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RESUMO

Os animais peconhentos sdo aqueles capazes de produzir e inocular veneno
(peconha) em suas vitimas. No Brasil, foram catalogadas, até o0 momento, 326
espécies de serpentes, dentre as quais cerca de 50 sdo peconhentas e de
grande interesse para a Saude Publica. A Bothrops jararacussu € a espécie
brasileira que possui a capacidade de produzir e inocular a maior quantidade
de veneno. Nos acidentes ofidicos causados por esta espécie, a acdo do
veneno nao é totalmente neutralizada pelo soro especifico, o antibotropico,
sendo importante nestes casos a adocdo de uma conduta terapéutica
diferenciada através da administracdo do soro poliespecifico, o antibotropico-
crotalico. No entanto, considerando-se apenas o0s sintomas clinicos do
paciente, o médico ndo tem como discriminar se o acidente foi provocado por
B. jararacussu ou por outra espécie do género. Vale ainda ressaltar que para
as demais espécies do género Bothrops, o soro antibotrépico € o mais
indicado, fato que impossibilita 0 médico de adotar como estratégia geral, a
utilizacdo do soro antibotropico-crotalico como uma terapéutica Unica no
acidente botropico. Esta tese teve como objetivo a caracterizacdo, através de
técnicas de imunoquimica, do veneno de B. jararacussu e a identificacdo de
possiveis biomarcadores para este veneno. Para a triagem dos biomarcadores
foram produzidos soros espécie-especificos para 0s venenos de B. jararacussu
(soro anti-jararacussu) e para B. jararaca (soro anti-jararaca). Nas analises por
“imunoblotting” a partir do fracionamento por 2D-PAGE foi visto um bom
reconhecimento por ambos os soros, principalmente das fracdes de alto peso
do veneno de B. jararacussu, mostrando que estas fracdes s&o as mais
Imunogénicas neste veneno. A partir destes dados, foram identificadas no
mapa bidimensional, as principais proteinas de baixa imunogenicidade deste
veneno. Uma proteina de 60kDa e pl acido foi identificada como uma serino
proteinase. Esta identificacdo foi obtida a partir da homologia com uma
protease com dominio tripsina, denominada BOTIN, presente no banco de
dados de ESTs de B. insularis. Esta proteina de pl acido (denominada Bjssu-
pl2,2) foi, pela primeira vez, descrita nesta espécie. Na regido basica, foram
identificadas duas outras proteinas, as quais demonstraram um baixo
reconhecimento tanto pelo soro homélogo (soro anti-jararacussu) como pelo
heterd6logo (soro anti-jararaca). A proteina de 29kDa foi identificada como uma
serino proteinase da familia S1 e a de 16kDa foi identificada como
Botropstoxina-1 (BthTX-1), a principal miotoxina do veneno de B. jararacussu.
Desta forma, a abordagem desta tese através de técnicas como eletroforese
bidimensional somado a técnicas sensiveis como “imunoblotting” e
espectrometria de massas, se mostrou muito interessante para o estudo
imunoquimico das fragcbes do veneno de B. jararacussu. As diferencas no
reconhecimento dos soros espécie-especificos frente ao veneno de B.
jararacussu permitiram a identificacdo de trés proteinas com potencial para
serem utilizadas como ferramenta para o desenvolvimento de diagndstico
diferencial para esta espécie. Além disso, 0s resultados deste trabalho
reforcam a questdo da ineficiéncia do soro antibotropico para a neutralizacao
do veneno no acidente causado por esta espécie, podendo se relacionar a
importancia da fracdo crotdlica para a neutralizacdo de toxinas pouco
imunogénicas do veneno de B.jararacussu, como € o caso da BthTX-I.
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ABSTRACT

Poisonous animals are characterized by the ability to produce and inject venom
(poison) in their victims. Until nowadays there are 326 different species of
shakes catalogued in Brazil and, among them 50 species are venomous and
important regarding public health. The Bothrops jararacussu is the Brazilian
specie that has the ability to produce and inoculates higher amounts of venom.
In the reported cases concerning this specie, the action of this venom can not
be efficiently neutralized with specific antivenin, the antibotropic serum. In such
cases, the attendant must adopt a differentiated therapeutic conduct that
consists in the administration of the antibotropic — crotalic serum. However, in
considering just the clinical symptoms of the patient, the doctor is not able to
distinguish if the accident was caused by B. jararacussu or another specimen
from Bothrops genus. It is important to emphasize the fact that for other
specimens from Bothrops genus, the antibotropic serum is the most indicated
treatment and for this reason, it is inadequate for the doctor adopt antibotropic —
crotalic serum as a single therapeutic strategy. In this study we aimed to
characterize specific biomarkers present in the venom of B. jararacussu trough
the use 2D-PAGE combined with immunoblotting. To achieve this goal, we
produced sera anti-jararacussu and anti-jararaca and cross-reacted this sera
against their specific venom as well against each other. 2D-gel analyses
reveled that the high—molecular—weight fractions of both venoms were well
recognized by each specific anti-sera as well as by the non-specific one. This
suggests that the proteins present in the high—molecular—weight fraction of each
venom are the most immunogenic. Also, the 2D PAGE allowed us to identify the
less immunogenic proteins in these venoms. Among them is a 60 kDa acid
protein identified as a serine protease due to its high homology with a protease
called BOTIN that possess a trypsin domain present in ESTs data bank from B.
insularis. This acidic protein characterized in this work was called Bjssu-pl2,2
and was for the first time described in this specie. The other proteins displaying
low immunogenic properties were a 29 kDa protein identified as a serine
protease from S1-family and a 16 kDa protein identified as a Bothropstoxin-I
(BthTX-I), the major myotoxin from B. jararacussu venom. Thus, the approach
used in this thesis, based on bidimensional electrophoresis in combination with
sensitive techniques such as immunoblotting and mass spectrometry, showed
to be interesting for the immunochemistry study of the B. jararacussu venom
proteins. The three proteins here identified in the venom of B. jararacussu
present a potential use as biomarkers. Moreover, this study also shed light into
the reasons why the anti-bothropic serum is so ineffective against the
B.jararacussu venom reinforcing the role of the anti-crotalic serum in
neutralizing low immunogenic proteins from the B. jararacussu venom, such as
the BthTX-I.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - A SERPENTE

Os animais peconhentos sdo aqueles capazes de produzir e inocular
veneno (peconha) em suas vitimas. No Brasil existem diferentes géneros e
espécies de animais peconhentos, como serpentes dos géneros Bothriopsis,
Bothrocophias, Bothrops, Crotalus, e Lachesis da familia Viperidae, Micrurus
(familia Elapidae) (Melgarejo, 2003); escorpides do género Tityus, aranhas dos
géneros Ladrodectus, Loxosceles e Phoneutria e abelhas do género Apis.
Todos sdo comumente encontrados nas diferentes regides do Brasil, porém, as
serpentes, se destacam pela frequéncia e gravidade dos acidentes que

produzem (Cardoso et al, 2003).

No Brasil foram catalogadas até hoje 326 espécies de serpentes (SBH,
2007), das quais cerca de 50 sdo peconhentas e despertam interesse na
Saude Publica. As serpentes pertencentes a subfamilia Crotalinae sé&o
responsaveis 99,5% dos acidentes ofidicos, que envolve os mais graves
(Tabela 1). Entre essa rica fauna herpetologica, o género Bothrops possui as
espécies de maior importancia médica, ja que sdo as responsaveis pela grande
maioria dos acidentes ofidicos no Brasil (Figura 1). Em particular a “jararacucgu”
(Bothrops jararacussu) merece uma grande atencdo, pois é uma serpente que
pode atingir 2 m de comprimento e que habita desde o sul da Bahia até o
noroeste do Rio Grande do Sul, estendendo-se ao Paraguai e ao extremo norte
da Argentina (Figura 2). A sua cabeca € desproporcionalmente grande,
principalmente por causa das avantajadas glandulas de veneno e por
apresentar um aparelho inoculador de veneno muito desenvolvido
(solendglifos?) (Figura 3). De acordo com a denticéo, as serpentes solendglifas
Sa0 as mais especializadas em envenenar suas presas, ja que possuem presas
inoculadoras de veneno que se assemelham com uma agulha de injecdo. No

momento da picada, as presas se movem para frente, facilitando a sua invasao

! De acordo com a morfologia da denticéo, as sezpgriadem ser divididas em aglifas, opistéglifas,
proterdglifas e solendéglifas, vide Figura 2, padina



nos tecidos e canalizando o veneno para o interior da presa. Na espécie B.
jararacussu, estas presas podem medir até mais de 2,5 cm.

—-Bothrops 90.5%

Micrurus 0.4%
Crotalus 7,7% —

Lachesis 1,4%"

Figura 1 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil (1990 — 1993), segundo o
género da serpente causadora do acidente. FONTE: MINISTERIO DA SAUDE, 2001



Tabela 1: Familia, Género e espécie das serpentes p econhentas no Brasil.
Na coluna das espécies esta destacado a B. jararacussu, serpente alvo deste estudo
(Adaptado Melgarejo, 2003)

VIPERIDEOS A bilineata bilineata
CISHEIT, " smaragdina
Bothriopsis .
P taeniata
Género hyoprora
Bothrocophias microphthalmus
alcatraz leucurus
alternatus lutzi
atrox marajoensis
brazili mattogrossensis
cotiara moojeni
Género diporus muriciensis
Bothrops erythromelas neuwiedi
fonsecai pauloensis
insularis pirajai
itapetiningae pradoi
jararaca pubescens
jararacussu sp
Género durissus cascavella durissus ruruima
Crotalus " collilineatus " terrificus
" marajoensis
Género muta muta
Lachesis " rhombeata




Figura 2: Borhrops jararacussu e sua distribuicdo geografica no Brasil
Em A, uma fémea de B. jararacussu no momento da alimentacdo. Em B, distribuicédo
geografica desta espécie no Brasil baseado nos dados do Ministério da Saude. (Foto
e Figura: Anibal Melgarejo, reproduzida com autoriza¢ao)



Denticao Proteroglifa Denticao Solenoglifa
% E’

Figura 3: Evolucdo do aparelho venenoso em serpente  s.
A denticdo &aglifa e opistoglifa sdo caracteristicas de serpentes ndo venenosas. A
denticdo proterdfliga € encontrada em espécies da familia Elapidae (género Micrurus
no Brasil) e o tipo de denti¢cdo solengdglifa € caracteristica de serpentes da subfamilia
Crotalinae , géneros Bothrops (jararacas), Crotalus (cascavéis) e Lachesis
(Surucucus) no Brasil. (Figura: Anibal Melgarejo, reproduzida com autorizacdo).

MELGAREJO (2003) ressalta que a B. jararacussu é a espécie brasileira
gue produz e pode inocular maior quantidade de veneno. Belluomini 1964,
relatou a obtencédo de uma média de 400 mg de veneno seco (cerca de 2 mL)
por extracdo, com maximo de 830 mg. No Instituto Vital Brazil (IVB), situado na
cidade de Niter6i-RJ, ja foi extraido, em uma Unica etapa, 6.8 mL de veneno
(1.670 mg de veneno liofilizado) de uma fémea desta espécie, que media 1,76
m de comprimento (Melgarejo op. cit.). Esta quantidade de veneno representa
cerca de 25 vezes mais do que a média de veneno extraida de uma jararaca

(Bothrops jararaca) também no IVB.

Nos ultimos anos vem sendo registrado um aumento significativo do
namero de exemplares de jararacucu recebidos no IVB. Vinte anos atras era
registrada a chegada de um espécime de B. jararacussu para cada cinquenta
de B. jararaca recebidas no serpentario deste Instituto e atualmente, essa

propor¢cdo mudou para um exemplar de B. jararacussu para cada cinco de B.



jararaca. Vale ressaltar, que a média do numero de jararacas recebidas no
serpentario permaneceu basicamente a mesma, o que indica, nitidamente, o
crescimento do nimero de exemplares de B. jararacussu recebidos no IVB.
Ainda ndo esta clara a explicacdo biologica para tal mudanca. Esta, tanto pode
estar relacionada simplesmente ao crescimento dessa espécie em resposta a
mudangas ambientais, principalmente devido ao crescimento urbano
desordenado e ndo acompanhado da infra-estrutura necessaria em areas
florestais de ocorréncia desta espécie, como apenas pela invasdo do homem
em seu hébitat natural e conseqiientemente um maior contato da populacéo
com essa espécie. As referidas hipdteses merecem especial atengdo, devido
as consequéncias do acidente causado por esta espécie para a saude publica.
E fato que, levando-se em conta apenas a quantidade de veneno produzida
pelas serpentes aqui citadas, os acidentes causados por B. jararacussu serao

sempre muito mais graves que 0s causados por B. jararaca.

Um outro ponto importante a respeito da biologia da B. jararacussu esta
relacionado a dieta desta espécie. Diferente de outras espécies do género, a
jararacucu apresenta uma dieta diversificada que compreende pequenos
mamiferos, anfibios, lagartos, marsupiais, entre outros (Amaral, 1927; Marques
et al, 2001; Correa-Netto et al, 2002). Essa diversidade alimentar ndo esta
simplesmente relacionada a mudancas ontogenéticas, visto que na fase adulta,
esta serpente se alimenta tanto de mamiferos, de anfibios, como de
marsupiais. Este fato parece estar muito mais relacionado a mudancas
sazonais, ou simplesmente a disponibilidade de alimento em uma determinada
regido, para esta espécie. Esta questdo biologica se faz importante, no
contexto desta espécie para a saude publica, visto que hd uma relacdo direta
da composigédo bioguimica do veneno com a dieta do animal e sendo assim,
uma serpente que necessita comer animais fisiologicamente distintos, como € o
caso da B. jararacussu, necessitaria ter um veneno que apresentasse
toxicidade alta para os diferentes sistemas bioldgicos. Destaca-se o fato de que
muitos marsupiais, mais especificamente o gamba (Didelphis marsupialis),
apresentam resisténcia contra diferentes venenos de serpentes (Moussatché et
al, 1989). Porém, no IVB foi registrado a chegada de uma jararacucu fémea, de

aproximadamente 1,8 m, portando um exemplar de gamba em seu estbmago



(dados néo publicados). Este fato € muito interessante, ja que pode estar
relacionado com o porqué de esta espécie produzir tanto veneno, como
também ao fato deste veneno apresentar caracteristicas imunoldgicas

incomuns ao género.
1.2 - O ACIDENTE BOTROPICO

No Brasil ocorrem cerca de 20.000 acidentes ofidicos a cada ano
(Ministério da Saude, 2001). Os acidentes botropicos (causados por espécies
do género Bothrops) sao responsaveis por cerca de 90% dos casos reportados,
como pode ser visto na Figura 3. No Rio de Janeiro, a sua relevancia é ainda
maior, proxima a 98% de cerca dos 1000 casos anuais, estando principalmente
relacionado ao fato destas serpentes habitarem tanto areas rurais, com
proliferagcdo de roedores, como pequenas inclusdes de mata, nas grandes
cidades deste Estado. Com referéncia ao acidente causado por B. jararacussu,
vale ressaltar que ndo ha estudos epidemioldgicos mostrando o numero e

acidentes causados por esta espécie no Rio de Janeiro.

O veneno botrépico contém muitos peptideos e proteinas com
atividade biologica local e sisttmica. A funcdo de cada um desses
componentes, bem como suas interacfes no envenenamento, ainda néo estéo
totalmente esclarecidas (Warrel et al, 1989). No entanto, as fisiopatologias
deste envenenamento ja sdo bem conhecidas (Franca & Méalaque, 2003). No
envenenamento botrépico sdo descritas trés atividades; proteolitica ou
inflamatoria local aguda; coagulante e hemorragica (Rosenfeld, 1971). A
atividade proteolitica é causada por um conjunto de toxinas do veneno,
bioquimicamente heterogéneas, onde as mais importantes sdo: aminas
biogénicas do tipo histamina, peptideos potenciadores de bradicinina,
fosfolipase A,, esterases, cininogenases, entre outras (lwaanaga & Suzuki,
1979). Tais toxinas induzem a liberacdo de varias substancias com atividade
inflamatoria. J& a atividade sobre a coagulacdo é resultado da agéo de toxinas
do veneno capazes de ativar fibrinogénio, protrombina e fatores da coagulagao,
ocasionando um consumo de fibrinogénio do paciente e formacédo de fibrina
intravascular. A atividade hemorragica € resultado da acdo de hemorraginas

(metalo proteinases) que rompem o endotélio vascular (degradando



componentes da matriz extracelular) e atuam como desintegrinas. As
atividades aqui citadas sao bastante complexas e podem ser atribuidas tanto a
uma determinada molécula, especificamente, ou a um efeito sinérgico entre
diferentes proteinas do veneno. De forma resumida, a Tabela 2 apresenta os
principais componentes protéicos, peptidicos e ndo-proteicos do veneno
botrépico.

Tabela 2: Resumo da composicdo Bioquimica do veneno Botropico .

Principais fracbes protéicas, ndo-protéicas e peptidicas identificado no veneno de
serpentes do género Bothrops, com base em (lwaanaga & Suzuki, 1979; Markland,

1998)

Principais Componentes bioativos do Veneno Botropic

Enzimaticos Nao Enziméaticos Desintegrinas Organicos Inorganicos
Fosfolipases Lectinas Neurotéxico Aminas Célcio
biogénicas
Fosfoesterases Ativadores de Citotoxico Carboidratos Cobre
Proteina C
L-aminoécido oxidase Fatores de Miotoxico Aminoacidos Ferro
Crescimento de
” Nervos " §
8 | Acetilcolinesterase Precursores de | 8 | Potenciadores dg ‘@ | Citratos Potassio
] peptideos bioativos Z | Bradicinina <
DE_’ Serinoproteases 5y Natriuréticos 05 Nucleotideos Magnési
Metaloproteases e Cardiotoxico "ZU Manganés
Hialuronidases Sadio
Catalases Fosforo
Aminotransferases Cobalto
Cininogenases Zinco
Ativadores de fator X

Os venenos de serpentes pertencentes a um mesmo género apresentam
atividades toxicas similares, porém perfis eletroforéticos diferentes (Moura-da-
Silva, et al, 1991). No entanto, dentre as serpentes do género Bothrops, o
veneno de B. jararacussu € peculiar por apresentar caracteristicas incomuns ao
do género. Uma intensa atividade miotdoxica € caracteristica desse veneno,
fruto principalmente da atividade da Bothropstoxina |, uma Lys-49 fosfolipase
A, (PLA;) — simile composta por uma cadeia polipeptidica de 121 residuos de
aminoacidos e peso molecular aproximado de 13.720 Da. (Cintra et al., 1993).
Esta é uma das proteinas majoritarias desse veneno e a principal responséavel
pela evolucdo do quadro clinico relacionados a complicacdes locais do tipo
necrose. Estes efeitos podem comprometer tecidos subcutaneos, ou estruturas

mais profundas como musculo e tenddes, eventualmente evoluindo para um




quadro onde seja necessaria a amputacdo do membro afetado. Embora o 0bito
seja a consequéncia mais temida e combatida no acidente ofidico, a
amputacdo de extremidades, o déficit funcional e o comprometimento renal,
podem ocorrer com maior freqiéncia e sdo também eventos bastante
lamentaveis (Franca & Malaque, 2003) levando a morbidade dos individuos

atingidos (Figura 4).

Figura 4 : O Caso “Seu José .
Um caso confirmado de acidente causado por B. jararacussu em que
0 paciente perdeu 1/3 da m&o esquerda, aos 20 anos de idade. (Foto
Anibal Melgarejo, reproducéo autorizada).

Nesse panorama, destaca-se 0 envenenamento causado pela espécie
B. jararacussu, que embora nao esteja bem quantificado, € um acidente que
merece especial atencdo, principalmente pela gravidade dos seus efeitos
patolégicos, nem sempre bem neutralizados pelo soro especifico
(Antibotrépico?); e pelo fato de ser uma espécie cada vez mais presente em

areas urbanas do Estado do Rio de Janeiro, onde tradicionalmente ndo seria



esperado acidentes ofidicos graves.

1.3 - O SORO ANTIOFIDICO X A SORONEUTRALIZACAO DO VENENO DE B.

JARARACUSSU.

A soroterapia antiofidica foi descoberta simultaneamente por Calmette e
Phisalix & Bertrand. Os dois grupos divulgaram seus resultados mostrando a
protecéo de anti-soros contra o veneno de Naja, no encontro da Sociedade
Francesa de Biologia em 10 de fevereiro de 1894 (Calmette, 1894; Phisalix &
Bertrand, 1984). Em 1903, Vital Brazil preparava o0s primeiros soros
antiofidicos do Brasil. Foram inicialmente preparados soros contra o veneno de
Lachesis lanceolatus (hoje classificada como Bothrops jararaca) e contra o
veneno de Crotalus terrificus (hoje classificada como Crotalus durissus).
Experimentalmente, Vital Brazil mostrou que o soro anti-naja de Calmette era
ineficaz no tratamento de serpentes brasileiras, tendo sido o primeiro a
defender a idéia da especificidade da acdo dos antivenenos, o que contrariava
a teoria original de Calmette (Hawgood, 1992).

A soroterapia é considerada, até hoje, o Unico tratamento seguro e
especifico para o envenenamento ofidico, aceito pela OMS (World Health
Organization, 1981).

Os soros hiperimunes sédo produzidos a partir de plasma de equinos
imunizados com um pool de veneno bruto na presenca de adjuvantes.
Atualmente, séo produzidos soros mono e poliespecificos pelos trés produtores
oficiais do Brasil: Instituto Vital Brazil (IVB), Instituto Butantan (IB) e Fundacé&o
Ezequiel Dias (FUNED). Um soro monoespecifico é aquele produzido a partir
de plasma de equinos imunizados com veneno de serpentes do mesmo
género. Como exemplo de soro monoespecifico pode-se citar o antibotrépico,
especifico para os acidentes causados pelas diferentes espécies do género
Bothrops (jararacas); o anticrotalico para as diferentes espécies do género
Crotalus (cascavéis). Um soro poliespecifico é aquele capaz de neutralizar o

envenenamento causado por serpentes de diferentes géneros. Podem ser

2 O soro antibotrépico é especifico para o acideatsado por serpentes do género Bothrops e é
produzido a partir de um pool constituido de verngmweniente de 5 espécies (B. jarar&:a,
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produzidos seguindo basicamente dois protocolos distintos de imunizagao: o
primeiro, utilizando-se os venenos dos diferentes géneros juntos, em todo
processo de imunizacéo da tropa de equinos e a partir desse plasma € que se
inicia o processo de fabricacdo do soro; e o segundo, imunizando cada tropa
com venenos de um mesmo género, separadamente e, apenas no final do
processo de fabricagdo, os diferentes soros conferindo protecdo para oS
diferentes géneros sado misturados. Como exemplo de soros poliespecificos
usualmente produzidos, podemos citar o antibotrépico — crotalico (com
capacidade de neutralizar o veneno de serpentes dos géneros Bothrops e
Crotalus) e o antibotrépico — laquético (com capacidade de neutralizar o

veneno de serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis).

A escolha da soroterapia especifica € realizada pelo médico com base
no diagndstico, levando-se em conta 0s sinais e sintomas clinicos que o
paciente apresenta no momento do atendimento e, quando possivel, a
identificacdo do animal agressor. Quando o diagndstico é feito sem deixar
qualquer duvida, ele € chamado de “Diagnostico de certeza”. O diagndstico de
certeza é feito, quando a serpente é capturada e trazida para identificacdo por
pessoal especializado; e o paciente apresenta sinais evidentes da picada,
acompanhados ou ndo de manifestacdes locais e ou sistémicas, compativeis
com um acidente ofidico (Ministério da Saude, 1991). Os diagnosticos de
certeza sao raros, uma vez que dificilmente o paciente leva o animal consigo
para identificacdo e pelo fato que a maioria dos hospitais ndo apresenta em
seu quadro funcional, um profissional especializado para realizar tal

identificacao.

Dentro da problematica na identificacdo do acidente ofidico e a escolha
da soroterapia correta para cada tipo de acidente € que surgem guestdes sobre

0 acidente causado pela espécie B. jararacussu no ambito da Saude Publica.

Os pontos nevralgicos do acidente causado pela jararacucu podem ser
resumidos, destacando-se trés fatores que chamam a atencéo para a referida
espécie: 1 - seu aparente crescimento registrado atualmente no IVB,

principalmente em areas densamente povoadas, em regides metropolitanas do

jararacussu, B. neuwiedi, B. alternatus e B. moojeni)
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Rio de Janeiro; 2 - 0 alto potencial de inocular quantidades letais de veneno; 3 -
a aparente baixa eficiéncia na neutralizacdo deste veneno pelo soro especifico,
o antibotrépico. Dentro destes pontos, o dltimo € o que chama especial
atencdo, visto que as questdes da baixa eficiéncia na neutralizacdo deste
veneno agravam 0s problemas relacionados aos pontos anteriores, ou seja, a

guestdes referentes a biologia desta espécie.

Questdes sobre a soroneutralizacdo do envenenamento causado pela
jararacucu vém sendo discutidas desde longa data. Em 1911, Vital Brazil relata:
“... 0 veneno da jararacucu ndo se filia inteiramente, nem ao tipo botrépico, nem
ao tipo crotalico, participando por algumas de suas propriedades destes dois
tipos de peconha. Nem o soro anticrotalico, nem o antibotrépico sao
suficientemente ativos contra este veneno. Nos acidentes determinados pela
jararacucu devera ser sempre preferido o soro antiofidico” Como pode ser
visto, Vital Brazil foi o primeiro a chamar atencdo para a peculiaridade do
veneno de B. jararacussu e sugeriu 0 uso de uma mistura em partes iguais dos
soros antibotropico e anticrotalico (antigo soro antiofidico) para tratar esse
acidente (Brazil, 1911). Apos as referidas observagfes de Vital Brazil sobre a o
tratamento do acidente causado pela espécie B. jararacussu, novos estudos
sobre este assunto, somente foram retomados no final da década de 80,
guando Dias da Silva et al., 1989 observaram que este veneno era pouco
imunogénico, comparado com 0 veneno das outras serpentes do género
Bothrops e também que a atividade letal deste veneno era insuficientemente
neutralizada tanto pelo soro espécie-especifico anti-B. jararacussu, como 0
antibotrépico comercial. Em 1990a, Moura da Silva et al., faz referéncia ao
veneno da B. jararacussu como sendo pouco imunogénico e 0 Soro espécie-
especifico anti-B. jararacussu apresentava baixa reatividade cruzada frente a
outros venenos botrépicos. Em 1992, Dos Santos et al., com referéncia a
soroneutralizacdo do veneno de B. jararacussu, observaram que 0s soros
antibotrépico e anticrotalico, quando associados, mostraram um efeito
neutralizante trés vezes mais eficiente frente a atividade miotéxica e duas
vezes mais potente contra a atividade coagulante e efeito letal, comparado
quando usado apenas 0 soro monoespecifico, o antibotrépico. Em 1998 De

Roodt et al., mostraram por Western blots, que diversas proteinas de variados
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venenos botropicos, principalmente o de B. jararacussu, eram bem
evidenciados na reacdo com soro antibotropico-crotalico, ndo aparecendo ou
se revelando de forma ténue quando usado somente 0 soro antibotropico. Um
efeito associativo na neutralizacdo do veneno de B. jararacussu, quando
utilizado os soros antibotrépico e anticrotalico também foi observado em
analises imunoeletroforéticas dos soros produzidos no Instituto Vital Brazil.
Estudos mais recentes também mostraram que dentro do género Bothrops, os
efeitos neurotdxico e principalmente o miotoxico, somente do veneno de B.
jararacussu, ndao foram completamente neutralizados pelo soro antibotrépico
(Zamunér et al., 2004).

Pelos dados mencionados no paragrafo anterior, fica clara a existéncia
de similaridade estrutural entre toxinas do veneno de B. jararacussu e de
espécies do género Crotalus, visto que o0 soro anticrotalico contribui para a
neutralizacdo da toxicidade deste veneno. Porém, também fica nitido que
apesar da similaridade entre tais toxinas, as presentes no veneno de B.
jararacussu parecem ser menos imunogénicas, ou nao imunogénicas,
comparadas com as do veneno crotélico. Dentro desta questédo, outros autores
também avaliaram a neutralizacdo deste veneno e da Bothropstoxina-1, s6 que
agora utilizando-se um anti-soro produzido contra a crotoxina, uma fosfolipase
A, purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus. Os autores observam
que o referido anti-soro foi capaz de neutralizar os efeitos neurotéxicos e
miotoxicos, tanto da Bothropstoxina-I, como do veneno total de B. jararacussu
(Oshima-Franco et al., 2001; Beghini et al., 2005), o que demonstra a
similaridade entre as referidas toxinas e a caracteristica de bom imundgeno da

Crotoxina.

Os epitopos sdo regides de um antigeno onde ocorre ligacdo com o
anticorpo. Nos anticorpos ha regides especificas de ligacdo com o0s epitopos,
denominadas de regibes determinantes de complementaridade (CDRs). As
CDRs sao especificas e complementares para os epitopos, sendo que sua
formacado pode estar relacionada diretamente a estrutura primaria da proteina,
ou seja, por residuos de aminoacidos consecutivas (epitopos lineares), como

também podem estar relacionados a residuos de aminoacidos que ndo estao
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em sequéncia, porém tornam-se espacialmente justapostos na proteina
enovelada (epitopos conformacionais) (Abbas, 2002) (Figura 5). Ainda com
referencia a reacdo cruzada do soro anti-crotoxina frente a bothropstoxina-I
descrita acima, um estudo com o objetivo de se conhecer melhor o perfil
imunoquimico das principais proteinas do veneno de B. jararacussu, como
também, identificar os principais epitopos responsaveis pela reacdo cruzada
agui mencionada, forneceria informacdes importantes com potencial de

aplicacao na producéo de soros antiofidicos.
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Figura 5: Interacdo ente Antigeno e Anticorpo
Esquema ilustrando a ligacdo da CRD de um anticorpo em (A) uma sequéncia
consecutiva de aminoacidos (epitopo linear) e em (B) residuos de amino&cidos
espacialmente justapostos (epitopo conformacional).

1.4 - O DIAGNOSTICO NO ACIDENTE OFIDICO

Como ja foi visto no topico de “A serpente”, o Brasil conta com um
repertorio bastante diverso de animais peconhentos, fato este que contribui
muito para dificultar a identificacdo dos acidentes ofidicos. Como reflexo dessa
diversidade de animais peconhentos, surgem problemas classicos, como o
visto na regido Norte, em que a diferenciacdo dos acidentes causados por
Bothrops atrox e Lachesis muta é um grande problema para o tratamento do
acidente ofidico daquela regido (Colombini, 2003). O diagndstico diferencial
entre estas duas espécies, com base nos sintomas do paciente € muito dificil e
0 soro antibotropico ndo neutraliza bem a toxicidade do veneno laquético

(Bolands et al., 1982). Outro acidente, que pode levar o médico a um
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diagnoéstico duvidoso sdo os provocados por serpentes ndo venenosas do
género Phylodrias. Os efeitos no local da picada produzido pela toxicidade da
saliva destas espécies, apresentam muita similaridade com a acgdo local do
veneno botropico e, consequentemente, pode induzir a um diagndstico errbneo,
levando o paciente a um tratamento soroterapico desnecessario. Como visto
nos topicos anteriores, 0 acidente causado pela espécie B. jararacussu,
apesar de merecer uma conduta terapéutica diferenciada, esbarra na
dificuldade de se diagnosticar este acidente, devido a similaridade do quadro
clinico de envenenamento causado por esta espécie e as outras espécies do

género.

Além dos problemas de diagndstico duvidoso entre espécies diferentes
gue provocam acidentes com sinais e sintomas clinicos similares, outro ponto
importante, que também chama atencdo, estad relacionado a variabilidade
individual da composicdo bioquimica dos venenos ofidicos. E visto em veneno
de serpente, que a composi¢do bioquimica e a antigenicidade podem variar
entre 0os géneros, entre as espécies e até mesmo entre individuos de mesma
espécie, dependendo da idade (variacdo ontogenética), sexo e distribuicdo
geografica (Moura-da-Silva et al., 1990b, 1991, Gutiérrez et al,. 1990, Lopez-
Lozano et al.,, 2002). Assim, tais variacdes podem levar o acidentado a
apresentar sintomas clinicos incomuns ao acidente e levar a um diagnéstico
duvidoso, até mesmo em meédicos bem treinados e familiarizados com o

ofidismo.

Como pode ser visto, a utilizacdo de “kits” de diagnéstico® que
propiciasse ao clinico um diagnéstico mais preciso, contribuiria muito para a
qualidade no atendimento médico de acidentes com animais pe¢onhentos. Vale
ressaltar que, desde 1903, quando no Brasil se iniciava a fabricacdo das
primeiras ampolas de soro antiofidico (Brazil, 1903), até os dias atuais, o
médico ndo conta com outra ferramenta, que ndo seja sua avaliagdo clinica,
para diagnosticar qual o género do animal que provocou o acidente, antes de
indicar o tratamento especifico. Essa tarefa se torna cada vez mais dificil ou até

impossivel, quando se esbarra nos problemas aqui citados.
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Outra importante aplicagéo dos “Kits” de detec¢édo de veneno, no ambito
da Saude Publica, é sua utilizagdo no levantamento epidemiolégico dos
acidentes ofidicos. Na Nigéria foi feito um estudo de campo utilizando-se um
teste de ELISA* para detectar, tanto o veneno das serpentes daquela regiao,
como também anticorpos produzidos contra os referidos venenos nos
pacientes picados por estas serpentes. O estudo constatou que o niumero de
acidentes ofidicos naquela regido era muito maior que o esperado, confirmou a
importancia médica de algumas espécies e, como aplicacdo mais importante
deste estudo, mostrou que o numero de acidentes causados por algumas
espécies, que a priori, ndo tinham importancia médica, ocorria com uma
freqiéncia muito maior que a esperada e, por esse motivo, tais espécies
mereciam especial atencdo (Theakston & Pugh , 1981). No Brasil, até o
momento, ndo foram feitos estudos de campo similares a esse. Com isso, 0
Ministério da Saude promove a distribuicdo do soro antiofidico, com base nas
informacOes fornecidas a partir da notificacdo dos acidentes ofidicos nos
servicos publicos de saude. Usualmente, o médico quando diagnostica um
acidente ofidico, ele o notifica especificando qual o soro utilizado e quantas
ampolas foram necessarias, para o tratamento. O Ministério da Saude entéo,
com base nas informacdes fornecidas pelos hospitais, distribuira as proximas
partidas de soro, fornecendo um numero de ampolas suficientes para os tipos
de acidentes mais frequientes e reduzindo o nimero de ampolas referentes aos
acidentes menos frequentes. Assim, um diagnostico errbneo, com uma
consequente utilizacdo de um soro que nao seja especifico para o acidente em
questao, vai refletir de forma direta na distribuicdo de soros subsequentes, 0
que pode promover a falta de soros menos utilizados, em regides com
problema de diagndstico duvidoso. No caso do acidente causado pela espécie
B. jararacussu, essa problematica ainda € mais grave, visto que para o0
tratamento deste acidente, o soro mais indicado seria 0 antibotrépico-crotalico.
Como este soro so6 é utilizado em acidentes onde o0s sinais e sintomas clinicos

do paciente ndo sdo suficientes para diagnosticar se o0 acidente teve origem

% Entende-se por ‘Kit” de diagnostico uma metodadadg anélise laboratorial que resulta na idengéioa
precisa do animal causador do acidente ofidico.

O teste de ELISA ( Enzyme linked Immunosorbenta4$®u ensaio enzimatico de imuno-aderéncia
ligado a enzima é um teste imunoenzimatico enpgae ser mensurado a presenca de antigenos ou
anticorpos presentes em uma silogéo.
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botrépica ou crotalica, este soro € distribuido somente em regies onde ha a
coexisténcia de serpentes do género Bothrops e Crotalus.

No entanto, em Estados como o Rio de Janeiro, onde praticamente nao
ha a coexisténcia destes géneros, 0 soro antibotropico — crotalico somente se
encontra disponivel em restritas areas onde aparece serpentes do género
Crotalus. Sabendo-se que, no RJ, as serpentes do género Crotalus habitam
somente pequenas areas de fronteira com Minas Gerais e, a espécie B.
jararacussu esta presente em todo o Estado, surge um importante problema de
saude publica, visto qgue na maioria das cidades deste Estado, onde ocorrem,
frequentemente, acidentes causados por B. jararacussu, o soro mais indicado

para o tratamento ndo se encontra disponivel.

Seria muito importante um estudo epidemioldgico para os acidentes
causados por B. jararacussu, ndo s6 no Rio de Janeiro, mas em todos os
estados em que habita esta espécie, pois tais resultados teriam um
desdobramento direto na distribuicdo do soro antibotrépico—crotalico para estes
estados, como também gerar dados para estudos posteriores sobre a eficiéncia
no tratamento do acidente causado por B. jararacussu. Estes dados também
possibilitariam uma otimizacdo da producdo e da distribuicdo do soro

preferencialmente para as regides necessarias.

1.5 — O DESENVOLVIMENTO DE “KITS” PARA DETECCAO DE

VENENOS.

Para o desenvolvimento de um teste diagndstico é preciso a
caracterizacdo do material biologico que se deseja diagnosticar, buscando
propriedades especificas deste material, que possam ser detectaveis e
utilizaveis como ferramentas para o desenvolvimento do “kit". No caso dos
imunodiagnosticos o principio € o mesmo, porém as ferramentas para o
desenvolvimento do “kit” sdo antigenos e anticorpos. Aos antigenos detentores
de especificidade, capazes de serem detectados por anticorpos especificos a

estes antigenos, chamamos de biomarcadores.
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O primeiro método utilizado para quantificar veneno de serpente em soro
sanguineo de animais e de humanos foi o radioimunoensaio (Coulter et al.,
1974). Em seguida veio o uso do ELISA (Ensaio enzimatico de imuno-
aderéncia ligado a enzima) primeiramente descrito por Theakston et al.,1977.
Desde entdo, este método tem sido refinado por outros autores, em diferentes
partes do mundo, com o mesmo objetivo (Theakston 1982; Labrousse et al.,
1988; Chaves-Olortegui et al., 1993, 1997; Selvanayagam et al., 1999a;
Heneine et al.,, 1999; O’Leary et al., 2006). Todos estes testes foram
desenvolvidos, baseados no método de ELISA duplo sanduiche, com
imunoreagentes obtidos a partir de imunizacdo de animais seguido de
purificacdo das igGs por precipitacdo e cromatografia de afinidade, ou da
seguinte forma: Utilizando-se um sistema de cromatografia de imunoafinidade,
0Ss venenos sdo avaliados de forma que as fracbes nao reconhecidas por
reacao cruzada (ex.: um veneno Laquético submetido a um coluna acoplada
com soro antibotropico) eram as que apresentavam especificidade e poderiam
ser utilizadas como antigenos para o desenvolvimento de anticorpos espécie-

especificos.

Outros métodos utilizando diferentes modificacdes do método de ELISA
também tém sido reportados (Barral-Netto et al.,1990, 1991, Amuy et al., 1997,
Dong et al., 2003, Selvanayagam et al., 2002). Os diferentes estudos propdem
imunoensaios para deteccdo de antigenos circulantes e anticorpos anti-
venenos, tanto com enfoque diagndstico como epidemiolégico do acidente
ofidico. Entretanto, algumas desvantagens podem ser apontadas com relacéo
a utilizacdo destes métodos, para obtencdo dos imunoreagentes, no que dizem
respeito ao rendimento, reprodutibilidade e ampliagéo da producédo para escala

industrial.

Em contraste com esse grande numero de publicacbes propondo
diferentes métodos para diagnosticar envenenamentos ofidicos, um numero
muito reduzido de “Kits” de diagnéstico foram desenvolvidos nas ultimas
décadas. O “Kit” de deteccdo de veneno (VDK) produzido pela Commonwealth
Serum Laboratories (CSL) na Australia € o unico “kit” de diagnéstico comercial

produzido atualmente. Vale ressaltar que, na Australia sdo registrados entre
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1000 a 3000 acidentes ofidicos e uma média de 2 mortes a cada ano, enquanto
que no Brasil, com uma média de 20.000 casos a cada ano (Ministério da
Saude, 1998) e outros paises como a India com 200.000 casos por ano e uma
média de 15.000 mortes, (Ananthapadmanabhan J., 1991) ainda ndao contam
com “Kits” de diagnostico comercial em seus sistemas publicos de saude. No
que se refere a questado de custo-beneficio destes kits para a saude humana,
vale citar Carlos Morel na 22 Conferéncia Nacional de Ciéncia Tecnologia e
Inovacdo em Saude, onde ressaltou o trabalho de um grupo Canadense, que
avaliou quais eram as biotecnologias com maior potencial de aplicacdo nos
paises em desenvolvimento. Chegou-se a uma lista das dez biotecnologias de
maior impacto, onde métodos de diagnosticos, simples e baratos, baseados em

tecnologias moleculares, fazem parte dela (Morel C, 2004).

Considerando o potencial de aplicacdo tecnoldgica do desenvolvimento
de “kits” de diagndéstico e, especificamente, sua aplicacdo no contexto do
ofidismo no Brasil, seria importante mais estudos nessa area. Dessa forma, a
identificag8o e caracterizagdo imunoquimica de biomarcadores do veneno da
jararacucu, seria de grande importancia para o inicio do desenvolvimento de
um “Kit” de diagnéstico para esta espécie, contribuindo na tentativa de
minimizar o problema de Saude Publica inerente a esta espécie, no Estado do

Rio de Janeiro.

Dentro das questfes a respeito do diagnéstico diferencial do acidente
causado pela B. jararacussu, surge a primeira pergunta: Ha uma molécula ou
algum grupo de moléculas no veneno desta espécie, com propriedade
imunoldgica capaz de serem classificadas como molécula biomarcadora? Bem,
buscando a resposta para esta pergunta, nasceu a idéia de se estudar este
veneno utilizando uma abordagem denominada prote6mica, somado a técnicas

imunologicas precisas
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1.6 — A PROTEOMICA COMO FERRAMENTA PARA O ESTUDO DE

VENENOS ANIMAIS.

O termo proteoma foi utilizado pela primeira vez em meados da década
de 90 e descreve o conjunto de proteinas codificadas por um genoma (Wilkins,
1996). Diferente de um genoma, que permanece 0 mesmo em toda a vida de
um organismo, o proteoma é dindmico, ou seja, varia de acordo com o
momento e condicdo em que foi analisado. J& o termo prote6mica é definido
como o estudo do proteoma levando-se em consideracdo as mudancas nas
taxas de expressdo, presenca de isoformas, interacbes proteina-proteina,
presenca ou auséncia de novas moléculas associadas a doencas, como

também a maioria das modificagBes pos-traducionais (Tyers e Mann, 2003).

Uma abordagem classica da protedmica consiste na utilizacdo da
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida, usada para separar,
detectar e quantificar as proteinas, seguida de hidrélise das amostras e
posteriormente a identificagdo das mesmas através de técnicas de

Espectrometria de Massas.
1.6.1 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Atualmente, a eletroforese bidimensional (2D-PAGE) tem sido
largamente utilizada, principalmente pelo fato de ser uma técnica que combina
alta resolucédo com reprodutibilidade. O’ Farrel, 1975 foi o primeiro a descrever
esta técnica e, desde entdo, vem sofrendo modificacdes. Esta técnica consiste
na separacdo de proteinas baseada em duas importantes propriedades, carga
elétrica e massa molecular. Na primeira dimensdo (Focalizagdo isoelétrica) a
separacao ocorre com base na carga elétrica da proteina. Nesta etapa (Figura
6), a amostra € submetida a uma migracdo eletroforética em fita de gel
contendo um gradiente de pH. Assim, as proteinas migram horizontalmente no
gel até chegarem ao pH em que sua carga liquida seja zero (ponto Isoelétrico)
(Berg et al, 2002). Apdés a focalizacdo isoelétrica concluida, ou seja, as
proteinas terem focalizado em seus respectivos pls, a primeira dimensao €

concluida.
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Na segunda etapa, a fita resultante da primeira dimensdo é submetida a
tradicional Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)
(Figura 6) para uma segunda separacao das proteinas, agora pela diferenca no

peso molecular das moléculas.
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Figura 6: Esquema ilustrativo das duas etapas da 2D  -PAGE.

A) Separagédo por ponto isoelétrico. A mistura de proteinas é submetida a um gel de
gradiente de pH sob um campo elétrico, promovendo a focalizacdo destas moléculas
em seus respectivos pl. B) Separacdo por peso molecular. As proteinas focalizadas na
primeira dimensao sdo submetidas a uma SDS-PAGE e de acordo com as diferencas
no tempo de migragdo, as quais estdo diretamente relacionadas ao volume da
molécula, ocorre a segunda separacdo da mistura protéica, s6 que agora com base
nos pesos moleculares das proteinas. Fonte: Jing, 2003

1.6.2 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O espectrémetro de massas é um instrumento analitico que converte
0S componentes de uma amostra em ions gasosos e mede suas massas.
Este aparelho é constituido de cinco componentes principais: sistema de
injecdo de amostra, fonte de ions, analisador de massas, detector e
processador de sinais. No comeco dos anos 90, meétodos suaves de
ionizagdo como o MALDI (ionizacdo a laser assistida por matriz) e ESI

(eletrospray) foram desenvolvidos e revolucionaram a espectrometria de
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massas no campo da pesquisa biolégica, pois permitiram a analise de
biopolimeros néo volateis por esta técnica. Estas metodologias de
ionizacdo (fonte de ions) foram acopladas a diferentes sistemas
analisadores. Como exemplo de analisadores, podem ser citados o TOF
(tempo de vbo), ion trap (armadilha de ions), quadrupolo (Q) e os
analisadores associados (tandem) e hibridos TOF/TOF e Q/TOF. As
conexdes dos sistemas de ionizagdo com os analisadores formaram tipos
de espectrometro de massas bastante utilizado em estudos de
biomoléculas, como é o caso do MALDI-TOF, MALDI-TOF-TOF e Q-TOF.
Uma diferenca basica de nomenclatura e funcao destes espectrometros de
massas esta relacionados ao tipo de andlise que estes aparelhos
permitem. Por exemplo, como pode ser visto na Figura 7, no MALDI- TOF a
mistura de peptideos gerados a partir da digestdo enzimatica da proteina
alvo sofre ionizacdo e pela diferenca no tempo de vbdo, as respectivas
massas sao calculadas. Esta analise é do tipo MS (apenas um espectro é
formado). J& os espectrometros de massas do tipo MALDI-TOF-TOF e Q-
TOF (Figura 8) permitem analises do tipo MS-MS, ou seja, dois espectros
sao formados. O termo MS-MS se refere a analises onde a amostra apos a
ionizacao atravessa o primeiro analisador (MS;). Em seguida, os ions de
maior intensidade séo selecionados, entram na camara de colisdo e sao
fragmentados. No segundo analisador, os fragmentos sdo separados e
detectados (MS,). Desta forma, o primeiro espectro gera as informacoes a
respeito do perfil de hidrélise da proteina alvo e o segundo espectro
fornece as massas dos fragmentos peptidicos selecionados. Assim, a

identificacdo pode ser realizada utilizando duas estratégias distintas:

- Impresséo digital de massas peptidicas da proteina (peptide-mass
fingerprint ou PMF). Neste caso a identificacdo € realizada a partir do
espectro de MS. Os fragmentos tripticos de uma proteina sédo Unicos
(impresséo digital). No espectro de MS, as massas dos peptideos sdo
obtidas e comparadas com as massas dos peptideos de proteinas

depositadas no em banco de dados.
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- Identificacdo por MS/MS. Neste caso, aléem da informacao a partir
da fragmentacdo triptica, dados adicionais sdo adquiridos a partir da
fragmentacao dos peptideos mais intensos. Assim, nesta metodologia tanto
as massas dos peptideos gerados a partir da hidrolise e as massas de
seus fragmentos sdo comparadas com estas mesmas informacdes

depositadas em banco de dados.
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Figura 7 Principio do MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight). Os peptideos da amostra séo ionizados e

acelerados em um campo elétrico (analisador de massas). Séo refletidos em um
espelho de ions e desviados para melhor resolu¢cdo. A razdo massa/carga é
proporcional ao tempo de véo dos ions. Quanto menor a massa do ion, mais
rapido é seu tempo de voo. Fonte: Jing, 2003.
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Figura 8: Principio do Q-TOF . Os peptideos da amostra sao ionizados por
Eletrospray (ESI). Em seguida, os peptideos percorrem o analisador quadrupolo
(Q) e suas massas sao detectadas (MS1). Os peptideos mais intensos séo
selecionadas para a camara de colisdo e sofrem fragmentacdo. Finalmente, as
massas dos fragmentos sdo mensuradas por um analisador do tipo TOF (MS2) e
a sequéncias dos peptideos sdo obtidas. Fonte: http://www.hybtech.org/Liu.htm
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2 - JUSTIFICATIVA

Com todas essas questdes referentes a neutralizacdo do veneno da
jararacucu, somado ao fato desta espécie ter a capacidade de inocular altas
guantidades de veneno, tornam os acidentes por ela causados, merecedores
de receber uma conduta terapéutica diferenciada, ou seja, ser administrado o
soro antibotrépico — crotalico. No entanto, os médicos esbarram na grande
dificuldade de se identificar precocemente e apenas pelos sinais clinicos, se o
acidente foi provocado por uma serpente da espécie B. jararacussu ou por uma
outra espécie do género. Nos acidentes ofidicos de forma geral, mas
principalmente no acidente causado por B jararacussu, quanto mais rapido o
diagnostico preciso for feito e o soro especifico for administrado, menores as
chances de o quadro clinico evoluir para danos teciduais no local da picada.
Vale ressaltar que, a administracao de soros poliespecificos deve ser reduzido,
visto que o paciente recebe grandes quantidades de imunoglobulinas
heterélogas, com afinidade por venenos néo relacionado com o acidente, o que
aumenta as chances de efeitos indesejaveis, como reacdes alérgicas severas e
doenca do soro. Assim, preferencialmente deve-se usar soros monovalentes no
tratamento do envenenamento ofidico (Chippaux & Goyffon, 1998; Lalloo &
Theakston, 2003). Dessa forma, o soro antibotrOpico-crotalico deve ser
administrado, exclusivamente nos casos em que haja davida no diagnostico
(entre Bothrops e Crotalus), ou quando for um acidente causado por B
jararacussu, visto que neste caso, 0s beneficios justificam o risco de reacdes

adversas.

Com base nos dados apontados acima, surge nitida a necessidade de
se diagnosticar precocemente e com exatiddo quando um acidente foi
produzido especificamente por B. jararacussu. Porém, esta € uma tarefa dificil
para o médico, quando se utiliza apenas como ferramenta, as manifestacdes
clinicas do paciente. Vale ressaltar que, em todos os estados brasileiros em
que habita a jararacucu (BA, ES, RJ, MG, SP, PR e SC) também habitam
outras espécies do género, o que torna inviavel o diagndstico diferencial

baseado na distribuicdo geografica das espécies.
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Assim, como primeiro passo para se pensar em um diagnéstico
laboratorial para a identificacdo do acidente causado por B. jararacussu, vem a
questdo sobre a identificacdo de Biomarcadores. Dentro deste contexto se
destaca a abordagem protedmica para o estudo de misturas complexas, como
€ 0 caso dos venenos animais, visto que é possivel associar a alta resolugéo e
reprodutibilidade, propiciado pela 2D-PAGE na separacdo das proteinas,
somado a rapidez e confiabilidade de sua identificagcdo por espectrometria de
massas. Assim, neste trabalho foi utilizada uma abordagem prote6mica
classica para o estudo do veneno de B. jararacussu, somado a uma técnica
imunoldgica, também muito utilizada no campo da bioquimica, que é o
“Imunoblotting”. Esta metodologia, que compreendeu a utilizacao de 2D-PAGE
para o fracionamento do veneno de B. jararacussu seguido de andlise por

Imunoblotting, foi inédita para o estudo de veneno de serpentes.
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3 -OBJETIVOS

Com base em todos o0s questionamentos acima apresentados, que
envolvem a espécie B. jararacussu, 0 seu veneno, 0s acidentes e a clinica dos
mesmos, fica evidente a necessidade de uma ferramenta para apontar com
presteza quais acidentes sdo causados pela B. jararacussu, propiciando assim
um tratamento adequado ao paciente. Nestes fatos se centra 0 objetivo geral
do presente trabalho: desenvolver um estudo buscando identificar moléculas
com potencial biomarcador, para serem utilizadas como ferramentas para o
desenvolvimento de um Kit diagndstico diferencial para este acidente, mediante
uma abordagem proteémica somado a técnicas imunoldgicas classicas, como o

“Imunoblotting”.

Os objetivos especificos como segue abaixo, representaram 0s topicos

seguidos para atingir os propdsitos acima citados:

I. Producdo de anticorpos policlonais contra 0 veneno das espécies B.

jararaca e B. jararacussu.

[I. Determinacdo do perfil da eletroforese bidimensional do veneno de B.

jararacussu.

lll. Andalise da presenca de biomarcadores nos venenos estudados, por
SDS-PAGE e 2D-PAGE seguida de “Imunoblotting”.

IV. Analise da presenca de biomarcadores avaliando amostras purificadas

deste veneno.

V. ldentificagdo dos possiveis biomarcadores por espectrometria de
massas (MS e MS/MS)

VI. Caracterizacdo bioguimica dos candidatos a biomarcadores.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 - VENENOS -

A Divisédo de Zoologia Médica do IVB possui um banco de venenos
representado por um importante nimero de espécies de serpentes do
Brasil e de algumas espécies exéticas, principalmente para atender a
producdo de imunobiolégicos e visando também a pesquisa cientifica. Os
venenos sdo coletados, de pelo menos cinquenta exemplares, e reunidos
para liofilizagdo (pool). Foram utilizados “pools” de venenos de das
serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops jararaca procedentes do estado

do Rio de Janeiro
4.2 — ANIMAIS —

Foram utilizados animais de laboratério especificamente
camundongos suicos brancos para os testes de poténcia de venenos e
anti-venenos, e cavalos para a producdo dos soros policlonais espécie
especifico. Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados
na Divisdo de Vacina a Virus do IVB, sob a responsabilidade técnica dos
profissionais dessa instituicdo, seguindo os protocolos da farmacopéia

brasileira.
4.3 — AVALIACAO DA DOSE LETAL 50% (DLso) —

Este experimento foi realizado na Divisdo de Vacina a virus do IVB e
0 protocolo utilizado para a determinacdo da dose letal 50% (DLso) teve
como base o indicado pelo Ministério da Saude, 1996. Os venenos de B.
jararaca e B. jararacussu foram diluidos em solugcdo salina 0,85% na
concentracdo de 1 mg/mL (solucdo estoque). Foram distribuidos volumes
crescentes da solugdo estoque, mantendo um fator de diluicdo de no
maximo 1.5, em tubos separadamente e adicionado solucdo salina de
forma a se obter as doses desejadas (30, 45, 60, 100 pug). Para cada dose

foi separado um grupo de 8 camundongos pesando entre 17-22 g e
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inoculado um volume constante de 0,5 mL, pela via intraperitoneal. Os
camundongos foram observados por 48 horas e o numero de mortos foi

utilizado para calcular a DLsopelo método estatistico de PROBIT.
4.4 - IMUNIZACAO DE ANIMAIS PARA OBTENCAO DE SOROS POLICLONAIS —

Os Soros espécie - especificos (anti-jararaca e anti-jararacussu)

foram produzidos em cavalos, seguindo plano de imunizacdo ja
estabelecido pelo Departamento de Soros do Instituto Vital Brazil (IVB).
Resumidamente, para cada antigeno foi utilizado dois Equinos e um plano
de imunizacdo de 10 semanas (Tabela 1) utlizando os seguintes
Hidroxido de

Aluminio (AIOHg). As doses de veneno utilizadas foram de 2,5 mg e 5,0 mg

adjuvantes: Completo de Freunds, Marcol Montanid e
por animal. Apés a 102 semana foi retirada uma amostra de 250 mL de

sangue de cada cavalo. Este sangue foi desorado e 0s soros espécie

especificos foram aliquotados e congelados, separadamente.

Tabela 3: Plano de imunizagao.

Para a produgéo dos soros policlonais anti-jararaca

e anti-jararacussu foi utilizado um plano de dez imuniza¢des. A dose de veneno por
animal e o periodo de imuniza¢do sdo mostrados na coluna 2 e 8 respectivamente. Os
adjuvantes utilizados foram Freund completo (freundcomp), Marcol + Montanid

(marcolmont) e Hidréxido de Aluminio 10% (AIOHs,)

Plano de Imunizacdo e Preparo da Solucdo de Veneno.

Dose de Quantidade Volume a
Veneno Numero total de Volume de | Volume Data ser
Dose por de Adjuvante Adjuvant total . inoculado
; . veneno + Inoculacéo )
equino equinos 10% (mg) (mL) (mL) por equino
(mg) (mL)
1 2,5 2 5,5 freundcomp 5,5 11 01/07/05 5
2 2,5 2 55 marcolmont 5,5 11 12/07/05 5
3 5 2 11 AIOH; 11 22 19/07/05 10
4 5 2 11 AIOH; 11 22 06/07/05 10
5 5 2 11 AIOH; 11 22 02/08/05 10
6 5 2 11 AIOH; 11 22 09/08/05 10
7 5 2 11 marcolmont 11 22 16/08/05 10
8 5 2 11 AIOH; 11 22 23/08/05 10
9 5 2 11 AIOH; 11 22 30/08/05 10
10 5 2 11 AIOH; 11 22 06/09/05 10
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4.5 —AVALIACAO DA DOSE EFETIVA 50% —

Este experimento foi realizado na Divisdo de Vacina a Virus do IVB e
0 protocolo utilizado para a determinacao da dose efetiva 50% (DEs) teve
como base o indicado pelo Ministério da Saude, 1996. Uma quantidade fixa
(cinco vezes o valor da DEsy do respectivo veneno) dos venenos de B.
jararaca e B. jararacussu foram incubados com doses variadas dos soros
anti-jararaca e anti-jararacuccu, por 30 min a 37° C. Cada mistura (0,5 mL)
foi injetada via intraperitoneal em grupos de 8 camundongos suicos de 18-
22 g. Os camundongos foram observados por 48 horas e o nimero de
mortos foi utilizado para calcular a DEsp pelo método estatistico de
PROBIT. A DEsp € definida como sendo a quantidade de veneno em mg

neutralizada por 1 mL de soro.

4.6 —TECNICA DE DOT-BLOTTING —

O veneno de Bothrops jararacussu foi diluido na concentracéo de 1
mg/mL em TTBS (Tris 20 mM, NaCl 0,5 M e 0,05% Tween 20). Aliquotas
de 1 pl foram aplicadas manualmente sobre membrana de PVDF. A sequir,
as membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado (Molico,
Nestle® ) diluido em TTBS, por 1.5 horas, a temperatura ambiente sob
agitacdo. Os soros hiperimunes foram diluidos em TTBS com 1% de leite
na proporcéao de (1:100, 1:500, 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000) e incubados por
aproximadamente 18 horas (overnight) a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Apos duas lavagens com TTBS por 10 minutos, as membranas
foram incubadas com conjugado imunoenzimatico anti-lgG de cavalo,
marcado com peroxidase (Sigma®) (1/10.000) diluidos em TTBS com 1%
de leite, por 1.5 horas a temperatura ambiente sob agitacdo. As
membranas foram lavadas duas vezes com TTBS e uma vez com TBS
(Tris 20 mM e NaCl 0,5 M) e reveladas utilizando-se kit de detec¢éo para
“Imunoblotting” (Bio Rad®).
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4.7 — TECNICAS DE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA —
4.7.1 - SDS-PAGE

Os venenos (25 pg) foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%
em presenca de SDS, sob condi¢cdes redutoras e nao redutoras (SDS-
PAGE), conforme descrito por Laemmili (1970). As amostras foram fervidas
em banho-maria em tampé&o de amostra (Tris/HCI 12 mM, pH 6,8 20% de
glicerol, 0,5% SDS, EDTA 0,1 M e 0,05% de Azul de Bromofenol e DTT)
por 5 minutos e aplicadas em um gel de empilhamento de 4% de
poliacrilamida. Os venenos foram entdo, submetidos a um campo elétrico
de amperagem constante de 20 mA com voltagem em torno de 200V,
banhado em tampao de corrida (Tris 25 mM, glicina 0,19 M, pH 8,3
contendo 0,1% de SDS). Apds o termino da corrida, os géis foram corados
com Azul de Coomassie (0,5% de Azul de Coomassie R-250, 45% de
metanol e 10% de acido acético) e descorados com uma solucdo de 37%
de metanol e 10% de acido acético ou transferidos para membrana de
PVDF.

4.7.2 - 2D-PAGE

Os venenos total de jararacucu e suas fracdes pré-purificadas foram

analisados por eletroforese bidimensional, nos Sistemas IPGPhor e Ettan

Daltsix (Amersham Biosciences) ou Mini Proteanll (Bio-Rad). Para a primeira

dimenséao utilizou-se tiras de 7 cm e 18 cm com gradiente de pH imobilizado

nos intervalos de 4 a 7 e 3 a 10. O material analisado (sempre liofilizado) foi
solubilizado em tampé&o (8M uréia, 2% CHAPS, 0,5% IPG, 0,002% azul de

bromofenol®) da seguinte forma: 200 pg em 125 ul (para géis de 7cm) ou 1,8

mg em 340 pul (para géis de 18cm). Em seguida as fitas foram cobertas com

DryStrip cover fluid (Amersham Biosciences) para evitar ressecamento do gel e
submetidas as seguintes voltagens: 60V durante 12h, 100V/1h, 200V/1H,
500V/1h, 1000V/1H e 3500V durante 4h (para géis de 7cm) e 60V por 12h,

200V/1h, 500 V/1h, 1000v/1h, 8000V durante 9 horas (para géis de 18cm).

® Em condi¢8es redutoras foi adicionado 0,1M DT ampao.
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Entre a primeira e a segunda dimensdo as tiras focalizadas foram
equilibradas em solug¢des contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,8, uréia 6 M, glicerol
30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002 %, em condi¢gbes redutoras com a
adicao de 1% de ditiotreitol (DTT) e 2,5 % de iodoacetoamida como agente
alquilante, por 30 minutos, ou em condicdo nao redutora, sem a adicdo deste
reagentes por 60 minutos. Na segunda dimensao, utilizou-se géis de 15% de
poliacrilamida. Para os géis de 18 cm foi utilizado o sistema Ettan DaltSix
(Amersham Biosciences) e as condic¢des elétricas, para cada gel foram: 600 V,
400 mA e 5 W por 30 minutos, aumentando somente a poténcia para 25 W e
permanecendo por mais 6 horas (ou o tempo necessario para a linha de base
chegar ao final do gel). Para as fitas de 7 cm foi utilizado o sistema Mini-

Protean (Bio-Rad) sob as mesmas condic¢fes utilizadas na SDS-PAGE.

ApoOs a corrida eletroforética, os géis foram submetidos a tratamento de
fixacdo por 2 horas, nas seguintes condi¢des: a primeira 12 hora em solucéo de
Etanol 30 %, Acido fosférico 2 % , em seguida mais 30 minutos em acido
fosforico 2 % e finalmente mais 30 minutos na solucdo de acido fosforico 2 %,
etanol 18 %, sulfato de amonio 15 %. ApOs a etapa de fixacdo os geéis foram

corados com Coomassie Blue G (1%) por 12 horas e descorados com agua.
4.8 - ANALISE DE IMAGENS

Os mapas bidimensionais obtidos foram escaneados no ImageMaster
LabScan v3.01 (com resolucdo de 300 dpi) e analisados através do programa
ImageMaster Platinum v1.0 (Amersham Biosciences). O primeiro passo na
analise dos géis foi a deteccdo manual dos spots seguido de uma analise
densitométrica. A seguir foram utilizadas as ferramentas de remocao de
background e normalizacdo. Posteriormente, os géis foram calibrados,
utilizando uma escala linear de pH e padrdes de peso molecular (Amersham
Biosciences) e o ponto isoelétrico e peso molecular das proteinas foram

determinados.
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4.9 — TECNICA DE IMUNOBLOTTING —

Apos fracionamento por SDS-PAGE ou 2D-PAGE, as proteinas
foram transferidas para membrana de PVDF (Towbin et al. 1979). A sequir,
as membranas sensibilizadas foram submetidas a caracterizacao
imunoenziméatica de acordo com Anderton & Thorpe, 1980. Foi realizado o
bloqueio das ligacdes inespecificas utilizando-se TTBS (Tris 20mM, NaCl
0,5M, pH 7,5 e 0,05% Tween 20 ) com 5% de leite desnatado (Molico,
Nestle® ) por 1,5 horas em temperatura ambiente, sob agitacdo. Apés a
etapa de blogueio, as membranas foram lavadas duas vezes com TTBS
por 10 minutos. Os soros hiperimunes foram diluidos em TTBS com 1% de
leite, na proporcéo de 1:1000, e incubados por aproximadamente 18 horas
(overnight) a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apos duas lavagens com
TTBS por 10 minutos, as membranas foram incubadas com conjugado
imunoenzimatico anti-lgG de cavalo, marcado com peroxidase (Sigma®)
(1/10.000) diluidos em TTBS com 1% de leite, por 1,5 horas a temperatura
ambiente. As membranas foram lavadas duas vezes com TTBS e uma vez
com TBS (Tris 20mM e NaCl 0,5M) e reveladas utilizando-se kit de
deteccao para “Imunoblotting” (Bio Rad®).

4.10 - PURIFICACAO DE PROTEINAS E ANALISE DO GRAU DE PUREZA .

4.10.1 - ISOELETROFOCALIZACAO — O veneno de B. jararacussu foi
fracionado por focalizacao isoelétrica, utilizando-se o aparelho Rotofor Cell
(Bio Rad®) conforme descrito por Aguiar, 1996. Resumidamente, o veneno
foi solubilizado em 15 mL de Tris-HCI pH 7,5 e adicionado 2 % de anfdolito
para gradiente de pH 3 a 10 (Bio Rad) e centrifigado a 5000g (Sorval).O
sistema foi primeiramente refrigerado a 4°C, ja com as solu¢es de anodo
(HsPO4 0,1M) e catodo (NaOH 0,1M) em seus respectivos recipientes. Em
seguida, a amostra foi aplicada e a voltagem foi determinada para iniciar
em 300 V, devendo atingir 1000 V dentro do periodo da corrida, que foi
realizada em 6 h.
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4.10.2 - CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO — Inicialmente, 500 mg
de veneno liofilizado de B. jararacussu foi homogeneizado em 5 mL de
Tampao (20 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl) em pH 8,8 sob refrigeracao
(4° C). A coluna Sephacryl S-200 HR (2,6 X 100cm) foi equilibrada com o
mesmo tampdo de homogeneizacdo. Em seguida, ap0s o sistema ser
equilibrado, a amostra foi aplicada na coluna em um fluxo de 1 mL/3,5 min
e as fracOes foram coletadas em aliquotas de 4 mL. A eluicdo da amostra

foi monitorada por absorbancia em 280 nm.

4.10.3 - CROMATOGRAFIA LiQUIDA EM ALTA PERFORMANCE (HPLC) -
Experimentos de cromatografia liquida de alta performance foram
realizados para avaliar o grau de pureza da amostra eluida no pH 2,2 do
Rotofor Cell. Estes experimentos foram realizados utilizando-se a coluna de
gel filtragdo ou exclusdo molecular TSK-GEL de 30cm X 7,8mm, acoplada
a um sistema de HPLC, contendo detectores de absorbancia e
fluorescéncia (Shimadzu, Japéo). O sistema foi equilibrado com tampé&o A
(Tris 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4) em utilizado um fluxo de 1 mL/min. O
volume de amostra aplicada na coluna foi de 50 pl. A eluicdo das amostras
foi monitorada pela fluorescéncia em 330 nm (com excitacdo fixa em 280

nm) e pela absorbancia em 280 nm.
4.11 - DIGESTAO TRIPTICA EM GEL DE POLIACRILAMIDA .

As Proteinas de interesse foram digeridas ou in gel, ou em solucéo,
pela enzima tripsina (Promega Madison, WI, USA). Em gel, a metodologia
foi realizada da seguinte forma: Os spots de interesse foram retirados do
gel e colocados em tubos de 0,5 mL (eppendorf). Em seguida, os géis
foram descorados com Bicarbonato de Amoénio 25 mM/ acetonitrila 50%por
12 h. A solucao anterior foi retirada e adicionado 10 mM de DTT em 25mM
de NH4CO3 por 1 hora a 56°C. Apds esta etapa a solucdo foi substituida
por 55mM de lodoacetamida por 45 minutos (reagdo no escuro). Toda a
solucéo foi retirada e os géis foram lavados com 25 mM NH4CO3;/ 50 %
acetonitrila e em seguida desidratados com 100 % de acetonitrila.
Finalmente, os géis ap0s estarem secos foram reidratados com uma

solugdo de NH,CO3; 25 mM contendo 100 ng de tripsina e permanecerem
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nesta solucdo por 16-20 horas a 37°C (digestdo). Apos a hidrélise, os
peptideos foram extraidos com uma solugédo de TFA 5%/Acetonitrila 50 % e

o volume reduzido para 10 pl.

4.12 - ESPECTROMETRIA DE MASSAS —

Apbs hidrolise as amostras foram misturadas com uma matriz de acido
a-cyano 4-hydroxicindmico em solugdo 50 % de acetonitrila e 1 % de &cido
trifluoroacético, para entdo serem analisadas no MALDI-TOF ou MALDI-TOF-
TOF. Os espectros foram adquiridos no modo refletido com o dispositivo
“extracdo atrasada”, na faixa massa/carga de 800 a 4000 daltons. As misturas
foram aplicadas na placa (1 pl) e secas a temperatura ambiente. Em seguida,
0s espectrometros foram calibrados utilizando como padrao uma mistura
comercial de peptideos de massa conhecida: Calmix1, Applied Biosystem. No
MALDI-TOF,as massas dos ions observados, correspondiam as massas dos
peptideos obtidos da digestao triptica e detectados no espectrébmetro (mapa
peptidico). No MALDI-TOF-TOF, além do espectro de MS, foi gerado espectros
MS/MS a partir da fragmentacdo dos dez ions mois abundantes. As massas
obtidas por MS ou MS/MS foram submetidas a pesquisa no banco de dados do
NCBI (“National Center for Biotechnology Information”) com o auxilio do
programa MASCOT (Matrix Science, Londres, Inglaterra). Foi utilizado o modo
de busca por identidade e foi considerado o incremento de massa resultante da
alquilacao das cisteinas pela iodoacetoamida durante a etapa de equilibrio das
tiras iso-eletrofocalizadas e duas clivagens de tripsina perdidas, + 0,8 Da para
MS e + 0,6 Da para MS/MS.

As amostras nado identificadas pelos métodos anteriores foram
analisadas no espectrobmetro de massa Q-Tof Ultima APl (Waters) do
Laboratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS) cuja fonte de ionizacéo é do tipo
eletronspray e os analisadores sdo um quadrupolo e um tempo de vbo. Este
equipamento esta acoplado a uma coluna de desalinizacdo (Waters Opti-Pak
C18 trap column) e uma coluna capilar C18 (Nanoease C18, Waters). Neste
caso, a identificacdo de proteinas € realizada por MS/MS pela interface do
programa Mascot (Matrix Science, version 2.1). Na pesquisa foram usados o0s
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valores de massas monoisotopicos dos espectros MS/MS (MS/MS lon Search),
considerando carbamidometilagdo das cisteinas como modificacdes fixas e
oxidacdo da metionina como modificacdo varidvel. Na hidrolise, por tripsina, foi
considerada a possivel perda de um sitio de clivagem e a tolerancia das

massas dos peptideos e dos fragmentos foi de + 0.05 Da.

4.13 - ANALISE DOS PEPTIDEOS POR BIOINFORMATICA

4.13.1 - ANALISE DE SIMILARIDADE — Os peptideos identificados por
espectrometria de massas foram avaliados quanto a similaridade de
estrutura priméria utilizando o programa BLAST Network Service do
NCBI.

4.13.2 - ALINHAMENTO MuULTIPLO — Os peptideos identificados por
espectrometria de massas foram submetidos a alinhamento multiplo de
sequéncias utilizando um alogaritimo do programa MUSCA (IBM
Bioinformatics group) com base em Parida, 1998.

4.14 - CARACTERIZAGCAO DA BJssu-pI2,2

4.14.1 - ATIVIDADE ENzIMATICA — O ensaio de atividade amidolitica foi
realizado utilizando BApNA como substrato, conforme descrito por
Aguiar, 1996. O substrato foi solubilizado em Tris-HC| 50mM pH 8,0 e
adicionado 0.2, 1.0 e 2.0 pg de proteina. A digestao ocorreu a 37°C e a

mudanca na absorbancia a 410nm foi monitorada por 1 hora.

4.14.2 — ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA — As medidas de
espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas em um
espectrofluorimetro ISS K2 (ISS Inc., Champaign, IL), contendo como
fonte d luz uma lampada de Xendnio de 300 watts, utiliazando-se
fendas de 2mm para excitagdo e 1mm para emissao. As medidas foram
realizadas com a utlizacdo de cubetas de quartzo de 1mL. Os
espectros de emissao de fluorescéncia dos triptofanos sdo obitidos
excitando-se as amostras a 280nm e coletando a emissdo na faixa de
300 a 400nm.
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4.14.3 — ESPECTROPOLARIMETRIA DE DICROISMO CIRCULAR — A analise por
Dicroismo Circular (CD) foi realizada em um espectropolarimetro Jasco-715
(Jasco Corporation, Tokyo, Japan) utilizando um caminho éptico de 1,0mm
e cubeta de quartzo. A Bjssu-pl2,2 (0,2mg/mL) foi dialisada em PBS para
determinacdo do espectro. Os dados foram coletados na velocidade de
50nm/min. A linha de base (somente o tampéao) foi subtraida do espectro.
Para a deconvolucao da curva do espectro do CD foi utilizado o programa

CD PRO, analisado pelos pacotes 1, 3,4 e 7.
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5 - RESULTADOS
5.1 — PRODUCAO E ANALISE DOS SOROS POLICLONAIS ESPECIE - ESPECIFICOS.

A primeira etapa do trabalho constituiu na produgé&o de soros policlonais
espécie — especifico para os venenos de B. jararaca e B. jararacussu, bem
como a titulacdo e reatividade cruzada destes venenos. Estes soros foram
produzidos utilizando-se uma imunizacdo de 10 semanas e todos o0s
experimentos foram realizados com soros provenientes de uma mesma
sangria. Como objetivo principal, esta etapa foi realizada, buscando-se a
producdo de anticorpos especificos, separadamente, para os dois venenos
avaliados, para serem utilizados no estudo imunoquimico do veneno de B.
jararacussu, como também na triagem de proteinas espécie especificas

(biomarcadores) deste veneno.
5.1.1 - Titulacdo dos soros espécie especificos

Inicialmente, os soros espécie especificos foram avaliados, ambos, para
o reconhecimento do veneno de B. jararacussu, buscando a padronizacdo do
titulo a ser utilizado nos experimentos subsequentes. As diluicbes dos
respectivos soros foram de 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000. 1:10000 e titulados
por Dot-blotting. A escolha da diluigéo ideal partiu da premissa de ser a maior
diluicdo que conferisse reconhecimento, capaz de ser detectado pelo método,
frente, especificamente, ao veneno de B. jararacussu. A diluicdo ideal foi

estabelecida em 1:1000 para utilizacdo nos imunoensaios subsequentes.

5.1.2 - Avaliagéo da soroneutralizacdo cruzada in vitro, dos soros espécie
— especificos.

Inicialmente, foram avaliados os perfis eletroforéticos dos venenos de B.
jararaca e B. jararacussu e identificado suas principais variabilidades inter-
especificas. Analisando o perfil eletroforético dos “pools” de venenos utilizados,
o veneno de B. jararacussu apresentou bandas majoritarias na faixa de peso
molecular aproximado de 121, 100, 60, 53, 35, 29, 27, 14 e 13 kDa, quando
analisado em condi¢bes nao redutoras (sem DTT) e 54, 40, 37, 35, 27 e 14

kDa, quando analisado em condi¢cdes redutoras. JA o veneno de B. jararaca
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teve suas principais fragoes nas faixas de peso molecular aproximadas de 130,
121, 100, 54, 39, 37, 29, 27 e 14 kDa, quando analisado em condi¢cées néo
redutoras e 54, 39, 37, 35, 30, 29, 17, 14 e 13 kDa (Figura 9). Como pode ser
visto, ha diferencas marcantes nos perfis eletroforéticos destes venenos,

principalmente quando analisados em condi¢cdes nao redutoras.

Como préximo passo, o veneno de B. jararacussu foi analisado por
“Imunoblotting”, frente ao soro anti-jararacussu (homélogo) e anti-jararaca
(heterdlogo). Neste experimento o veneno foi fracionado por SDS-PAGE e o
perfil imunolégico deste veneno pbéde ser avaliado. Como pode ser visto na
Figura 10, as principais fracdes deste veneno, detectadas por SDS-PAGE,
foram reconhecidas pelo soro homodlogo. Comparando o reconhecimento
conferido pelo soro heterdlogo, pode ser observado um melhor reconhecimento

das fracOes abaixo de 15 kDa.

Na amostra analisada sem DTT, o soro anti-jararaca reconhece
fortemente uma fracdo de peso molecular acima de 105 kDa o que néo é visto
no reconhecimento pelo soro homologo. Ainda com referéncia as amostras
sem DTT, pbde-se notar uma maior intensidade no reconhecimento das
frac6es de aproximadamente 10 a 30 kDa pelo soro heterélogo, mostrando alta
similaridade destas fracdes com o veneno de B. jararaca. Nas regides de 50 a
60 kDa ha um reconhecimento mais intenso destas fragcbes pelo soro
homologo, o que ocorre mais fracamente pelo soro heterdlogo. No entanto, nas
amostras corridas com DTT, o soro homdlogo perde o reconhecimento das
fracOes de 50 e 60 kDa, passando a reconhecer mais fortemente uma banda
na regido de 75 kDa. J4 o soro heter6logo também passa a reconhecer
fortemente uma banda nesta regido. Vale ressaltar que, com essa abordagem,
nao foi possivel conferir especificidade a alguma proteina deste veneno. No
entanto, esses resultados permitiram identificar algumas regides, como as de

peso molecular abaixo de 15 kDa, para serem avaliadas com mais precisao.
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Figura 9: Perfil eletroforético dos venenos de B jararacussy e B. jararaca.
Os pools de venenos de B jararacussy (A e C) e B jararacs (B e 00 25py)
foram fracionados em SD5-FAGE com gradiente de & .a 18% de poliacrlamida
em condigdes ndo redutoras (A e B) e redutoras (C e 0); corados cam Azul de

Comagsie. Us ndmeros g esquerda indicam a migragdo dos marcadores de
massa malecular (kDa):
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Figura 10: Imunoblotting do veneno de  B. jararacussu.
O pool de veneno de B. jararacussu (25ug) foi fracionado em SDS-PAGE
com gradiente de 8 a 18%, em condicBes ndo redutoras (A e B) e
redutoras (C e D). Em seguida as proteinas foram transferidas para
membrana de PVDF e incubadas com soro anti-jararacussu (A e C) e
anti-jararaca (B e D) na diluigdo de 1:1000.
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5.1.3 - Avaliagédo da Soroneutralizacdo cruzada in vivo, dos soros espécie
— especificos.

Visto que o veneno de B. jararacussu é bem reconhecido, tanto pelo
soro homologo, como pelo o heterdlogo, o proximo passo deste estudo
compreendeu uma analise in vivo de soroneutralizacdo. Estes experimentos se
destacam por dois pontos principais: o primeiro, se refere a questao de controle
de qualidade dos soros produzidos para este estudo, verificando se 0s animais
responderam bem a imunizacdo; e segundo, se refere a questao de se avaliar
a soroneutralizacdo cruzada dos veneno de B. jararaca e B. jararacussu,
verificando seu carater antigénico, ou seja, se os referidos venenos se
comportam similarmente como bons imundgenos, ou se comportam de forma
distinta na resposta imune. Resumidamente, este experimento foi realizado da

seguinte forma:

v" A DLsp de cada veneno foi previamente determinada e como resultado
se obteve 54,8ug para o veneno de B. jararaca e 118,36ug para o
veneno de B. jararacussu, corroborando com os valores ja vistos em

literatura.

v Em seguida, cinco gupos de oito camundongos foram desafiados com
uma dose fixa de veneno, estabelecida em 5X o valor da DLsy, sendo
primeiramente incubada por 30 minutos com doses crescentes de soro e

entdo inoculada no camundongo por via intraperitoneal.

v' Assim, os camundongos desafiados com o veneno de B. jararaca
receberam 274ug deste veneno e os desafiados com o veneno de B
jararacussu receberam 591,8ug. Vale ressaltar, que a DLs; de um
veneno € a dose capaz de matar 50% dos animais analisados e uma
dose de 5X maior que a DLsg € mais que suficiente para matar todos os

animais analisados.

v" A protecdo conferida pelos soros foi calculada levando-se em
consideracdo o numero de animais que permaneceram vivos apos 48h,

como pode ser visto nas Tabelas 4 e 5 a seguir.
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Tabela 4: Resultado da soroneutralizagdo in vivo do veneno de B. jararaca frente
aos soro homodlogo e heter6logo.  Os resultados sdo expressos em quantidade de
veneno (mg) neutralizado para cada mL de soro avaliado.

Veneno Desafio: Bothrops jararaca (DLsg = 54,8uQ)

Soro Numero do Equino Resultado Neutralizac&o
Anti - jararacussu 406 0,43 mg/mL
Anti - jararacussu 408 0,53 mg/mL
Média = 0,48 mg/mL
Anti — jararaca 409 4,4 mg/mL
Anti - jararaca 423 2,2 mg/mL
Meédia = 3,3 mg/mL

Tabela 5: Resultado da soroneutralizacdo in vivo do veneno de B. jararacussu
frente aos soro homdlogo e heterdlogo . Os resultados sdo expressos em
quantidade de veneno (mg) neutralizado para cada mL de soro avaliado.

Veneno Desafio: Bothrops jararacussu (DLso = 118,36uQ)

Soro Numero do Equino Resultado Neutralizacéo
Anti — jararacussu 406 1,0 mg/mL
Anti — jararacussu 408 2,44 mg/mL
Média = 1,72 mg/mL
Anti — jararaca 409 1,0 mg/mL
Anti — jararaca 423 0,73 mg/mL
Média = 0,86 mg/mL

43




E importante ressaltar que o soro anti-jararaca neutraliza melhor os
efeitos toxicos do seu préprio veneno (3,3 mg/mL), quando comparado com o
soro anti-jararacussu também para o0 seu proprio veneno (1,72mg/mL),
corroborando com a literatura no que se refere a baixa imunogenicidade do
veneno de B. jararacussu. Outro ponto importante pode ser visto com
referéncia a neutralizacdo cruzada destes soros. O soro anti-jararaca € duas
vezes mais eficiente na neutralizagdo do veneno de B. jararacussu
(0,86mg/mL) comparado com a neutralizagdo conferida pelo soro anti-

jararacussu frente ao veneno de B. jararaca.
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5.2 — Desenvolvimento do mapa bidimensional do vene no de B.

jararacussu e andlise do perfil antigénico.

A proxima etapa do trabalho consistiu em padronizar o uso da
eletroforese bidimensional (2D-PAGE) para o estudo do veneno de B.
jararacussu, desenvolvendo o seu mapa bidimensional, o qual serviu como
base para a identificacdo das principais proteinas de interesse. Alem disso, a
2D-PAGE somada a técnica de ‘Imunoblotting” e a utilizacdo dos soros anti-
venenos, homaologo e heterdlogo, permitiu uma analise mais detalhada do perfil

imunolégico deste veneno.

5.2.1 - Padronizagdo da técnica de eletroforese bid imensional para o

estudo do veneno de B. jararacussu.

A eletroforese bidimensional ou 2D SDS-PAGE consiste em uma técnica
gque, comparado com a tradicional SDS-PAGE, permite um melhor

fracionamento de amostras complexas, como é o caso dos venenos.

No laboratério onde foram realizados os experimentos de 2D SDS-
PAGE, ja haviam sido estabelecidos os parametros para a utilizacdo desta
técnica, para o estudo do veneno de Bothrops jararaca. No entanto, para o
veneno de B. jararacussu, nenhuma experiéncia tinha sido feita. Como pode
ser visto na Figura 11A, o veneno de B. jararaca é composto por proteinas,
quase que na sua totalidade, com ponto isoelétrico na regido acida. As
proteinas majoritarias deste veneno compreenderam a faixa de peso molecular
em torno de 100, 66 e 30 kDa. Ja o veneno de B. jararacussu, a maior parte
das proteinas focalizaram na regido basica, indicando uma importante
diferenca entre estes venenos (Figura 11B). Devido ao carater basico das
principais proteinas do veneno de B. jararacussu foi padronizado o uso de fitas

de gradiente entre 3 e 10 para o estudo deste veneno.
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Figura 11: 2D-PAGE do veneno de B. jararacussu e B. jararaca.

Neste experimento, 200ug dos venenos de B. jararaca (A) e B. jararacussu (B)
foram analisados por eletroforese bidimensional (2D-PAGE). Na primeira
dimensao, as proteinas do veneno foram submetidas a fracionamento utilizando-
se fitas de 7 cm e uma faixa de pH entre 4 e 7. Em seguida, as proteinas
focalizadas em seus respectivos pl foram separadas em SDS-PAGE 15%, sob
condicdes ndo redutoras. Os géis foram corados com Comassie Bue G,
conforme descrito em Materiais e Métodos
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Como pode ser visto na Figura 12, o veneno de B. jararacussu apresenta suas
principais frac6es protéicas distribuido em toda a faixa de pH da fita utilizada e
apresenta parte de suas proteinas na regido basica, nos pesos moleculares
aproximados de 47, 40, 29 e 15 kDa. Na regido acida, chama atencéao as
proteinas nas faixas de peso em torno de 66, 56 e 16 kDa. Vale ressaltar que,
pelo exposto, as proteinas que focalizaram, principalmente na regidao de pH
basico, sugerem ter propriedades bioquimicas distintas, comparada com o
veneno de B. jararaca, visto que este Ultimo é constituido de proteinas na sua

maioria de pl acido.
5.2.2 - Analise da Antigenicidade do veneno de  B. jararacussu.

Com a padronizacdo da condicao ideal para se fracionar o veneno de B.
jararacussu utilizando 2D-PAGE, o0 passo seguinte foi avaliar a
imunogenicidade deste veneno frente aos soros anti — venenos homaologos e
heter6logos. Para tal, o experimento seguiu basicamente trés etapas : A
primeira, que constituiu o fracionamento do veneno por 2D SDS-PAGE em gel
de 7cm; A segunda, que constituiu na transferéncia das proteinas do gel para
membrana apropriada e por ultimo foram realizados imunoblottings com as
referidas membranas frente ao soro homadlogo e heterdlogo. Para padronizacéo
desta técnica, a melhor condigcdo para a transferéncia, tanto das fragbes de
baixo e alto peso molecular foi utilizando membranas de PVDF (0,45 um) e um

tempo para transferéncia de 2:30 hs sob uma corrente de 200 mA.

Como pode ser visto na Figura 13, os soros anti-jararaca e anti-
jararacussu foram bem eficientes no reconhecimento do veneno de B.
jararacussu por esta técnica. No entanto, utilizando esta metodologia, foi
possivel identificar questbes importantes sobre este veneno e serdo

apresentadas em tépicos, a seguir:

- Analisando os resultados de forma comparativa pode-se notar que a maioria
das fracGes do veneno de B. jararacussu foram bem reconhecidas por ambos
0s soros, homoélogo e heterdlogo. Esses resultados sinalizam para a existéncia

de similaridade estrutural entre a maioria das moléculas destes venenos.
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- Na faixa de peso molecular préximo a 30, 66 e 100 kDa, dentro da regido de
ponto isoelétrico na faixa de pH entre 6 e 8, foram as regides em que
ocorreram um maior reconhecimento da fracdes do veneno da B. jararacussu

pelo soro anti-jararaca.

- O soro anti-jararacussu se comportou de forma semelhante ao soro anti-
jararaca no reconhecimento das fracfes na faixa de peso molecular proximo de
30, 66 e 100 kDa. Porém, mostrou um reconhecimento mais amplo da faixa de

peso molecular de 30 kDa e pH entre 3 e 8.

- Na regido acida, com pH em torno de 3, o soro anti-jararacussu foi capaz de
reconhecer fragcbes com o peso molecular proximo a 100, 60, 45 e 14 kDa. Ja o
reconhecimento pelo soro anti-jararaca frente a estas fragcdes, ndo mostrou a
mesma intensidade, reconhecendo apenas as fracdes de peso molecular em
torno de 100 kDa (mais fortemente) e um reconhecimento discreto na faixa de
60 kDa. Vale ressaltar que, ainda neste pH e na faixa de peso molecular em
torno de 45, 30 e 14 kDa, o soro anti-jararacussu foi capaz de reconhecer,
significativamente, mais fracdes nesta area, quando comparado com 0 SoOro

anti-jararaca.

- Na regido bésica, em torno do pH 10, é observado um outro resultado muito
importante sobre a imunogenicidade do veneno de B. jararacussu e sua reacéo
cruzada com o soro heterdlogo anti-jararaca. Comparando-se os resultados
mostrados na Figura 13 com o perfil bidimensional deste veneno (Figura 12)
pode ser visto que, fragbes majoritarias do veneno de B. jararacussu,
principalmente na faixa de peso molecular proximo a 47, 40 29 e 16 kDa, ndo
foram reconhecidas,nem pelo soro homologo como pelo soro heterdlogo e, na
regido proxima a 100 kDa, o soro heterdlogo reconheceu mais intensamente

fracOes nesta regido, comparado com o reconhecimento pelo soro homadlogo.
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Figura 12: 2D-PAGE do veneno de B. jararacussu pH 3 -10 com DTT.

O pool de veneno de B. jararacussu (1,8 mg) foi analisado por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE). Na primeira dimenséo, as proteinas do veneno foram
submetidas a fracionamento utilizando-se fitas de 18 cm e uma faixa de pH entre 3
e 10. Em seguida, as proteinas focalizadas em seus respectivos pl foram
separadas em SDS-PAGE 15%, sob condi¢bes redutoras. O padrdo de peso
molecular e os pontos extremos de pH estdo destacados de azul. Nas caixas
brancas estdo marcados os pesos moleculares determinados para as proteinas
destacadas. As proteinas marcadas de 1-5 foram selecionadas para hidrdlise e
identificacao.
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Com esta abordagem foi possivel identificar fracdbes do veneno de B.
jararacussu reconhecidas somente pelo soro homologo, indicando um potencial
biomarcador para estas moléculas, como também, identificando frac6es pouco
imunogénicas, ndo reconhecidas por ambos o0s soros, mostrando que
provavelmente sejam estas moléculas as responsaveis pela ma neutralizacédo

deste veneno pelo soro antibotropico comercial.

5.2.3 - Mapeamento do veneno de B. jararacussu quanto a similaridade

imunolbgica com o veneno de  B. jararaca.

Com base nos resultados anteriores, o veneno de B. jararacussu foi
caracterizado quanto a similaridade imunolégica com o veneno de B. jararaca.
Para tal, foram levados em consideracdo, principalmente os resultados do
imunoblotting, obedecendo aos seguintes parametros: Quanto melhor o
reconhecimento das fracbes do veneno de B. jararacussu pelo soro anti-
jararaca, maior a similaridade entre estas fracdes e as do veneno de B.
jararaca e quanto maior o reconhecimento das fracdes do veneno de B.
jararacussu pelo soro homdlogo, maior € a imunogenicidade das mesmas.
Assim, como pode ser visto na Figura 14, as imagens das Figuras 11 e 12
foram correlacionadas e de acordo com as diferencas nos perfis imunolégicos

as fracdes foram agrupadas e identificadas como segue:

= Regido imunogénica e de similaridade alta : E aquela em que houve
um alto reconhecimento das fracées do veneno de B. jararacussu pelo

soro homoélogo e heterdlogo;

= Regido imunogénica e de similaridade média : E aquela em que
houve um reconhecimento, alto ou discreto, das fracdes do veneno de B.
jararacussu pelo soro homologo e um reconhecimento discreto pelo soro

heterdlogo.

= Regifo imunogénica de similaridade baixa : E aquela em que houve

um reconhecimento, alto ou discreto, das fracbes do veneno de B.
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jararacussu pelo soro homoélogo e ndo houve reconhecimento pelo soro

heterdlogo.

= Regi&o pouco imunogénica e de alta similaridade : E aquela em que
houve um reconhecimento, alto ou discreto, das fragdes do veneno de B.
jararacussu pelo soro heterdlogo e ndo houve reconhecimento pelo soro

homologo.

= Regifo pouco imunogénica e de baixa similaridade  : E aquela em que
nao houve reconhecimento das fragbes do veneno de B. jararacussu

pelos soros homologo e heterélogo.

Como pode ser visto na Figura 14, nas regides marcadas em amarelo e
vermelho estdo contidas fragbes do veneno de B. jararacussu que
apresentam pouca homologia com fracdes do veneno de B. jararaca, visto
que a reacdo cruzada conferida pelo soro anti-jararaca foi baixa. Assim,
estas regides foram eleitas para serem mais bem avaliadas e as proteinas

nelas presente, identificadas.
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Figura 14: Mapa de similaridade imunolégica do vene  no de B. jararacussu.
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Baseado no reconhecimento conferido pelos soros anti-jararaca e anti-jararacussu,
vistos por imunoblotting, foram destacadas as regides de similaridade imunolégica
do veneno de B. jararacussu com o de B. jararaca. As regifes destacadas no gel
bidimensional do veneno de B. jararacussu foram delimitadas de acordo com o
grau de similaridade imunoldgica entre os referidos venenos e apresentadas em
esquemas de cores, seguindo a legenda abaixo:

Regido de similaridade alta

Regido de similaridade média

Regido de similaridade baixa

Regido pouco imunogénica e de alta similaridade

Regido pouco imunogénica e de baixa similaridade
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5.3 - PURIFICAGAO DAS FRAGCOES COM POTENCIAL BIOMARCADOR DO VENENO DE
B. JARARACUSSU.

Estando definidas as regides do veneno de B. jararacussu que
apresentaram baixa homologia com o veneno de B. jararaca, o proximo
passo foi identificar com mais precisdo, quais eram as fracOes
determinantes deste resultado. Para tal, o veneno de B. jararacussu foi
fracionado utilizando-se dois métodos de purificacdo, com principios
técnicos distintos. Os detalhes destes experimentos serdo apresentados a

seqguir:

5.3.1 - FRACIONAMENTO DO VENENO DE B. JARARACUSSU POR

ISOELETROFOCALIZAGAO E ANALISE DE ESPECIFICIDADE POR IMUNOBLOTT ING.

A fim de purificar as fracdes de ponto isoelétrico extremos, no pH &cido e
basico, foi utilizada a técnica de cromatografia por focalizacao isoelétrica,
que separa as moléculas protéicas por diferenca no ponto isoelétrico. Como
pode ser visto na Figura 15 os resultados da purificacdo por
isoeletrofocalizacao, mostraram muita similaridade com o perfil deste
veneno determinado anteriormente por bidimensional (Figura 12),
principalmente para as fracdoes de pl extremos (pH 3 e 10,
respectivamente). No tubo 1 (Figura 15) a fragdo mais acida do veneno de
B. jararacussu focalizou com o pl proximo do pH 2,2 e mostrou uma banda
Gnica quando analisada por SDS-PAGE. A esta fracdo foi dado o nome de
Bjssu-pl2,2. Esta molécula chama atencéo, pois se encontra na regiao de
baixa similaridade com o veneno de B. jararaca. Seguindo esta etapa de
purificacdo, a Bjssu-pl2,2 foi submetida a uma gel filtracdo para avaliagao
da pureza desta amostra. Como pode ser visto na Figura 16, utilizando a
isoelterofocalizacéo foi possivel isolar esta fragdo, em apenas uma etapa de

purificagao.
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Figura 15: Fracionamento do veneno de  B. jararacussu por isoeletrofocalizacédo

(Rotofor cell).

O veneno de B. jararacussu foi fracionado primeiramente por isoeletrofocalizacdo
seguido de uma SDS-PAGE 15%, sob condi¢des nao redutoras (A) e redutora (B). Em
(1) veneno total de B. jararacussu (Vem T), em (2 e 22) migracdo dos marcadores de
massa molecular identificados a esquerda. De 3 a 21 isoeletrofocalizacdo do referido

veneno com os respectivos pH indicados abaixo.
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Figura 16: Analise por gel filtracdo da purezadap  roteina Bjssu pl2,2.
A amostra eluida no pH 2,2 do Rotofor Cell foi avaliada quanto ao seu grau de

pureza utilizando-se uma coluna de gel filtracdo (TSK-GEL) de 30cm X 7,8mm,
acoplada a um sistema de HPLC, contendo detectores de absorbancia e
fluorescéncia (Shimadzu, Japao). O sistema foi equilibrado com tampao Tris 20
mM, NaCl 100 mM, pH 7,4 em um fluxo de 1 mL/min. O volume de amostra
aplicada na coluna foi de 50 pl. A eluicdo das amostras foi monitorada pela
fluorescéncia em 330 nm (com excitagéo fixa em 280 nm).
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Algumas fragbes da isoelecrofocalizacdo foram selecionados para
analise por immunoblotting frente aos soros anti-jararaca e anti-jararacussu
(proteinas eluidas nos pHs 2.2, 3.2, 5.8, 6.9, 9.2 e 11,3). Como pode ser
visto nas Figuras 17, algumas proteinas chamam atencdo por ndo serem
reconhecidas pelo o soro homoélogo. Dentre estas, valem ser destacadas as
de peso molecular em torno de 14 kDa nos pH 3.2, 6.9 e 9.2; em torno de
27 kDa no pH 3.2 e 30 kDa no pH 5.8. No pH de eluicdo 11.3, pode ser
novamente conferido que as fracbes de pl acima de 10 ndo sao
reconhecidas pelo soro homélogo, corroborando com os resultados obtidos
por bidimensional. Outro ponto importante sobre o reconhecimento de
frac6es do veneno de B. jararacussu pelo soro homdélogo pode ser visto na
Figura 18. O soro anti-jararacussu somente foi capaz de reconhecer a

Bjssu-pl2,2 quando analisada sob condi¢bes néo redutoras.
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Figura 17: Imunobloting das fragbes do veneno de B. jararacussu purificadas por
isoeletrofocalizagéo.

Apos fracionamento do veneno de B.jararacussu por isoeletrofocalizacdo, 10ug das
amostras que apresentaram os perfis eletroforéticos mais representativos foram
selecionados e analisados por imunoblotting, sob condicbes ndo redutoras, frente ao
soro anti-jararacussu (1:1000). Na parte inferior da figura estdo destacados o pH de
eluicdo das amostras selecionadas. Os nimeros nas laterais indicam a migracao dos
marcadores de massa molecular (kDa).
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Figura 18: Imunoblotting da proteina de pl acido.

A Bjssu-pl2,2 foi avaliada quanto ao reconhecimento pelo soro anti-jararacussu sob
condicdes redutoras e ndo redutoras. Neste experimento, 5ug da Bjssu-pl2,2
submetido a SDS-PAGE e transferido para PVDF. Em seguida, a membrana foi
incubada com soro anti-jararacussu na diluicdo de 1:1000 e revelada com Kit de
deteccéo para imunoblotting (Bio Rad®).

59



5.3.2 - FRACIONAMENTO DO VENENO DE B. JARARACUSSU POR CROMATOGRAFIA
DE GEL FILTRAGAO.

Os resultados anteriores mostraram que as fracbes de pl acido do
veneno de B. jararacussu e, principalmente as de alto peso molecular,
foram diferentemente reconhecidas pelos soros homodlogos e heterélogos.
Assim, 0s experimentos seguintes tiveram o objetivo de observar melhor a
reacao cruzada das fracdes de alto peso do veneno de B. jararacussu frente
aos referidos soros. Assim o veneno de B. jararacussu foi fracionado numa
resina de Sephacryl S-200 (2,6 X 100 cm)

Como pode ser visto na Figura 19, no pico 1 da gel filtracdo foi eluida as
fragoes de peso molecular acima de 30 kDa. Para estas fragbes foi
denominado de pool 1 do veneno de B. jararacussu (Figura 19C). O pool
1 foi avaliado por SDS-PAGE 1D e 2D como pode ser visto nas Figuras 20
e 21 respectivamente. Comparando os géis 2D do veneno total (Figura 12)
com e do pool 1 (Figura 21) é constatado o aparecimento de alguns spots,
antes nao detectados no veneno total. Esse fato se d4, visto que por essa
abordagem foi possivel analisar somente as fracbes de alto peso,
permitindo que fragcbes minoritarias deste veneno fossem visualizadas. A

esta abordagem da-se o nome de subproteoma.

Em seguida, o pool 1 do veneno de B. jararacussu foi fracionado por
SDS-PAGE e 2D-PAGE e analisado por imunoblotting. Tanto o soro
homologo como o heter6logo mostrou um bom reconhecimento das
referidas fracdes fracionadas por SDS-PAGE (Figura 20) se destacando
apenas o fato de que nas amostras analisadas em condicdo redutora, pode
ser detectado a dissociacdo de um oligdmero e o aparecimento de duas
bandas de peso molecular proximo a 14 kDa, que sdo reconhecidas pelo
soro heterdlogo e nao reconhecidas pelo soro homoélogo. Ja nas andlises
por “Imunobloting”, partido do fracionamento por 2D-PAGE (Figura 22), foi
possivel identificar novas regides interessantes. Como pode ser visto na
Figura 22, na regido de pl em torno de 3 foi verificado nhovamente um maior

reconhecimento destas fracdes pelo soro homdélogo, comparado com o
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heterdlogo. Na Figura 21 € mostrada novas regiées com potencial de conter

possiveis biomarcadores do veneno de B. jararacussu.
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Figura 19: Fracionamento do veneno de  B. jararacussu por gel filtracdo.
O veneno (500 mg) foi fracionado por cromatografia de gel filtracdo (Sephacryl S-
200 HR), como descrito no Material e Métodos. Os pontos em amarelo no grafico
da Figura A foram analisados por SDS-PAGE 15% e apresentados no gel da
Figura B, em ordem crescente de absorbancia (de acordo com os numeros de 1 a
9 apresentados no grafico). Para cada ponto analisado no gel foi utilizado 20 pg de
proteina. A marcacdo em vermelho no gréfico (A) determina o ponto final de coleta
dos tubos para o pico 1. Em (C) o perfil eletroforético (SDS-PAGE 15%) do pico 1

(20 pg).

62



Anti-jararacussu Anti-jararaca

(=] en E, =1}
E £ E £
ld ek

- - 5 ¢ E ¢

= = =]
g = & =z E & 8§ &
c W 5] %] W
3 = 2 = = = =1
E & E & E & E &

1

05 — d

105 —

™ —

a0~

kL

30 —

15 o
15 —

\ o\ J 1\ N a Y_)

N N

Com DTT 2em DTT

Com DTT sem DTT

Figura 20: Imunoblotting frac6es de alto peso B. ja  raracussu
As fracBes eluidas no pico 1 (Gel filtracdo) foram fracionadas por SDS-PAGE
com gradiente de 8 a 18% e analisadas por imunoblotting. Os numeros laterais
indicam a migragcdo dos marcadores de massa molecular (kDa).
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Figura 21 : 2D-PAGE fracdes de alto peso pH 3-10 sem DTT.

As fracbes de alto peso eluidas no pico 1 (Gel Filtracao) foram fracionadas por 2D-
SDS-PAGE sob condicdes ndo redutoras, utilizando-se na utilizando-se na
primeira dimensao fitas de 7 cm e faixa de pH de 3 a 10 e na segunda dimensao
gel de poliacrilamida de 15%. Os numeros na lateral indicam a migragdo dos
marcadores de massa molecular (kDa). Com base no resultado de 2D-
imunoblotting (Figura 14) foram destacados em amarelo as regides com potencial
de conter novos biomarcadores para o veneno de B. jararacussu.
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5.4 — IDENTIFICACAO DE BIOMARCADOR DO VENENO DE B. JARARACUSSU.

As proteinas selecionadas (Figura 12) foram hidrolisadas em gel e
submetidas a identificacdo por MS/MS. Dos resultados obtidos foi possivel
identificar as proteinas numero 1, 4 e 5 (Figura 12) com uma significancia
estatistica de p < 0.05, como pode ser visto na Figura 23. A proteina de pl
acido e peso molecular em torno de 56 kDa (numero 1, Figura 12) foi analisada
pelo Q-Tof sendo gerado 96 peptideos para esta molécula. Destes, dois
apresentaram similaridade com proteinas do banco de dados (NCBI)
permitindo sua identificacdo. Estes peptideos foram avaliados quanto a sua
homologia, ou com sequéncia de proteina, ou com seqiéncia de nucleotideos,
ja depositados em banco de dados, utilizando-se a ferramenta BLAST network
service (Altschul, 1997). Pbdde ser observado, que o0s dois peptideos
submetidos a analise mostraram alta homologia com a BOTIN, uma serino
proteinase do veneno de Bothrops insularis. O resultado da similaridade destes
peptideos com as cinco proteinas mais homologas pode ser visto na Tabela 6 e
7. Estas cinco proteinas mais homoélogas foram submetidas a um alinhamento
e, como pode ser visto na Figura 24, o peptideo RSVANDDEVIRY é bem
conservado na BOTIN e Bothrombin com 100% de homologia e na BthaTl
(fragmento de serino proteinase de B. alternatus) ha uma substituicdo de uma
prolina por uma alanina. Porém, este peptideo teve uma homologia baixa nesta
regido com a PA-BJ e Stejnobin. J& o peptideo RKPALYTKV é bem
conservado na Pa-BJ, Stejnobin e BOTIN, apresentando uma substituicdo de
fenilalanina por uma leucina na Bothrombin. Porém, apresentou baixa

homologia frente a BthaTl.

As proteinas de pl bésico e peso molecular em torno de 16 e 29 kDa
(nimero 4 e 5, Figura 12) foram identificadas por MS/MS (MALDI Tof-Tof)
sendo gerado 29 e 30 peptideos para estas moléculas, respectivamente. A
proteina de 29 kDa foi identificada também como uma serino proteinase da
familia das trombinas simile. O peptideo pelo qual foi possivel a identificacao
da proteina (RFLVALYTSRS) foi avaliado quanto a sua similaridade pela
ferramenta BLAST e como pode ser visto na Tabela 8, apresentou 100% de

homologia com serino protease de B. jararacussu. A proteina de 16 kDa foi
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identificada como Bothropstoxina-l uma PLA, considerada como a principal

miotoxina do veneno de B. jararacussu.

Tabela 6: Andlise de Similaridade do peptideo RSVAN DDEVIRY. Utilizando a ferramenta
BLAST, as sequéncia peptidicas geradas por MS/MS (Q-tof) da proteina Bjssu-pl2,2 e que
mostraram similaridade com a BOTIN, foram analisados separadamente quanto a similaridade

de sequéncia primaria frente as proteinas do banco de dados (NTBI).
Analise de Similaridade do peptideo

Proteina Registro No residuos Espécie Referéncia homologia

BOTIN Q8QG86 257AA B. insularis Seqiéncia de Nucleotideo 100
VSPA-BOTJA P81661 232AA B. jararaca Seqiiéncia de proteina 100

Bothrombin
BOTJA Q5W960 255AA B.jararaca Seqiéncia de Nucleotideo 83
Q5W958 253AA
Q6IWF1_9SAU Q6IWF1 233AA B. alternatus | Seqliéncia de Nucleotideo 83
R
(BthaTl)

Tabela 7: Analise de Similaridade do peptideo RKPAL
BLAST, as sequéncia peptidicas geradas por MS/MS (Q-tof) da proteina Bjssu-pl2,2 e que
mostraram similaridade com a BOTIN, foram analisados separadamente quanto a
similaridade de sequéncia primaria frente as proteinas do banco de dados (NCBI).

YTKV. Utilizando a ferramenta

Analise de Similaridade do peptideo
Proteina Registro No residuos Espécie Referéncia homologia
BOTIN Q8QG86 257AA B. insularis Sequiéncia de 100
Nucleotideo
Q8AY81-TRIST Q8AYS81 260AA T. stejnegeri Sequiéncia de 100
Stejnobin Nucleotideo
VSP1-BOTJA P81824 232AA B. jararaca Sequiéncia de 100
PA-BJ Proteina
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Tabela 8: Andlise de Similaridade do peptideo
ferramenta BLAST, a sequiéncia peptidica gerada por MS/MS (MALDI tof-tof) da serino
proteinase de pl basico identificada neste trabalho, que foi importante para a
identificacdo desta proteina, foi analisado quanto a similaridade de sequéncia primaria

frente as proteinas do banco de dados (NCBI).

RFLVALYTSRS.

Analise de Similaridade do peptideo

Cédigo NCBI Proteina Espécie Homologia
Q8UVX1 Thrombin-like serine | Agkistrodon caliginosus 100%
protease
Thrombin-like Agkistrodon caliginosus 100%
Q8UUJ2 enzyme ussurin
(Fragment)
Q77229 Serine protease Bothrops jararacussu 100%
VSP2 Pallabin-2 precursor | Agkistrodon halys 100%
. . 5
VSP1_AGKHP Pallabin precursor | Agkistrodon halys 100%
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Figura 23: Identificacdo das frac6es selecionadas d
Apbs tripsinizacdo das frac6es do veneno de B. jararacussu, 0s peptideos gerados
foram analisados por Q-tof (MS-MS) (A) e MALDI Tof-Tof (B e C) e identificados
pela interface do programa MASCOT. Em A, a proteina de pl acido (nimero 1
da figura 12) foi identificada como tombina simile, a partir dos dois peptideos
destacados em vermelho. Em B e C, as proteinas de pl basico (numero 4 e 5 da
figura 12) foram identificadas como uma serino proteinase e Fosfolipase A2
(Miotoxina), respectivamente, a partir dos peptideos destacados em vermelho.
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5.5 — CARACTERIZACAO DO BIOMARCADOR DO VENENO DE B. JARARACUSSU.

A proteina entdo identificada como sendo uma serino proteinase
denominada neste trabalho de Bjssu-pl2,2 foi caracterizada quanto a atividade
enzimatica. Também foi avaliado a quantidade de estrutura secundaria e a
fluorescéncia de triptofano. Por questbes didaticas, os resultados serdo

apresentados em tépicos como segue:

5.5.1 - ATIVIDADE ENzIMATICA — Como a Bjssu-pl2,2 apresentou
homologia com trambina-simile, o proximo passo foi avaliar sua
atividade proteolitica. Como pode ser visto na Figura 25, a Bjssu-
pl2,2 foi capaz de clivar BApNA, confirmando sua atividade

proteolitica.

Atividade BApNA

6,0

5,5 A

5,0 1

4,5 A

V max

4,0

3,5 1

3,0 1

2,5 T T T T T

Conc mg/ml

Figura 25: Atividade Amidolitica (BapNA) da pretei  na Bjssu-pl2,2.
A proteina Bjssu-pl2,2 foi avaliada quanto a sua atividade proteasica. Neste
experimento foi monitorada a clivagem do substrato a partir das mudancas na
absorbancia a 410nm, pelo perido de uma hora. A velocidade méxima de clivagem
obtida para cada diluicdo da proteina (0,2, 1,0 e 2,0ug) foi plotada no gréfico.
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5.5.2 - ESTRUTURA SECUNDARIA — O conteudo de estrutura secundéria da
Bjssu-pl2,2 foi avaliada por dicroismo circular. Como pode ser visto na
Figura 26, o espectro apresenta um pico negativo em 218nm, indicando
ser uma proteina rica em folha beta. Para calcular de forma mais precisa o
conteldo de estrutura secundaria dessa proteina, o espectro foi
deconvoluido utilizando-se o programa CDPRO. A partir destes calculos,
observamos que a proteina apresenta cerca de 56% de folha beta,
seguido de 21,5% de alcas, 15% de estrutura randémica e 7,5% e alfa

hélices.

Dicroismo Circular

Elipticdade Molar mgrau
N

'5 T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260 270

nm

Deconvolugéo da curva do CD e quantificagdo de estrutura secundaria
(Programa CDPRO, pacotes 1, 3,4 e 7)

Estrutura Alfa Hélice Folha Beta Voltas Randb6mica

Percentagem 7,5% 56% 21,5% 15%

Figura 26: Anadlise de estrutura secundaria da proteina Bjssu-p 12,2.
As analises foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco-715 utilizando
um caminho Optico de 1,0mm e cubeta de quartzo. A Bjssu-pl2,2 (0,2mg/mL)
foi dialisada em PBS para determinacdo do espectro. Para a deconvolugéo da
curva do espectro do CD foi utilizado o programa CD PRO, analisado pelos
pacotes 1, 3,4 e 7.
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5.5.3 — ESTRUTURA TERCIARIA — As analises dos espectros de emissédo de
fluorescéncia intrinseca dos residuos aromaticos (triptofanos e tirosinas)
permitem avaliar as caracteristicas de estrutura terciaria e quaternaria de
proteinas. Os espectros contendo picos maximos de emissdo de fluorescéncia
desviados para comprimentos de onda menores e mais energéticos (azul)
refletem que os residuos de aminoacidos aromaticos da proteina em questao
estdo em ambientes mais apolares, enquanto que picos maximos de emissao
de fluorescéncia mais voltados para comprimentos de onda maiores e menos
energéticos (vermelho) refletem que os residuos aromaticos estdo mais
expostos ao solvente polar. De um modo geral, residuos aromaticos em
ambientes mais apolar sugerem que a proteina estd enovelada e,
provavelmente em sua conformagdo nativa. Residuos arométicos mais
expostos ao solvente sugerem gue a proteina esta se desenovelando ou esta
completamente desenovelada. Com esta abordagem, o enovelamento da
proteina Bjssu-pl2,2 foi entdo avaliado por fluorescéncia de triptofano. Como
pode ser visto na Figura 27, o espectro de emissdo de fluorescéncia da
proteina, quando excitada em 280 nm apresenta um pico maximo proximo a
330nm, sugerindo uma proteina bem enovelada.

Fluorescéncia de Triptofano
Bjssu-pl2.2

22000

20000 -

18000 -+

16000

14000 -+

12000 -+

10000 -+

Intensidade de Fluorescéncia

8000 -

6000 -

4000 T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400 420

nm

Figura 27: Andlise de estrutura terciaria da Bjssu-pl2,2

As medidas espectroscopicas foram realizadas em um espectrofluorimetro
ISS K2. A fonte de luz utilizada foi uma lampada de Xenonio de 300 watts e
fendas de 2mm para excitacdo e 1lmm para emissdo. A Bjssu-pl2,2
(0,2mg/mL) foi dialisada em PBS e analisada, utilizando-se cubeta de quartzo
de 1mL. Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos triptofanos foram
obitidos excitando-se as amostras a 280nm e coletando a emissédo na faixa
de 300 a 400nm.
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6 — DISCUSSAO

No Brasil, o tratamento do acidente ofidico causado pela espécie B.
jararacussu encontra um grande problema que € a necessidade de se
diagnosticar precocemente e com exatiddo quando um acidente foi produzido
especificamente por esta espécie, visto que neste acidente o meédico deve
adotar uma conduta terapéutica diferenciada, que € a administracdo do soro
antibotrépico—crotalico, ao contrdrio do tratamento indicado para outras
espécies do género, que é a administracdo do soro monoespecifico, 0
antibotropico. O diagnostico diferencial desta espécie € muito dificil, pois os
sinais clinicos no local da picada se confundem com o0s presentes nos
acidentes causados por serpentes de outras espécies do género. Isto se deve
a similaridade dos efeitos fisiopatoldégicos, caracteristicos nestes
envenenamentos. Apesar de varios autores ja terem mostrado que para o
acidente causado por B. jararacussu o melhor tratamento é a administracdo do
soro antibotrépico-crotalico (Brazil 1911; Dos Santos et al., 1992; De Roodt et
al., 1998; Oshima-Franco et al.,, 2001; Beghini et al., 2005), o Ministério da
Saude ainda ndo indica este soro para o tratamento. Vale ressaltar, que nao ha
estudos epidemioldgicos mostrando o niumero de acidentes causados por B.
jararacussu no Rio de Janeiro. Aléem disso nas grandes Cidades deste Estado,
nao existem serpentes do género Crotalus. Isto associado ao fato do Ministério
da Saude néo indicar o soro antibotropico — crotalico no tratamento do acidente
por B. jararacussu, leva a ndo disponibilidade deste soro na grande maioria dos
hospitais do Estado.

Assim, um estudo imunoquimico do veneno de B. jararacussu, mostrou
ser de grande valia, contribuindo na tentativa de se elucidar questdes
relacionadas ao acidente causado por esta espécie, fornecendo dados
importantes relacionados a neutralizacdo das fracbes toxicas deste veneno.
Outro ponto importante € que a partir da reatividade cruzada deste veneno
frente aos soros anti-jararaca e anti-jararacussu, foi possivel a identificacao de
possiveis moléculas espécie-especifica (biomarcadores) deste veneno. Estes

dados sao uteis, pelo seu potencial de aplicacdo, tanto na tradicional producao
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de soros hiperimunes, objetivando um desenvolvimento de um soro mais
eficiente para o acidente causado per esta espécie, como também, podendo
ser utilizados para o desenvolvimento de anticorpos (policlonais ou
monoclonais) espécie-especificos como ferramenta para a padronizacdo de um

método diagndstico que discrimine este tipo de acidente.

Apesar da similaridade na atividade toxica dos venenos de B. jararaca e
B. jararacussu, o perfil eletroforético destes venenos sdo bem distintos,
principalmente quando analisados em condicbes nao redutoras, corroborando
com os resultados de outros autores (Moura da Silva et al., 1992; Méier, 1986).
Quando analisados por “Imunoblotting”, frente aos soros homdlogos e
heterb6logos, varias bandas mostraram reatividade cruzada. Colombini 2003
mostra que 0s antigenos de maior massa molecular dos venenos de B. atrox e
L. m. muta sdo mais imunogénicos para os dois venenos. Neste trabalho, pode
ser observado nas analises por “imunoblotting” a partir do fracionamento por
2D-PAGE, que tanto o soro homélogo como o heter6logo mostraram um bom
reconhecimento das fragcbes de alto peso do veneno de B. jararacussu,
mostrando que também neste veneno, estas fracdes sdo as mais
iImunogénicas. Esses dados ainda sugerem, que as fracdes de alto peso sao as
gue apresentam maior similaridade estrutural entre os venenos de B. jararaca e
B. jararacussu. Por outro lado, o soro homodlogo foi capaz de reconhecer
melhor as fracbes entre 20 e 45 kDa do veneno de B. jararacussu,
principalmente na regido de pl acido, sugerindo que esta area apresenta
fracbes com pouca similaridade estrutural, sendo boas candidatas para estudos
imunoquimicos mais precisos, como 0 mapeamento de epitopos e producao de
anticorpos monoclonais como ferramenta para o estudo da especificidade
antigénica destas moléculas.

Comparando os pl das proteinas dos venenos estudados (Figura 11), no
veneno de B. jararaca as fragcbes se concentram na regido de pH acido
enquanto que no veneno de B. jararacussu, uma boa parte se concentra na
regido basica. Este fato sugere que as proteinas de pl basico do veneno de B.
jararacussu sdo moléculas que apresentam propriedades distintas comparadas
as proteinas do veneno de B. jararaca, devendo ser melhor estudadas quanto

ao potencial biomarcador para este veneno. Nas andlises por “Imunoblotting”
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pode ser visto que as fracdes da regido basica do veneno de B. jararacussu
foram fracamente reconhecidas tanto pelo soro homologo como pelo soro
heter6logo. Esses resultados chamam atencdo, visto que mostram a baixa
imunogenicidade deste veneno e se destaca a importancia destas fracbes para
a problemética na neutralizacdo dos efeitos locais deste veneno pelo soro
antibotrépico comercial.

Com o desenvolvimento do mapa de similaridade imunoldgica do veneno
de B. jararacussu (Figura 14), foi possivel determinar, mais precisamente, as
areas de interesse neste estudo. As regides de similaridade estrutural baixa
foram separadas de acordo com seu perfil imunogénico. Na regido de pl acido,
o soro homodlogo foi capaz de reconhecer algumas fracbes, enquanto que o
soro heterdlogo ndo, mostrando que estas fracoes apresentam importantes
diferencas estruturais. Estas diferencas foram suficientes para que o0s
anticorpos especificos para o veneno de B. jararaca ndo reconhecessem o0s
epitopos das referidas fracdes, sob as condicdes experimentais utilizadas neste
estudo. No entanto, estas fragcbes foram reconhecidas pelo soro homaologo,
sugerindo que sado bons imundgenos e despertando um maior interesse nestas
moléculas.

Visto a importancia das proteinas da regido acida, o isolamento destas
moléculas foi um importante passo neste estudo. Pelo carater acido destas
proteinas, a técnica proposta foi a isoeletrofocalizacdo. Como 0s venenos sao
misturas complexas de proteinas, a purificacdo destas moléculas geralmente
envolve diferentes etapas cromatograficas (De-Simone et al.,, 2005). No
entanto, neste trabalho, a fracdo &cida do veneno de B. jararacussu, de peso
molecular em torno de 60 kDa foi purificada, sendo utilizado uma metodologia
gue permitiu, em apenas uma etapa, o isolamento desta molécula. Este fato é
importante uma vez que, quanto menor o humero de etapas utilizadas em uma
purificacdo, menor o custo e maior o rendimento do processo.

Tentou-se identificar a fragcdo acida do veneno de B. jararacussu através
da hidrélise depois de separagdo em gel 2D seguido de andlise por MS/MS
(MALDI Tof-Tof). No entanto, ndo foi possivel a obtencao de identificacdo pelos
meétodos classicos. Como a purificacdo desta fracdo por isoeletrofocalizagéo foi
bem sucedida, a metodologia utilizada para identificar esta molécula foi a

seguinte: uma aliquota da amostra ja purificada foi hidrolisada por tripsina em
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solugdo e identificada utilizando-se o Q-Tof como ferramenta. Diferente o
MALDI Tof-Tof, o Q-Tof conta com um sistema de cromatografia de fase
reversa acoplado ao sistema, além da sua fonte de ionizacdo ser do tipo
eletronspray e os analisadores do tipo quadrupolo associado a um Tof (time-of-
flight). Essas diferencas metodoldgicas foram importantes, pois foram geradas
96 fragmentacdes peptidicas e, a partir deste mapa peptidico e utilizando-se a
interface do programa MASCOT, foi possivel a identificacdo da molécula. Dois
peptideos apresentaram uma homologia de 100% com uma serino proteinase
do banco de genes de B. insularis (Junqueira de Azevedo e Ho, 2002). A
sequéncia do gene pela qual a proteina acida (Bjssu-pl2,2) foi identificada,
codifica para uma protease com dominio tripsina, denominada BOTIN. No
entanto, ha consideracdes importantes a serem feitas sobre essa identificacao.
Pela analise da seqiiéncia primaria da BOTIN, esta € uma proteina de 30 kDa
e pl 8,8. J4 a Bjssu-pl2,2 é uma proteina de aproximadamente 60 kDa e pl
2,2. Estas diferencas encontradas podem ser devido a diferencas na sequéncia
polipeptidica e/ou por mudancas poés-traducionais. Entretanto, analises
suplementares confirmaram a atividade proteolitica desta molécula mostrando
gue Bjssu-pl2,2 é uma protease e, provavelmente, do tipo trombina.

A partir do alinhamento da BOTIN com proteinas do banco de dados e
ainda analisando a presenca do peptideo RSVANDDEVIRY nestas proteinas,
pdde ser visto que este peptideo € bem conservado em outra protease, a
Bothrombin (serino proteinase de B. jararaca) e ausente na PA-BJ (outra serino
proteinase de B. jararaca). Por outro lado, o peptideo RKPALYTKV é
conservado na PA-BJ e ausente na Bothrombin. Estes dados séo relevantes
uma vez que a Bothrombin € uma trombina-simile com atividade
fibrinogenolitica (Nishida, 1994) enquanto que a PA-BJ é uma trombina — simile
com atividade sobre plaqueta (agregacdo plaquetéaria), porém ndo apresenta
atividade fibrinogenolitica (Serrano et al, 1995) Uma hipétese é que a Bjssu-
pl2,2 possa ter conservado o sitio catalitico de ambas as proteinas e,
consequentemente, apresentar a atividade biologica tanto de uma, como da
outra proteina homéloga. Esta hipdtese, no entanto, ainda deve ser testada.

Outro ponto se refere a possibilidade da Bjssu-pl 2,2 conservar a
estrutura geral da familia da proteina e, por esse motivo, esta molécula

apresentar um peso molecular consideravelmente maior que os das proteinas
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homélogas. Reforcando essa hipotese, Colombini et al. 2001, chama atenc¢éo
para o fato de que, comparando o perfil imunoquimico dos venenos de B. atrox
e L.m. muta, as proteinas do veneno de Lachesis conservam uma estrutura
geral da familia, variando devido a presenca de novos dominios ou motivos,
fato que gera diferencas na reatividade imunolégica e, possivelmente,
diferencas na atividade tOxica. Esta hipétese se baseia no fato de que o veneno
de L. m. muta possui uma fragdo hemorragica a mutalisina-1 (Sanchez et al.,
1987), a qual pode ser correlacionada com metaloproteinase do tipo P4 de
acordo com o seu peso molecular. Toxinas hemorragicas do veneno de
serpentes do género Bothrops sao frequentemente relacionadas com
metaloproteinase do tipo P1 ou P3, e diferenciam-se de P4 pela auséncia do
dominio lectina que pode estar envolvido na atividade hemorragica (Bjarnason
& Fox, 1994). Por outro lado, enzimas tombina - simile do veneno botrépico
nao apresentam atividade neurotdxica, enquanto que a giroxina do veneno de
Lachesis apresenta esta atividade. Além disso, o N-terminal da Calicreina -
simile do veneno de Lachesis revela muitas substituicbes de aminoacidos
comparado com enzimas tombina - simile do veneno Botrépico (Giovanni-de
Simone et al., 1997). Esses fatos reforcam a idéia de que a Bjssu—pl2,2 possa
apresentar importantes modificacdes estruturais, que ndo estao presentes nas
moléculas homadlogas do veneno de B. jararaca tornando-a uma boa candidata
para estudos mais precisos sobre seu potencial biomardor para o veneno de B.
jararacussu.

O soro anti-veneno de B. jararacussu somente reconhece a Bjssu—pl 2,2
quando analisada sob condi¢cdes nao redutoras (Figura 18), o que sugere que
0s anticorpos especificos para esta proteina dependem de que o0s epitopos
apresentem uma certa conformagdo para que ocorra reconhecimento. De
acordo com a predicdo de epitopos a partir da sequéncia primaria, na BOTIN
(dados ndo mostrados) ha cinco regides consideradas como provaveis regioes
antigénicas da proteina. No entanto, como foi visto, 0 soro anti-jararacussu nao
reconheceu a Bjssu—pl2,2 quando analisada sob condi¢cfes redutoras. Este fato
sugere que, a Bjssu-pl2,2 pode apresentar diferencas estruturais consideraveis
quando comparada com a BOTIN, as quais foram suficientes para que esta
molécula ndo conservasse em sua sequéncia primaria, 0os epitopos lineares

preditos para a BOTIN.
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Um outro ponto importante que chama atencao neste estudo se refere a
observacdo de uma baixa imunogenicidade do veneno de B. jararacussu. Nos
experimentos de soroneutralizacdo in vivo, pode ser observado que, somente
comparando a neutralizacdo dos venenos de B. jararaca e B. jararacussu,
pelos seus respectivos soros homaologos, foi observado que o soro anti-jararaca
foi duas vezes mais eficiente na protecdo contra a letalidade, tanto para o
veneno homoélogo como para o heterélogo. Estes resultados vém de acordo
com o descrito na literatura, sobre a questdo da baixa imunogenicidade do
veneno de B. jararacussu (Dias da Silva 1989, Moura da Silva, 1990). Nas
analises por “imunoblotting” a partir do fracionamento por géis 2D-PAGE, pdde
ser observado que na regido basica ha duas proteinas majoritarias, que foram
mal neutralizadas tanto pelo soro homodlogo, como pelo heterdlogo,
confirmando a questdo da baixa imunogenicidade deste veneno visto na
literatura como também, relacionando a estas proteinas a problematica da ma
neutralizacdo deste veneno pelo soro antibotrépico comercial.

A proteina de pl basico e peso molecular em torno de 29 kDa foi
identificada como uma serino proteinase da familia S1. A seglUéncia
nucleotidica desta proteina ja esta depositada em banco de dados (Kashima et
al., 2004), sendo reportada a esta molécula, apenas atividade peptidasica. A
partir da sequéncia primaria, esta proteina tem peso molecular de 28 kDa e pl
8,8. No entanto, neste estudo pdde ser visto, que apesar do peso molecular se
confirmar, o pl determinado foi acima do predito, ja que esta molécula focalizou
no pH extremo da fita (pH10), podendo entdo, determinar que o pl desta
molécula é = 10. A partir da andlise de similaridade (BLAST) da seqUéncia
desta proteina no banco de dados. Foi verificado que esta molécula se
assemelha a serino proteinases com atividade em fibrinogénio e cininogénio.
No entanto, moléculas deste tipo como a halystase da serpente Agkistrodon
halys, clivam fibrinogénio sem induzir a formagcdo do coagulo (Matsui et al.,
1998) sugerindo estarem mais relacionadas na clivagem de cininogénio e
formacéo de Bradicinina no contexto do envenenamento. Como pode ser visto,
mais estudos a respeito desta molécula devem ser realizados, principalmente
sobre dois aspectos: o primeiro, buscando-se o entendimento da funcdo desta
molécula no envenenamento causado pela B. jararacussu, visto que € uma das

proteinas que ndo foram reconhecidas nem pelo soro homdélogo nem pelo
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heterdlogo e, em segundo, um estudo imunoquimico mais preciso deve ser
realizado, devido ao potencial biomarcador desta molécula para o veneno de B.
jararacussu.

Para o veneno de B. jararacussu ja havia sido descrito a presenca de
proteinas do tipo trombina-simile (fibrinogenases) (Kashima 2004; De-Simone
2005). No entanto, nenhum dado a respeito do perfil imunolégico destas
enzimas foi mencionado. Vale ressaltar, que De-Simone (2005) identifica uma
trombina-simile do veneno de B. jararacussu com atividade fibrinogenolitica de
peso molecular 48 kDa. Neste estudo, porém, as serino proteinases
identificadas apresentavam 29 kDa e 56 kDa, ambas relacionadas por
homologia com enzimas trombina-simile. Assim, a Bjssu-pl2,2 (56 kDa) foi, ,
reportada neste trabalho pela primeira vez para esta espécie.

Um outro ponto importante a ser salientado neste trabalho, diz respeito
a Bothropstoxina-1 (BthTX-I), uma toxina pertencente a familia das fosfolipases
do tipo A,. Para esta familia de proteina encontrada em venenos ofidicos ja foi
descrita uma variedade de atividades farmacolégicas do tipo: neurotoxica,
miotéxica, edematogénica, hipotensiva, cardiotoxica e anticoagulante
(Gutiérrez et al, 1995). A BthTX-l €& considerada a principal miotoxina do
veneno de B. jararacussu sendo que esta molécula apresenta, além da
miotoxicidade, a inducdo de bloqueio neuromuscular (atividade neurotoxica)
(Oshima-Franco 2001; Zamunér 2004).

Neste trabalho pdde ser observado que a BthTX-lI ndo foi reconhecida
pelos soros anti-veneno homologo e heterélogo. Sobre este fato surgem duas
questbes importantes que merecem destaque. A primeira aponta para a
guestdo de esta molécula apresentar baixa imunogenicidade, podendo ser a
principal responsavel pelos efeitos danosos no local da picada, mal
neutralizados pelo soro antibotrépico comercial. Reforcando esta idéia,
Zamunér 2004 mostra em seus resultados que o soro antibotropico neutraliza
apenas 30,4% da atividade miotoxica do veneno de B. jararacussu. Além disso,
Beghini 2005 mostra que um soro especifico para a crotoxina, uma fosfolipase
A, do veneno de Crotalus durissus terrificus foi eficiente na protecdo da
atividade miotdxica e neurotoxica da BthTX-l. Estes fatos sugerem que a

administracdo do soro antibotrépico crotalico no acidente causado por
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B.jararacussu pode ser mais eficiente, principalmente pela contribuicdo da
fracdo crotalica na neutralizacédo da BthTX-I.

A segunda questao, diz respeito ao potencial biomarcador da BthTX-I,
visto que mostrou uma baixa similaridade estrutural com proteinas do veneno
de B.jararaca. Ouros autores ja haviam chamado atencéo para a auséncia de
miotoxina de pl basico no veneno de B. jararaca (Moura-da-Silva et al, 1990Db,
Andrido-Escarso et al 2000) contribuindo para a idéia desta molécula conter
epitopos espécie especificos, podendo estes, portanto, serem utilizados como
ferramenta para o desenvolvimento de um diagndstico diferencial para a B.
jararacussu.

Com a pré-purificagdo do veneno de B. jararacussu por cromatografia de
exclusdo molecular, seguido de fracionamento por 2D-PAGE e analise por
“imunoblotting” foi possivel identificar novos alvos de interesse para o estudo
imunoquimico deste veneno. Como pdde ser visto nos resultados apresentados
na Figura 21, a regido acida de alto peso do veneno de B. jararacussu mostrou
uma importante diferenca no reconhecimento destas fracdes frente aos soros
homélogo e heterdlogo. Este fato demonstra que no subproteoma do veneno
de B. jararacussu possa conter moléculas de importancia para o entendimento
do perfil imunolégico deste veneno. Os estudos do perfil imunolégico do
subproteoma do veneno de B. jararacussu continuam em andamento, visto a
importancia destas moléculas para a compreensao da complexidade da acgéo
bioldgica deste veneno no acidente ofidico.

Assim, a abordagem deste trabalho, utilizando eletroforese
bidimensional somado a técnicas sensiveis como “imunoblotting” e
espectrometria de massas, se mostrou muito interessante para o estudo
imunoquimico das fracbes do veneno de B. jararacussu. As diferencas no
reconhecimento dos soros homologos e heterdlogos frente ao veneno de B.
jararacussu permitiram a identificacdo de trés proteinas com potencial para
serem utilizadas como ferramenta para o desenvolvimento de diagnostico
diferencial para esta espécie. Alem disso, 0s resultados deste trabalho
reforcam a questdo da utilizagcdo do soro antibotrépico crotélico no acidente
causado por esta espécie, relacionando a importancia da fracédo crotélica para
a neutralizacdo de toxinas pouco imunogénicas do veneno de B. jararacussu,

como é o caso da BthTX-I.
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7 — CONCLUSOES

Com as analises de “Imunoblotting” a partir do fracionamento do veneno
por SDS-PAGE foi possivel verificar a reatividade cruzada conferida
pelos soros homologos e heterélogos frente ao veneno de B.
jararacussu. No entanto, esta técnica ndo mostrou ser uma boa
ferramenta para a identificacdo de moléculas com potencial biomarcador

neste estudo.

A abordagem utilizada neste trabalho, que consistiu do fracionamento do
veneno por eletroforese bidimensional, seguido de analise por
“Imunoblotting” e identificacdo por Espectrometria de Massas, mostrou
ser uma boa ferramenta na triagem e identificacdo de moléculas
biomarcadoras em misturas protéicas complexas, como € o caso de

venenos animais.

Neste trabalho foi possivel identificar pelo menos trés moléculas com
potencial biomarcador do veneno de B. jararacussu, a Bjssu-pl2,2, a
Bothropstoxina-1 e a serino proteinase de 29 kDa. Dentre estas, as duas

Gltimas também se destacaram pela baixa imunogenicidade.

Devido a baixa imunogenicidade da Bothropstoxina-l evidenciada neste
estudo e a alta reatividade cruzada desta molécula com a crotoxina
(PLAz)do veneno de C. d. terrificus, visto na literatura, reforca-se a idéia
da utilizagdo do soro anibotropico crotalico no tratamento do acidente
causado por B. jararacussu, visto a importancia da fracao crotalica para
a neutralizacdo de um dos mais importantes componentes deste

veneno.
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