do envenenamento

botropico.

2.2.3. Serinoproteases de veneno (SVSPS) - as SVSPs atuam principalmente
sobre o sistema hemostatico, modulando a coagulacéo e a fibrindlise. Essas enzimas
podem mimetizar ou antagonizar proteases plasmaticas, resultando em um estado de
coagulopatia de consumo (KINI, 2005). Nos venenos de Bothrops, sua presenca
contribui tanto para a rapida formagao de coagulos quanto para sua subsequente



13

degradagao, explicando a incoagulabilidade sanguinea observada em pacientes
(ANTUNES et al., 2010).

2.2.4. Lectinas Tipo C (CTLS) - as CTLs sao toxinas n&o enzimaticas que se
ligam a carboidratos e desempenham papéis cruciais na modulagdo da agregacgao
plaquetaria. Em B. jararaca, por exemplo, foram identificadas CTLs que inibem a
adesao de plaquetas, contribuindo para o quadro hemorragico (ZELANIS et al., 2011).
Essa classe evidencia como os venenos combinam enzimas proteoliticas com
proteinas moduladoras para potencializar efeitos hemostaticos.

Além das classes principais, os venenos botropicos contém outras proteinas de
relevancia, como L-aminoacido oxidases (LAAOs), fatores de crescimento e peptideos
despolarizantes. As LAAOs apresentam atividade citotdxica e antimicrobiana,
podendo atuar na digestao de presas e na inibigao de infec¢des bacterianas no local
da inoculacéo (TORII et al., 2000).

2.3. Diversidade Molecular em Espécies de Bothrops

Embora as principais classes de toxinas ja tenham sido descritas, € importante
destacar que a abundancia relativa e as variantes moleculares desses componentes
variam entre espécies e até mesmo entre populagdes. Isso confere ao género
Bothrops uma plasticidade toxicoldgica notavel, que se manifesta tanto em termos de
efeitos clinicos quanto de estratégias ecologicas.

2.3.1. Bothrops jararaca

E a espécie mais estudada do género e serve como modelo para compreender
a composicao de venenos botrépicos. Estudos protedmicos indicam que o veneno de
B. jararaca contém uma alta proporcdo de SVMPs, PLA,s e SVSPs. Além disso,
analises transcriptomicas revelaram que as diferengas entre venenos de neonatos e
adultos residem principalmente em alteragdes quantitativas na expressdao de SVMPs
e serino - proteases (ZELANIS et al., 2011,2012). Do ponto de vista clinico, o veneno
de B. jararaca é caracterizado por um forte efeito hemorragico local, com extensa
necrose e inflamagédo. Como afirmam Antunes et al. (2010, p. 1444), “a letalidade em
camundongos € significativamente maior em venenos de adultos, enquanto a
atividade procoagulante tende a ser mais acentuada nos neonatos”. Esse padréo
reflete uma adaptagéo ontogenética: filhotes dependem mais da rapida imobilizagao
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de presas pequenas, enquanto adultos empregam um veneno com maior potencial

letal em presas maiores.

2.3.2. Bothrops atrox

Conhecida como jararaca-da-Amazoénia, B. atrox é a principal responsavel por
acidentes na regido amazbnica. Seu veneno apresenta elevada variabilidade
geografica, mas em geral é dominado por SVMPs e PLA,s miotéxicas (GUERCIO et
al., 2006). O pedomorfismo observado em algumas populag¢des de B. atrox resulta na
manutengao de perfis protedmicos tipicos de juvenis em individuos adultos (CALVETE
et al., 2011). Esse fenbmeno sugere pressodes seletivas locais que favorecem venenos
mais procoagulantes e adaptados a presas especificas. Clinicamente, o
envenenamento por B. afrox tende a apresentar manifestacbes hemorragicas
intensas, frequentemente acompanhadas de coagulopatia severa. Além disso, a agao
miotoxica de suas PLA;s pode levar a rabdomidlise e insuficiéncia renal (SOUZA et
al., 2012). Isso diferencia essa espécie de B. jararaca, cujo veneno tem menos efeito

sistémico e mais impacto local.

2.3.3. Bothrops asper

Distribuida na América Central e no norte da América do Sul, B. asper é uma das
espécies mais perigosas do género. Seu veneno € caracterizado por alta abundancia
de SVMPs hemorragicas e PLA,s miotéxicas (ALAPE-GIRON et al., 2008). Como
afirmam os autores, “o perfil protedbmico de B. asper revela um arsenal de toxinas
capazes de causar destruicao macica de tecidos e disturbios hemostaticos profundos”
(ALAPE-GIRON et al., 2008, p. 3372). Além disso, o veneno dessa espécie apresenta
uma clara variagdo ontogenética: filhotes possuem maior atividade coagulante,
enquanto adultos tém venenos mais hemorragicos. Isso sugere uma estratégia tréfica
semelhante a observada em B. jararaca, mas com intensidades distintas. Os
acidentes com B. asper sao notoriamente graves, caracterizados por necrose extensa,
hemorragia sistémica e elevada taxa de complicagbes secundarias. O impacto clinico
dessa espécie reforca a necessidade de soros especificos para a regido, dada a
dificuldade de neutralizagdo cruzada observada em estudos antivendmicos
(GUTIERREZ et al., 2009).
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2.3.4. Bothrops jararacussu

Diferentemente das espécies anteriores, B. jararacussu apresenta veneno com
caracteristicas particulares. Estudos mostram que PLA,s miotdxicas sao
predominantes, representando até 90% do conteudo proteico. A composicao
altamente especializada do veneno de B. jararacussu resulta em um quadro clinico
dominado por necrose muscular, com menor expressao de efeitos hemorragicos
tipicos de outras espécies do género (RODRIGUES et al., 2021). Essa especializagédo
tem implicagbes tanto ecologicas quanto clinicas. Do ponto de vista tréfico, a alta
miotoxicidade facilita a imobilizagdo rapida de presas endotérmicas. Clinicamente,
acidentes com essa espécie estdo associados a casos graves de necrose e

amputagdes, mesmo quando tratados com soro antibotropico.

2.4. Interagoes Sinérgicas entre Toxinas

Um aspecto fundamental da composicdo dos venenos botropicos € a acao
sinérgica entre suas toxinas. Nao se trata de uma soma linear de efeitos, mas de
interacbes complexas que potencializam os danos. As SVMPs aumentam a
permeabilidade vascular, facilitando a difusdo de outras toxinas, enquanto PLA,s
intensificam a destruigdo celular, criando um cenario de lesdo multifatorial” (FOX;
SERRANO, 2008). Essa sinergia também é observada entre SVSPs e CTLs, que
atuam conjuntamente para desestabilizar o sistema hemostatico. O resultado € um
estado de incoagulabilidade caracteristico dos envenenamentos botrépicos (KINI,
2005). Assim, compreender a composigao do veneno exige ir além da identificagdo de

toxinas individuais, considerando os efeitos combinados de multiplos componentes.

2.5. Relevancia Biomédica

O estudo da composigcdo dos venenos botrépicos ndo tem apenas importancia
académica ou clinica imediata. Diversas toxinas isoladas de Bothrops tém sido
investigadas como potenciais ferramentas farmacolégicas. Por exemplo, a jararagina,
uma SVMP isolada de B. jararaca, foi fundamental para elucidar mecanismos de
degradagao da matriz extracelular (SERRANO et al., 2005). Além disso, inibidores
derivados de PLA,s tém sido explorados como candidatos terapéuticos para disturbios
inflamatérios (LOMONTE; GUTIERREZ, 2021). Essa interface entre toxicologia e
biotecnologia mostra que compreender a composi¢do dos venenos botropicos
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transcende a toxicidade, podendo gerar beneficios em areas como farmacologia e

biomedicina.

2.6. Fontes de Variabilidade do Veneno

2.6.1. Variabilidade ontogenética

A composicao dos venenos de serpentes nao é estatica, mas sim um fenbmeno
dindmico que reflete a histéria natural da espécie. Uma das formas mais marcantes
de variabilidade é a ontogenética, ou seja, as mudangas no perfil do veneno ao longo
do desenvolvimento do animal, desde o nascimento até a fase adulta. Os venenos de
neonatos e adultos de Bothrops jararaca apresentam diferengcas protedmicas
marcantes, indicando um rearranjo ontogenético profundo (ZELANIS et al., 2011).

Essas mudancas ndo sdo meramente quantitativas, mas refletem pressdes
seletivas relacionadas a dieta e ao tamanho da presa. Em termos praticos, filhotes
enfrentam desafios distintos dos adultos: suas presas sdo menores, mais rapidas e
frequentemente ectotérmicas (como anfibios e lagartos), exigindo toxinas que atuem
rapidamente na coagulacdo e imobilizacdo. Ja os adultos se alimentam
majoritariamente de mamiferos e aves, que requerem venenos com maior potencial
hemorragico e citotéxico (ANTUNES et al., 2010).

2.6.1.1. Bothrops jararaca: o modelo classico

A jararaca é o exemplo mais documentado de variabilidade ontogenética no
género. Estudos protedmicos de larga escala mostraram que os venenos de neonatos
apresentam maior propor¢cdo de metaloproteinases do tipo P-Ill, enquanto os adultos
possuem abundancia relativa maior de serino-proteases e proteinas ligantes nao
enzimaticas (ZELANIS et al., 2011). Em estudo complementar, Antunes et al. (2010)
observaram que o veneno de neonatos induz coagulagdo mais rapida em plasma
humano, ao passo que o veneno de adultos é mais hemorragico e letal em
camundongos. Essa dualidade reflete uma adaptagdo funcional: enquanto a
coagulagao imediata é eficaz contra presas pequenas, a hemorragia sistémica garante
a imobilizagdo de presas maiores e mais complexas. A transcriptdmica reforca esse
padrdo. A principal diferenca entre filhotes e adultos n&o esta na presenca de novos
transcritos, mas em alteragdes na expressao relativa de genes ja existentes”. Isso
indica que a ontogenia do veneno é regida mais por regulagdo génica do que por
inovacao molecular (ZELANIS et al., 2012).
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2.6.1.2. Bothrops atrox: plasticidade amazénica

A jararaca-da-Amazoénia também apresenta mudangas ontogenéticas, mas com
nuances particulares. Em estudo pioneiro, Guércio et al. (2006) destacaram que os
neonatos de B. atrox apresentam venenos ricos em SVMPs procoagulantes, enquanto
os adultos possuem perfis mais equilibrados, com maior diversidade de PLA;s
miotdxicas. O aspecto mais interessante em B. atrox € a ocorréncia de pedomorfismo
em algumas populagdes. Calvete et al. (2011) observaram que individuos adultos
mantém perfis protedmicos semelhantes aos de neonatos, sugerindo forte influéncia
de pressdes ecologicas locais. Isso pode estar relacionado a dieta: em determinadas
regides amazodnicas, mesmo adultos podem se alimentar de presas menores, 0 que
favorece a manutencao de toxinas procoagulantes. Clinicamente, esse fendmeno
explica parte da heterogeneidade dos acidentes por B. atrox na Amazdnia. Enquanto
alguns casos apresentam quadro classico de necrose hemorragica, outros evidenciam

disturbios sistémicos de coagulagdo mais semelhantes aos observados em neonatos.

2.6.1.3. Bothrops asper: mudangas graduais

Em B. asper, espécie de grande importancia médica na América Central, as
mudangcas ontogenéticas sado igualmente marcantes. O veneno de filhotes é altamente
coagulante, ao passo que o de adultos apresenta maior abundancia de SVMPs
hemorragicas”. Esse padrdo sugere que a ontogenia do veneno é um fendmeno
convergente dentro do género, mas com diferentes intensidades. O efeito pratico disso
€ que pacientes picados por filhotes podem apresentar sintomas predominantemente
sistémicos, como incoagulabilidade sanguinea, enquanto picadas de adultos resultam

em necrose extensa e hemorragias locais (ALAPE-GIRON et al., 2008).

2.6.1.4. Bothrops jararacussu: um caso particular

O veneno de B. jararacussu apresenta predominancia quase absoluta de PLA,s
miotdxicas, independentemente da idade. O veneno de neonatos tem atividade
procoagulante mais intensa que o de adultos, o que sugere um resquicio do padrao
ontogenético tipico do género (RODRIGUES et al., 2021). Esse achado indica que,
mesmo em espécies altamente especializadas, como B. jararacussu, a ontogenia do

veneno pode se manifestar de forma sutil. A consequéncia clinica é que acidentes com
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filnotes podem apresentar maior risco de disturbios hemostaticos do que os causados

por adultos, nos quais a miotoxicidade predomina.

2.6.2. Mecanismos moleculares da variabilidade

A variabilidade ontogenética dos venenos esta diretamente relacionada a
regulacdo da expressao génica nas glandulas de veneno. Estudos transcriptémicos
demonstram que diferengas entre estagios ontogenéticos decorrem principalmente de
alteracbes na abundancia relativa de transcritos para SVMPs, PLA,;s e SVSPs
(ZELANIS et al.,, 2012, p. 7). Além disso, ha evidéncias de que microRNAs
desempenham papel importante na regulagdo pos-transcricional, modulando a
traducdo de determinados grupos de toxinas durante o desenvolvimento
(GUERRERO-GARCIA et al., 2020). Essa camada de regulagdo contribui para a

plasticidade observada entre filhotes e adultos.

2.6.2.1. Implicagbes ecologicas

Ecologicamente, a ontogenia do veneno reflete a mudancga de dieta ao longo da
vida. Os filhotes de jararacas consomem principalmente anfibios e lagartos, enquanto
os adultos se alimentam predominantemente de roedores e aves (MARTINS:
MARQUES: SAZIMA (2002). Essa transicao trofica exige um arsenal bioquimico
diferenciado, o que explica a reorganizagao protedmica. Assim, a ontogenia do veneno
€ um exemplo claro de como a ecologia alimentar molda a fisiologia e a toxicologia de
serpentes. Esse processo, por sua vez, reforgca a importéncia da integragao entre

herpetologia, ecologia e vendmica.

2.6.2.2. Consequéncias clinicas

Do ponto de vista médico, a variabilidade ontogenética tem implicagbes diretas
no tratamento dos acidentes. Estudos mostram que os soros antibotropicos,
desenvolvidos a partir de venenos de adultos, podem apresentar menor eficacia
contra venenos de filhotes. O antiveneno neutraliza menos eficientemente os efeitos
procoagulantes dos venenos neonatais (ANTUNES et al., 2010). Esse fato levanta a
necessidade de considerar diferentes estagios ontogenéticos na formulagdo de
misturas imunizantes. Caso contrario, pacientes envenenados por filhotes podem nao

receber neutralizagdo adequada, resultando em maior gravidade clinica.
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2.6.3. Variabilidade intraespecifica dos venenos botropicos

A variabilidade intraespecifica nos venenos de Bothrops é um fenbémeno
amplamente documentado e de grande relevancia biomédica. Mesmo dentro de uma
mesma espécie, fatores como localizagado geografica, tipo de habitat, dieta, sexo e
idade podem influenciar significativamente a composi¢cao bioquimica e a atividade
biolégica do veneno. Os venenos ndo devem ser vistos como entidades fixas, mas
como sistemas dinamicos que variam entre populacdes e individuos em resposta a
pressdes ecoldgicas locais (Calvete et al., 2011). Essa plasticidade resulta em
diferengas marcantes nos efeitos clinicos de acidentes em diferentes regides, e ainda

impacta a eficacia da soroterapia.

2.6.3.1. Variagao geografica

Um dos exemplos mais emblematicos € o de Bothrops atrox, espécie
amplamente distribuida na Amazénia. Estudos comparativos demonstraram
diferencas profundas entre populagdes de distintas regides. De acordo com Calvete
et al. (2011), padrdes protedbmicos divergentes foram observados entre populag¢des
amazodnicas, com algumas apresentando perfis juvenis (pedomoérficos) mesmo em
individuos adultos. Esse fendbmeno tem implicacdes diretas na clinica. Souza et al.
(2012) relataram que os pacientes picados por B. atrox no sudoeste da Amazénia
frequentemente exibem manifestacées hemorragicas intensas, enquanto em outras
regides predominam disturbios coagulopaticos. Ou seja, a origem geografica da
serpente pode determinar o desfecho clinico. Outro exemplo é Bothrops erythromelas,
espécie tipica da Caatinga. Os venenos de cinco populagdes diferentes apresentaram
composi¢cdo protedmica surpreendentemente conservada, sugerindo estabilidade
evolutiva (JORGE et al., 2015). Esse achado contrasta com a plasticidade observada
em B. atrox, evidenciando que nem todas as espécies exibem o mesmo grau de

variabilidade intraespecifica.

2.6.3.2. Influéncia do habitat

O tipo de ambiente também desempenha papel crucial na composi¢cao do
veneno. Garcia-da-Silva et al. (2024 ) analisaram populag¢des de B. atrox em diferentes
habitats amazoénicos e concluiram que “a morfologia da cabeca, a glandula de veneno
e a composicao bioquimica variam significativamente entre ambientes de varzea e de

terra firme”. Essa plasticidade sugere adaptagéo as presas predominantes em cada
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ambiente. Essa influéncia ambiental pode explicar por que populacdes em florestas
inundadas apresentam venenos mais procoagulantes — possivelmente relacionados
ao consumo de anfibios — enquanto populacdes de terra firme possuem venenos

mais hemorragicos, adaptados a mamiferos terrestres.

2.6.3.3. Dimorfismo sexual

Outro fator intraespecifico relevante € o sexo dos individuos. Estudos
morfométricos em B. jararaca mostraram diferencgas significativas na forma da cabeca
entre machos e fémeas, associadas a variagdes alimentares (SIQUEIRA et al., 2023).
Como afirmam os autores, o dimorfismo sexual em B. jararaca esta ligado a diferengas
no consumo de presas, e possivelmente a modulagéo do veneno (SIQUEIRA et al.,
2023). Embora menos estudado que a ontogenia ou a variagdo geografica, o
dimorfismo sexual pode contribuir para heterogeneidade clinica nos acidentes, uma
vez que toxinas adaptadas a presas diferentes podem resultar em efeitos distintos no

organismo humano.

2.6.3.4. Variacao individual

A variabilidade intraespecifica ndo se restringe a grandes escalas. Estudos
recentes revelaram diferengas marcantes entre individuos da mesma populacéo.
Sousa et al. (2021) observaram em B. afrox que a composi¢do do veneno de
individuos capturados em habitats semelhantes variou significativamente, tanto em
abundancia de proteinas quanto em bioatividade. Essa variacao individual pode estar
relacionada a fatores como estado nutricional, ciclo reprodutivo ou até mesmo
estresse ambiental. Do ponto de vista clinico, isso ajuda a explicar por que acidentes
dentro da mesma regido podem apresentar apresentagdes sintomaticas diferentes.

2.6.3.5. Conservacao versus plasticidade

E interessante notar que nem todas as espécies exibem o mesmo grau de
variabilidade intraespecifica. Enquanto B. afrox € um exemplo de plasticidade
extrema, B. erythromelas demonstra conservagao notavel. Essa diferenga sugere que
a variabilidade intraespecifica ndo € um traco universal, mas depende da historia
evolutiva e ecologica de cada espécie. Enquanto algumas espécies apresentam

venenos altamente variaveis, refletindo adaptagédo ecoldgica local, outras mantém
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perfis conservados que provavelmente garantem eficiéncia predatéria em ambientes
mais homogéneos (JORGE et al., 2015).

As variagdes intraespecificas tém implicagées diretas no tratamento dos
acidentes ofidicos. Antivenenos produzidos a partir de amostras de uma unica
populagcdo podem ter eficacia limitada contra venenos de populagbes divergentes.
Esse problema é particularmente evidente na Amazdnia. Segundo A variabilidade de
B. atrox representa um desafio significativo para a cobertura do antiveneno, exigindo
misturas imunizantes que incluam diferentes popula¢des (CALVETE et al., 2011). Por
outro lado, espécies com venenos mais conservados, como B. erythromelas, sao mais
facilmente neutralizadas por soros comerciais, independentemente da origem
geografica (JORGE et al., 2015).

2.6.3.6. Relevancia ecoldgica

Do ponto de vista ecolégico, a variabilidade intraespecifica reflete a diversidade
de nichos ocupados pelas jararacas. Em espécies generalistas, como B. atrox, a
plasticidade do veneno pode ser vista como uma ferramenta adaptativa que permite
explorar diferentes presas em ambientes variados. Ja em espécies mais
especializadas, como B. erythromelas, a estabilidade do veneno garante eficiéncia em
um contexto ecoldgico mais previsivel. Esse contraste reforga a ideia de que os
venenos de serpentes sdo produtos dinamicos da interagédo entre genética, ecologia

e evolugao.

2.6.4. Variabilidade interespecifica dos venenos botrépicos

Além das mudangas ontogenéticas e intraespecificas, a variabilidade
interespecifica constitui um dos aspectos mais notaveis do género Bothrops. As mais
de 30 espécies atualmente reconhecidas apresentam perfis bioquimicos e funcionais
que refletem tanto sua histéria evolutiva quanto suas adaptagbes ecoldgicas. O
género Bothrops exibe uma impressionante diversidade de composi¢des de veneno,
que pode ser explicada pela interagdo entre processos histdricos e pressdes
ambientais locais (DE GODOY et al., 2024). Essa diversidade resulta em diferentes
quadros clinicos de envenenamento humano, o que impde desafios adicionais ao

tratamento com antivenenos.
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2.6.4.1. Padrdes gerais entre espécies

Analises comparativas revelam que algumas espécies apresentam venenos
fortemente hemorragicos, enquanto outras se destacam pela miotoxicidade ou por
efeitos procoagulantes. Em sintese, Calvete et al. (2009) apontam que a composi¢éo
protebmica dos venenos de Bothrops € dominada por metaloproteinases, mas a
abundancia relativa de PLA;s, serino-proteases e lectinas variam consideravelmente
entre espécies. Por exemplo, Bothrops jararaca e B. asper sao notérias por seus
efeitos hemorragicos, enquanto B. jararacussu apresenta perfil fortemente miotoxico.
Ja B. atrox combina atividades hemorragicas e coagulantes, variando conforme a

populagao estudada.

2.6.4.2. Casos emblematicos

2.6.4.2.1 Bothrops insularis: especializacao insular

A jararaca-ilhoa (B. insularis), restrita a llha da Queimada Grande (SP), € um
caso de especializagdo trofica. Estudos mostraram que a morfologia e o
comportamento dessa espécie refletem adaptacdo a uma dieta predominantemente
aviaria (WUSTER; DUARTE; SALOMAO, 2005, p. 3). O veneno, por sua vez, é
altamente eficaz contra aves, apresentando toxinas que induzem rapida
incoagulabilidade. Esse exemplo demonstra como a evolugao insular pode direcionar
tanto a morfologia quanto o perfil bioquimico do veneno, resultando em

especializagdes unicas dentro do género.

2.6.4.2.2 Bothrops pubescens: predominio de mamiferos

No sul do Brasil, B. pubescens apresenta dieta composta principalmente por
roedores. A espécie utiliza majoritariamente ambientes abertos e sua dieta é
fortemente dominada por pequenos mamiferos. O veneno acompanha essa
estratégia, sendo eficaz na indugdo de disturbios sistémicos tipicos em presas
endotérmicas (HARTMANN; HARTMANN; MARTINS, 2005). Essa correlagao entre

dieta e veneno reforga o papel da ecologia trofica na evolugao das toxinas.

2.6.4.2.3 Bothrops neuwiedi: plasticidade trofica

No Cerrado, B. neuwiedi demonstra um padrao de dieta mais generalista, onde
a espécie se alimenta tanto de anfibios e répteis quando jovem, quanto de mamiferos
e aves na fase adulta (VALDUJO: NOGUEIRA: MARTINS, 2002). Essa flexibilidade
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esta associada a um veneno com composicao intermediaria, capaz de afetar tanto

presas ectotérmicas quanto endotérmicas.

2.6.5. Relacao entre dieta e composi¢ao do veneno

A relagao entre dieta e veneno no género Bothrops € um tema recorrente, onde
a ontogenia tréfica e a diversidade alimentar entre espécies explicam grande parte da
variabilidade interespecifica dos venenos (MARTINS; MARQUES; SAZIMA, 2002).
Em espécies especialistas, como B. insularis e B. jararacussu, 0s venenos
apresentam perfis estreitos, otimizados para presas especificas (aves e mamiferos,
respectivamente). Em espécies generalistas, como B. atrox e B. moojeni, as
composi¢des sdo mais versateis, refletindo a necessidade de atuar em diferentes tipos
de presas.

As diferencas interespecificas se refletem diretamente na gravidade e no tipo de
manifestagdes clinicas. Enquanto acidentes por B. asper resultam em hemorragias
macicas e necrose, picadas de B. jararacussu se caracterizam por intensa
miotoxicidade e risco de amputacdo (GUTIERREZ et al., 2009). Esse quadro imp&e
desafios a produgdo de antivenenos. Soros antibotrépicos geralmente incluem
venenos de espécies de ampla distribuigdo e relevancia clinica (B. jararaca, B. atrox,
B. moojeni), mas podem apresentar baixa eficacia contra espécies especializadas ou
insulares (DE GODOQY et al., 2024).

Do ponto de vista filogenético, a variabilidade interespecifica dos venenos reflete
tanto divergéncias antigas quanto convergéncias funcionais. Estudos de venémica
comparativa sugerem que espécies distantes podem apresentar perfis semelhantes,
caso compartilhem pressdes tréficas parecidas (DE GODOY et al., 2024). Esse padréo
de evolugéo convergente é observado em B. asper e B. jararaca, ambas com venenos
fortemente hemorragicos, apesar de viverem em regides distintas. Por outro lado,
espécies proximas podem exibir divergéncia marcante, como B. jararacussu em
comparagdo a outras jararacas atlanticas. Essa diversidade interespecifica dos
venenos botrépicos € um reflexo da plasticidade evolutiva do género. Essa
variabilidade garante sucesso ecologico em diferentes ambientes, mas ao mesmo
tempo amplia a complexidade do manejo clinico dos acidentes.

A compreensao da variabilidade interespecifica € fundamental para o
desenvolvimento de antivenenos mais eficazes e para o entendimento dos processos

evolutivos que moldaram o género Bothrops (DE GODOQY et al., 2024).
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2.7. Consideragoes Gerais

O estudo dos venenos do género Bothrops revela um quadro de extraordinaria
complexidade biolégica e biomédica. Ao longo deste trabalho, examinamos a
composicdo basica desses venenos, destacando classes principais como
metaloproteinases (SVMPs), fosfolipases A, (PLA;s), serino proteases (SVSPs),
lectinas tipo C (CTLs) e outras proteinas com fungdes citotéxicas, pro-inflamatérias e
moduladoras. Como afirmam Gutiérrez e Lomonte (2013), “os venenos botrépicos
representam verdadeiros arsenais bioquimicos moldados por milhdes de anos de
evolugao e interagado ecologica”.

A analise da variabilidade ontogenética demonstra que o0s venenos se
transformam de acordo com a fase de vida da serpente. Em geral, os filhotes
apresentam venenos mais procoagulantes e letais para presas pequenas, enquanto
os adultos exibem perfis mais hemorragicos ou miotoxicos, adaptados a presas
maiores. A ontogenia do veneno em Bothrops jararaca € marcada por um rearranjo
protedmico profundo, com implicagdes ecoldgicas e clinicas diretas (ZELANIS et al.,
2011).

A variabilidade intraespecifica acrescenta outra camada de complexidade.
Dentro de uma mesma espécie, fatores como geografia, habitat, sexo e individuo
podem resultar em diferencas substanciais na composicao e bioatividade do veneno.
Enquanto Bothrops atrox mostra extrema plasticidade — inclusive com casos de
pedomorfismo em populagdes adultas (CALVETE et al., 2011) —, espécies como B.
erythromelas apresentam surpreendente estabilidade interpopulacional (JORGE et
al.,, 2015). Esse contraste demonstra que a variabilidade intraespecifica ndo é
uniforme, mas depende da ecologia e histéria evolutiva de cada espécie.

A variabilidade interespecifica amplia ainda mais esse panorama. O género
Bothrops abrange espécies especialistas, como B. insularis (veneno adaptado a aves)
e B. jararacussu (dominado por PLA,s miotOxicas), e generalistas, como B. atrox e B.
moojeni. Essa diversidade ecoa nos diferentes quadros clinicos de acidentes, que vao
de necroses hemorragicas graves (B. asper) até rabdomidlise intensa (B. jararacussu).
A compreensao da variabilidade interespecifica é fundamental para orientar politicas
de producdo de antivenenos e para compreender os processos evolutivos que
moldaram o género (DE GODOQY et al., 2024)

Do ponto de vista clinico, essa variabilidade apresenta um grande desafio.

Antivenenos produzidos a partir de um conjunto limitado de espécies ou populagdes
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podem nao neutralizar adequadamente toxinas divergentes. Antunes et al. (2010) ja
advertiam que “os venenos de neonatos de B. jararaca sao menos neutralizados pelos
soros produzidos com venenos de adultos”. O mesmo se aplica a diferencas
geograficas de B. atrox ou a especializa¢des de espécies como B. insularis.

No plano ecoldgico, a plasticidade dos venenos de Bothrops € um testemunho
da intima relagdo entre dieta, ambiente e fisiologia destacam que as variagées no
veneno sao reflexos diretos da ecologia trofica, moldadas por pressdes seletivas que
diferenciam populagdes e espécies (MARTINS: MARQUES: SAZIMA, 2002). Essa
perspectiva reforca a necessidade de integrar ecologia, evolugao e venémica para
compreender plenamente a biologia das jararacas.

E importante ressaltar que, além de sua relevancia médica, os venenos
botropicos representam uma fonte promissora de biomoléculas com potencial
farmacéutico. Inibidores de coagulagdo, indutores de apoptose e agentes
antimicrobianos derivados dessas toxinas ja sdo explorados em pesquisas biomédicas
(SERRANO et al., 2005).

Portanto, compreender a composicao e a variabilidade dos venenos de Bothrops
nao € apenas uma questdo de saude publica, mas também uma oportunidade de
avancgo cientifico e tecnoldgico. O desafio para as proximas décadas sera integrar
esses conhecimentos em programas de conservagao, produgao de antivenenos de

amplo espectro e desenvolvimento de novas terapias.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Comparar as atividades enzimaticas e bioquimicas dos venenos de Bothrops
alternatus, Bothrops pauloensis e Bothrops moojeni.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Determinar a concentracédo de proteinas dos venenos.

3.2.2. Avaliar a capacidade dos venenos de degradar o acido hialurénico (HAC).
3.2.3. Avaliar a atividade proteolitica dos venenos sobre a caseina.

3.2.4. Determinar a menor concentragéo dos venenos capaz de induzir coagulagao no
plasma humano.

3.2.5. Analisar a atividade hemolitica mediada por fosfolipases presentes nos
venenos.

3.2.6. Identificar e comparar os perfis proteicos dos venenos.

3.2.7. Caracterizar e comparar o perfil cromatografico das proteinas dos venenos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata, e os resultados expressos

como média £ desvio padrao.

4.1. Venenos

Os venenos de Bothrops alternatus, B. pauloensis e B. moojeni foram obtidos a
partir do banco de venenos do Centro de Estudos e Pesquisas Biologicas (CEPB) da
Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC Goias). A extracdo foi realizada
manualmente e, posteriormente, os venenos foram armazenados a —20 °C até sua

utilizacao.

4.2. Dosagem de Proteinas

A quantificagao das proteinas presentes nos venenos foi feita por meio da técnica
colorimétrica descrita por Bradford (1976). Foram adicionados 100 yL das solugdes
de veneno, na concentragdo de 10 mg/mL, diluidas em tampao Phosphate Buffered
Saline (PBS), pH 7,4, a 1,0 mL do reagente de Bradford. Apos 5 minutos de incubagao,
a absorbancia foi medida a 595 nm. A média e o desvio padrao dos resultados foram
calculados e aplicados em uma curva padrao para a determinacdo da concentracao

proteica.

4.3. Atividade de Hialuronidase

Utilizando a metodologia de Ferrante (1955), uma solugao contendo 400 yL de
acetato de sodio 200 mM (Ph 6.0), 150 Mm NacCl, 100 pL de acido hialurénico (HAC)
0,5 mg/mL e 10 pL das solugdes de veneno (10 mg/mL) foi incubada por 15 minutos
a 37°C. Brancos foram preparados com controle de atividade enzimatica de 0% (520
ML de acetato de sédio) e 100% (420 pL de acetato de sodio + 50 yL de HAC).
Decorrido este tempo, a reagao foi interrompida com 1,0 mL de cetiltrimetilaménio
brometo (CTAB) 2,5% diluido em NaOH 2%, com tempo de pausa de 10 minutos. A
absorbancia foi lida em 400 nm. A atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima (unidade enzimatica) capaz de reduzir em 50% a turbidez da amostra por

miligrama de proteina.
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4.4. Atividade Caseinolitica

Utilizando a técnica descrita por Wang and Huang (2002), uma mistura composta
por 250 pL de caseina a 1%, 240 pyL de PBS e 10 pL dos venenos (10mg/mL) foi
incubada a 37 °C por 60 minutos. Apos a incubacao, a reacao foi interrompida pela
adicdo de 500 pL de acido tricloroacético a 5%. Em seguida, apds 15 minutos de
repouso, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. A absorbancia
do sobrenadante (900 uL) foi medida a 280 nm. A atividade proteolitica foi definida
como a quantidade de enzima (unidade enzimatica) capaz de produzir um aumento

de 0,001 na absorbancia.

4.5. Dose Minima Coagulante (DMC)

A dose minima coagulante foi definida como a menor quantidade de veneno
capaz de coagular uma solugdo de plasma humano citratado (proporgéo
anticoagulante: sangue 1:10, v/v) em 60 segundos (Theakston and Reid, 1983). Para
0 ensaio, aliquotas dos venenos (10mg/mL) foram diluidas em tamp&o PBS a partir
da solugao inicial de 1 mg/mL (180 pyL de PBS + 20 pL de veneno), obtendo-se as
seguintes concentragbes subsequentes: 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL,
0,0625 mg/mL e 0,0312 mg/mL. O tempo de coagulagao foi cronometrado e registrado
para cada condi¢cdo. Ao final os valores obtidos foram convertidos em DMC através

de interpolagéao.

4.6. Fosfolipase (hemdlise indireta)

Uma solugao contendo 485 uL de PBS, 250 uL de emulsédo de gema de ovo (1
g/100 mL), 200 uL de CaCl, 10 mM, e 15 pL dos venenos (10mg/mL) foi incubada a
37 °C por 60 minutos. Em seguida, foram adicionados 500 uL de hemacias a 2%
(diluidas em PBS), e a mistura foi incubada novamente a 37 °C por 30 minutos. Apos
a incubacéo, os tubos foram centrifugados, e a absorbancia do sobrenadante (900 uL)
foi medida a 540 nm (Boman and Kaletta, 1957).

4.7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para identificar o perfil eletroforético das amostras realizou-se analise em
eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando um gel de 12% de acrilamida, em um
sistema mini-gel, com tampé&o tris-glicina (tris-base 25 mM), glicina 2,6 M, dodecil
sulfato de sodio (SDS) 1% v/v, pH 8,7). O gel separador (acrilamida 12%; bis-
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acrilamida v/v, 0,4%; tris-base 400 mM v/v; SDS 0,1% v/v; pH 8.7), e o gel
concentrador (acrilamida 4%; bis-acrilamida 0,1%; tris-base 120 mM; SDS 0,1%; pH
6,8), foram polimerizados com tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1% e persulfato de
amoénio 0,2%. As amostras foram diluidas em 10 yL de tampao de amostra (tris-base
60 mM, pH 6,8; B-mercaptoetanol 1%; SDS 4%; glicerol 5%, azul de bromofenol
0,0001%) e logo depois colocadas em banho-maria fervente durante 5 min e aplicadas
no gel. A voltagem de corrida foi de 120 V constantes e amperagem de 30 mA, com
um tempo de corrida de aproximadamente 90 min. Apos a corrida todos os géis foram
corados com Comassie Blue e descorados com solugao de metanol/acido acético, até

a visualizacao das bandas protéicas.

4.8. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os venenos de Bothrops moojeni, Bothrops pauloensis e Bothrops alternatus,
(5mg), foram diluidos em 1,0 mL de acetonitrila 10% contendo 0,1% de acido
trifluoroacético (TFA). A solucéo foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 min, e 200 pL
do sobrenadante aplicado em uma coluna analitica C18 (218TP54, 250mm X 4,6 mm),
acoplada em um equipamento Shimadzu LC-20AT utilizando um detector SPD-20AV.
A eluigao dos picos foi conduzida em um gradiente linear de 10 a 80% de acetonitrila
acidificada com TFA 0,1%, durante 100 min, em um fluxo de 1,0 mL/min e o perfil de

eluicdo monitorado a 280 e 216 nm.
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5. RESULTADOS/DISCUSSAO

5.1. Objeto do Estudo

Dentro da diversidade conhecida de serpentes, o Estado de Goias apresenta oito
espécies de Bothrops distribuidas em seu territério: Bothrops alternatus (Duméril,
Bibron & Duméril, 1854), Bothrops itapetiningae (Boulenger, 1907), Bothrops
marmoratus (Silva & Rodrigues, 2008), Bothrops mattogrossensis Amaral, 1925,
Bothrops moojeni (Hoge, 1966), Bothrops neuwiedi (Wagler in Spix, 1824) e Bothrops
pauloensis Amaral, 1925.

A espécie Bothrops moojeni é frequentemente apontada como a de maior
importancia médica em Goias, devido a abundéancia e proximidade com areas rurais.
B. neuwiedi apresenta grande variabilidade morfologica e genética, e suas populagdes
no Cerrado ainda estao sob revisdo taxonémica, se tratando de um grande complexo
de sete espécies anteriormente reconhecidas como subespécies. Em regides de

transicédo ao sul e sudeste do estado ha registros de B. alternatus, mas sua ocorréncia

em Goias é considerada rara e associada a areas da Mata Atlantica (NOGUEIRA et
al., 2020; SILVA JR. et al., 2024) (Figuras 4 a 9).

Figura 4. Espécime de Bothrops alternatus e sua distribuicdo geografica conhecida. Fonte:
Silva Jr. et al., 2024.
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Figura 5. Espécime de Bothrops moojeni e sua distribuigdo geografica conhecida. Fonte: Silva
Jr. et al.,, 2024.

[ Bothrops diporus
[ Bothrops lutzi
Bothrops marmoratus
) Bothrops mattogrossensis
- Bothrops neuwiedi
Bothrops pauloensis
[ Bothrops pubescens

Figura 6. Exemplares de espécies do grupo Bothrops neuwiedi e sua distribuigdo geografica
no Brasil. A. Bothrops diporus; B. Bothrops lutzi; C. Bothrops marmoratus; D. Bothrops
mattogrossensis; E. Bothrops neuwiedi; F. Bothrops pauloensis; G. Bothrops pubescens.
Fonte: Silva Jr. et al., 2024.
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5.2. Composicao Basica e Comparativa dos Venenos

Resultados completos estao disponiveis no Apéndice A.

5.2.1. Dosagem de proteinas

A concentragao de proteinas nos venenos foi de 0,87 £ 0,05 mg/mL para B.
alternatus, 0,94 + 0,08 mg/mL para B. pauloensis e 1,04 £ 0,05 mg/mL para B. moojeni.
Os resultados de B. pauloensis e B. moojeni apresentaram resultados superiores
demostrando maior complexidade proteica em relagédo a B. alternatus (Figura 6).

5.2.2. Atividade de hialuronidase

A atividade da hialuronidase foi de 79 + 5,3 U/mg em B. alternatus, 105 + 1,5
U/mg em B. pauloensis e 100 + 1,5 U/mg em B. moojeni. A atividade superior de
hialuronidase nas espécies B. pauloensis e B. moojeni, conhecida como o "fator de
espalhamento” do veneno, sugere uma maior capacidade de difusdo de outros
componentes toxicos no tecido da vitima em comparacédo a B. alternatus (Fox &
Serrano, 2008) (Figura 6).

5.2.3. Atividade caseinolitica

A atividade caseinolitica dos venenos foi de 25,823 + 6,0 U/mg (B. alternatus),
54,042 + 4,0 U/mg (B. pauloensis) e 58,493 = 3,0 U/mg (B. moojeni). A atividade
caseinolitica, mediada por proteases, foi particularmente proeminente nas espécies
B. pauloensis e B. moojeni, indica um potencial mais elevado para causar hemorragia
local, mionecrose e coagulopatia, os efeitos mais marcantes do envenenamento
botropico (CALVETE et al.,2009) (Figura 6).

5.2.4. Dose minima coagulante (DMC)
A dose minima coagulante foi de 0,119 mg/mL no veneno de B. moojeni e 0,125
mg/mL nos venenos de B. alternatus e B. pauloensis. ADMC de B. moojeni foi inferior

aos demais, sendo assim o veneno com maior potencial coagulante (Figura 6).

5.2.5. Fosfolipase (hemdlise indireta)
As concentragdes de fosfolipase foram de 36,532 + 0,38 U/mg (B. alternatus),

59,178 + 0,17 U/mg (B. pauloensis) e 59,861 + 0,17 U/mg (B. moojeni). B. pauloensis
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e B. moojeni obtiveram maior atividade da fosfolipase, relacionada com o potencial

miotoxico, citotoxico e inflamatério (Figura 6).

Tabela 2. Médias dos resultados obtidos nas determinagoes.

DETERMINACOES B. alternatus B. pauloenis B. moojeni
Dosagem de Proteinas 0,87 mg/mL 0,94 mg/mL 1,04 mg/mL
Atividade da Hialuronidase 79 U/mg 105 U/mg 100 U/mg
Atividade Caseinolitica 25.823 U/mg | 54.042 U/mg | 58.493 U/mg
Dose Minima Coagulante (60 segundos) 0,125 mg/mL | 0,125 mg/mL | 0,119 mg/mL
Fosfolipase (hemdlise indireta) 36.493 U/mg | 59.178 U/mg | 59.861 U/mg

5.2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As faixas na lateral do gel representam um marcador de massa molecular (MM),
usado como referéncia para estimar o tamanho das proteinas da amostra em
kilodaltons (kDa). As colunas subsequentes mostram o perfil de proteinas dos
venenos de B. moojeni, B. alternatus e B. pauloensis (Figura 7).

O resultado da eletroforese em gel (SDS-PAGE) proveu uma representagao
visual da complexidade proteica dos venenos. Todos os trés venenos demonstraram
um perfil polipeptidico complexo, mas com padrées de bandas distintos, o que
confirma a heterogeneidade da composi¢c&do. Bandas de peso molecular intermediario,
que variam entre aproximadamente 50 e 60 kDa, podem estar associados a serino -
proteases, pois desempenham um papel nos disturbios de coagulacdo e na
fibrinogendlise. Bandas situadas na faixa de 30 a 15 kDa s&o compativeis com
fosfolipases A,, que sao proteinas com grande prevaléncia em venenos de Bothrops,
ligadas a efeitos miotoxicos e inflamatorios. Bandas com pesos moleculares
aproximados de 60-70 kDa podem indicar a presengca de LAAOSs, geralmente
associados a coloragdo amarelada do veneno liofilizado, além de estarem ligados a
atividades citotoxicas e antimicrobianas. As bandas mais intensas e abundantes
observadas nos perfis de B. pauloensis e B. moojeni correlacionam-se diretamente
com suas maiores concentragdes de proteina total e atividades enzimaticas (Figura
7).



34

(kDa) MM B. moojeni B. alternatus B. pauloensis

180 —
125 — ¢

97 —

45 —— |
30 — |
ns— 4

184 — |

Figura 7. Perfil eletroforético do veneno de B. moojeni, B. alternatus e B. pauloensis.

5.2.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) forneceu um perfil
cromatografico detalhado de cada veneno. Os perfis de eluicdo foram obtidos por
CLAE de fase reversa, com a absorbancia medida em 280 nm e 216 nm. O eixo X
representa o tempo de retengdo em minutos, enquanto o eixo Y indica a absorbancia.
As curvas de eluigdo demonstraram que, embora os venenos possuam multiplos
picos, os perfis de B. moojeni e B. pauloensis sao marcadamente mais semelhantes
entre si, compartilhando picos importantes em tempos de retengao similares. Em

contraste, o perfil de B. alternatus é significativamente diferente (Figuras 8,9 e 10).
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Figura 8. Perfil cromatografico do veneno de B. alternatus.
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Figura 9. Perfil cromatografico do veneno de B. pauloensis.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo obteve éxito em todos os objetivos propostos. A
caracterizagdo comparativa dos venenos destas espécies, ocorrentes do Estado de
Goias evidenciam a complexidade e variabilidade que pode ser encontrada dentro de
género Bothrops. A analise integrada das determinagdes permite uma demonstragéao
clara da relagdo da composi¢ao bioquimica e as atividades bioldgicas.

A analise dos dados obtidos evidenciou de forma conclusiva que os venenos de
B. pauloensis e B. moojeni sao intrinsecamente mais potentes e enzimaticamente
ativos que o de B. alternatus, além de apresentarem resultados com pouca diferenca
em todas as determinacgoes. A interpretacdo da SDS-PAGE e CLAE confirmam perfis
protedmicos ricos e composigdes semelhantes entre as duas espécies (B. moojeni e
B. pauloensis), trazendo grande significancia, uma vez que estas espécies sdo as de
maior abundancia e proximidade com areas rurais, € com maior variabilidade genética
e morfoldgica, respectivamente. Por outro lado, o veneno de B. alternatus apresentou
resultados inferiores, sendo a espécie de ocorréncia considerada rara no Estado.

Estudos como este tém relevéancia clinica por expor a poténcia dos componentes
nocivos, causadores de milhares de acidentes graves todos os anos no Brasil, com
complicacdes locais e sistémicas. A compreensao dessas diferengcas proporciona
avancgos no desenvolvimento de soros antiofidicos, além de difundir o conhecimento
acerca deste que é considerado um grande problema de saude publica.

O género Bothrops tém sido alvo de pesquisa e possui grande potencial
inexplorado dentro da biotecnologia aliada a saude humana. Suas caracterizagbes
detalhadas s&o o primeiro passo para a bioprospecg¢ao de moléculas bioativas com
potencial farmacolégico. Um estudo mais avangado sugere submeter os venenos a
uma analise proteOmica avancada, para identificacdo precisa das proteinas
responsaveis por cada pico de atividade visto na CLAE, permitindo relaciona-las com

as manifestagdes clinicas dos acidentes botrdpicos.
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APENDICE A — TABELA DE RESULTADOS DAS DETERMINAGOES EM
TRIPLICATA

Resultados de B. alternatus

Dosagem de Proteinas 0,91 mg/mL 0,81 mg/mL 0,89 mg/mL
Atividade da Hialuronidase 77 Uimg 75 U/mg 85 U/mg
Atividade Caseinolitica 32529U/mg  23.908 U/mg 21.034 U/mg
Dose Minima Coagulante (60 segundos) 0,125 mg/mL

Fosfolipase (hemolise indireta) 36493 U/mg 36931U/mg  36.174 U/mg

Resultados de B. pauloensis

| DETER ES | P P2 P3
Dosagem de Proteinas 1,03 mg/mL 0,88 mg/mL 0,90 mg/mL
Atividade da Hialuronidase 105 U/mg 104 U/mg 107 U/mg
Atividade Caseinolitica 58617U/mg 52234U/mg  51.277 Umg
Dose Minima Coagulante (60 segundos) 0,125 mg/mL

Fosfolipase (hemdlise indireta) 59.362U/mg 59.024 U/mg  59.149 Umg

Resultados de B. moojeni

Dosagem de Proteinas 1,09 mg/mL 0,98 mg/mL 1,04 mg/mL
Atividade da Hialuronidase 102 U/mg 100 U/mg 99 U/mg
Atividade Caseinolitica 61.154U/mg 59.135U/mg  55.192/ U/mg
Dose Minima Coagulante (60 segundos) 0,119 mg/mL

Fosfolipase (hemolise indireta) 60.054 Umg 59721 U/mg  59.808 U/mg




