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RESUMO

A cobra coral aquatica, Micrurus surinamensis, apresenta ampla distribuigdo na Amazonia.
Seu veneno ¢ neurotoxico para mamiferos e principalmente para peixes, alimento preferencial
no seu habitat. Estudos bésicos sobre as propriedades bioldgicas e potencial biotecnolégico
das toxinas do veneno dessa espécie sao necessarios, com o intuito de obter subsidios para a
aplicagdo clinica, na soroterapia e/ou desenvolvimento de novas drogas. Neste trabalho, foram
estudadas a toxinas do veneno de M. surinamensis por técnicas protedmicas, onde foram
observados os efeitos neurotoxicos e as atividades biologicas do veneno, e avaliada a poténcia
do soro antielapidico contra essas atividades. Utilizando-se eletroforese uni e bidimensional
foram detectadas proteinas com massas moleculares de 7-70 kDa, 42 spots com massas
moleculares de 12-70 kDa e pl 4-7, 38 spots com massas moleculares de 12-17 kDa e pI 7-11.
O veneno apresentou, in vitro, baixa atividade PLA,, que foi 100% inibida pelo soro
antielapidico produzido no Instituto Butantan. Utilizando a técnica de zimograma ndo foi
observada atividade proteolitica. Segundo o método de recalcificagdo in vitro, o plasma
humano mostrou-se incoagulavel com 80 pg do veneno, sugerindo a presenca de toxinas
inibidoras da cascata de coagulacdo. No entanto, testes In vivo (em camundongos) nio
revelaram a presenca de hemorragia sist€émica ou sangue incoaguldvel. A DLsy do veneno
avaliada em camundongos, por via intravenosa, foi de 700 pg / kg. Ao inocular o veneno na
regido intracerebral, os animais manifestaram, segundos apds a inoculagdo, sintomas como
dificuldade respiratoria, ptose palpebral uni e bilateral, pulos enérgicos, seguidos por periodos
de imobilidade, espasmos nas patas posteriores e coceira compulsiva. Alguns apresentaram,
com 4 pg do veneno, convulsdo e morte instantanea. Estudos de interacdo competitiva toxina-
anticorpo, realizados por western blotting, evidenciaram maior quantidade de anticorpos para

as neurotoxinas de 14 kDa, porém, menor quantidade de anticorpos para as neurotoxinas < 10



kDa. A poténcia do soro antielapidico, do Instituto Butantan, para o veneno de M.
surinamensis foi de 0,35 mg/mL, inferior ao do veneno de M. frontalis (1,5 mg/mL).
Contudo, a maioria dos constituintes protéicos do veneno de M. surinamensis sao toxinas com
baixa massa molecular, principalmente de aproximadamente 7 kDa; o veneno ¢ altamente
neurotdxico para mamiferos (camundongos), afetando tanto o sistema nervoso periférico
como o central; o soro antielapidico nacional mostrou, in vivo, baixa eficacia quanto a
neutralizacdo dos sintomas neurotdxicos causados pelo veneno. Devido a baixa poténcia do
antiveneno, sugerem-se maiores estudos moleculares e clinicos para a inclusdo ou ndo do

veneno de M. surinamensis na producao dos soros antielapidicos.

Palavras-chave: Micrurus surinamensis, neurotoxinas, fosfolipases A,, inje¢do intracranial,

atividades biologicas.
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ABSTRACT

Micrurus surinamensis, the aquatic coral snake species, has distribution in Amazonian rain
forest. Your venom is neurotoxic to mammals and mainly fishes, principal natural feed.
Studies about biological properties and biotechnological potential from M. surinamensis
venom are necessaries to obtain dates to medical and sorotherapy treatment applications and
to new drugs development. Using uni and bidimensional electrophoresis techniques were
detected proteins with 7-70 kDa molecular masses range, 42 spots (12-70 kDa) with pl 4-7
and 38 spots (12-17 kDa) with pI 7-11. In vitro, venom showed very low phospholipases Az
activity that was inhibited 100% by Brazilian antielapidic Butantan Institute antivenom.
Zymogram method not showed proteolytic activity in M. surinamensis venom. Plasma
recalcification time with 80 pg venom suggests cascade coagulation inhibitors toxins in the
venom, but in Vvivo test (in mice) venom not induced systemic hemorrhage and plasma
anticoagulant activities. Venom LDsy was 700 pg / kg. Intracranial injection of the venom
showed in mice apnea, uni and bilateral palpebral ptosis, jumps with short periods of
immobility, compulsive itch and spasmodic contractions, but with 4 ug venom doses was
observed convulsion and death shock. Competitive antibody-antigen interaction studies by
western blot test showed that Brazilian antielapidic Butantan Institute antivenom has high
antibodies title against 14 kDa neurotoxins but very low antibodies title against < 10 kDa
neurotoxins. Antivenom potency against M. surinamensis venom was 0,35 mg/mL, five times
low to neutralizing M. frontalis venom (1,5 mg/mL). This result suggests more molecular and
clinical studies to including or not venom of M. surinamensis for antielapidic antivenom
production.

Key-words: Micrurus surinamensis, neurotoxins, phospholipases A,, intracranial injection,

biological activities.
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Evolutivamente as serpentes sdo os répteis mais diversificados, com treze familias
descritas e, aproximadamente, 3000 espécies. Surgiram durante o Cretaceo Inferior, ha cerca
de 100 a 120 milhdes de anos, e permanecem até os dias atuais (Orr, 2001). Durante esse
periodo, conquistaram os mais variados habitats como: aquaticos (marinhos ou de dgua doce),
terrestres, fossoriais ou arboricolas; expandindo sua distribuicdo no mundo inteiro,
principalmente nas zonas tropicais e temperadas (Hildebrand, 1995).

O Brasil, um pais tropical com clima predominantemente quente e imido, desfruta
de uma enorme riqueza herpetofaunistica. Segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia
(SBH, 2008), 696 espécies de répteis ja foram catalogadas. Dessa diversidade, mais de 50%
sdo serpentes que, em todo o territdrio brasileiro, estdo distribuidas em nove familias
taxondmicas. Duas delas classificam as espécies pegonhentas: Familia Elapidae (corais
verdadeiras — géneros Leptomicrurus Schmidt, 1937 e Micrurus Wagler, 1824) e Familia
Viperidae (jararacas — géneros Bothriopsis Peters 1861, Bothrocophias Gutberlet &
Campbell, 2001 e Bothrops Wagler, 1824; cascavéis - género Crotalus Linnaeus, 1758 ¢
surucucus - género Lachesis Daudin, 1803).

As serpentes pegonhentas distinguem-se, principalmente, pela presenga de um par de
glandulas de veneno supralabiais, simetricamente localizadas na por¢do lateral da cabega.
Essas glandulas sintetizam o veneno, uma mistura heterogénea e complexa de substancias
organicas e ions que, ap6s ser inoculado por meio de dentigdes especializadas, auxilia a
imobilizagdo e digestdo da presa, ou a defesa contra predadores (Oliveira, 2004; Pough et al.,
2003).

Entre as substincias orgénicas presentes nos venenos, em maior quantidade sdo
representadas as proteinas, dotadas ou ndo de atividade enzimatica, € em menor quantidade

sdo encontrados aminoécidos livres, peptideos, carboidratos, lipidios e aminas biogénicas. No
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entanto, sdo as proteinas e alguns peptideos que desencadeam a toxicidade no organismo das

presas naturais e também no dos humanos.

1.1 As Serpentes da Familia Elapidae: Cobra Coral Verdadeira

As serpentes elapidicas s@o bastante distintas. Compreendem 40 géneros, entre eles
Naja (cobras), Dendroaspis (mambas), Bungarus (kraits), Micrurus (corais) e Notechis
(cobras tigres), que estdo distribuidos em quatro continentes: América, Africa, Asia e
Australia (Orr, 2001).

Nas Américas ocorrem somente os géneros Micruroides Schmidt, 1928 (América do
Norte), Leptomicrurus Schmidt, 1937 (América do Sul) e Micrurus Wagler, 1824 (ampla
distribuicdo por todo o continente) (Roze, 1982; Hoge & Romano-Hoge, 1978/79). Essas
serpentes sdo popularmente conhecidas como corais verdadeiras e tém habitat fossorial ou
aquatico. Sdo animais de pequeno porte, medindo de 20 centimetros a um pouco mais de 1
metro e apresentam presas inoculadoras de veneno fixas e relativamente curtas — do tipo
proteroglifas. Em geral, ndo atacam, ocorrendo o acidente com essas cobras somente quando
manuseadas ou pisoteadas (Dos Santos et al., 1995).

A principal caracteristica destas serpentes ¢ a coloracdo da pele — com poucas
excegoes, pela presenca de varios padrdes de anéis vermelhos, pretos, brancos e/ou amarelos.
Esses anéis coloridos t€ém fun¢do primordial na sinalizagcdo de adverténcia ou mimetismo para
seus predadores (Savage & Slowinski, 1990).

Os acidentes causados pelas corais verdadeiras sdo raros em todo o Brasil (< 1%),
porém, extremamente perigosos devido a elevada neurotoxicidade do veneno, que leva a uma
rapida paralisacdo dos musculos dos membros, da face e do diafragma, podendo ocasionar

morte por parada respiratoria (Ministério da Saude, 2008).
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As neurotoxinas elapidicas apresentam, geralmente, baixa massa molecular (a partir
de 6 kDa). Essas pequenas moléculas tém fécil transporte na corrente sangiiinea e sdo
rapidamente absorvidas no organismo, causando sinais e sintomas imediatos na vitima
(Perkins & Tomer, 1995; Seligman, 1993).

Durante o envenenamento, essas toxinas provocam discreta dor, leve edema e
moderada parestesia. Em casos graves, ocasionam fraqueza muscular progressiva, ptose
palpebral uni e/ou bilateral, oftalmoplegia, mialgia, disfagia e disfonia (Manock et al., 2008;

Pinho & Pereira, 2001).

1.2 Estudos das Toxinas das Serpentes Elapidicas

Os estudos sobre toxinas mostram os principais mecanismos de agdo dos
polipeptideos presentes nos venenos das serpentes elapidicas. Essas informagdes auxiliam nao
somente o entendimento da funcionalidade dessas proteinas como também podem ser bastante
uteis para a investigacao dos diversos processos fisioldgicos a nivel molecular, visando essas
proteinas como ferramentas biologicas valiosas.

Os componentes mais estudados dos venenos elapidicos sdo: fosfolipases A, (PLA;),

neurotoxinas pré e pos-sinapticas e cardiotoxinas/citotoxinas (Bougis et al., 1986).

1.2.1 As Fosfolipases A, — PLAs;

As PLA; sdo os principais constituintes dos venenos das serpentes elapidicas. Sdo
enzimas que precisam de fons Ca®" (calcio) para hidrolisarem as ligagdes de
glicerofosfolipidios no carbono 2 (C-2) do glicerol, liberando 4cidos graxos e
lisofosfolipidios. Sua atividade catalitica resulta na liberacdo do acido araquiddnico, um
precursor dos eicosandides — responsaveis pelo desencadeamento das reacdes inflamatérias

(Lehninger, 2006).
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As PLA, (fosfatidil-acil-hidrolase, EC 3.1.1.4) podem ser de dois tipos:
intracelulares (associadas 2 membrana e envolvidas no metabolismo dos fosfolipidios) ou
extracelulares (presentes nos venenos de serpentes).

As PLA, extracelulares, além de executarem sua acdo especifica na digestdo de
lipidios de membrana também sdo tdxicas ao apresentarem alguns efeitos farmacologicos
adicionais (dependentes ou ndo de sua funcdo catalitica), como neurotoxicidade,
miotoxicidade e atividade coagulante e/ou anticoagulante (Kini, 2005; Wickramaratna et al.,
2003; Carredano et al., 1998; Clapp et al., 1995). Elas contém de 119-143 residuos de
aminoacidos (AAs). Sdo proteinas pequenas, com massas moleculares de 12-15 kDa e
altamente estaveis devido a presenga de 5-8 pontes dissulfetos; podem formar homo ou
heteromultimeros (Valentin & Lambeau, 2000; Arni & Ward, 1996).

Baseadas em suas seqiiéncias de aminodcidos e no niimero e posi¢do das pontes
dissulfetos, as PLA, extracelulares dividem-se em classes (Arni & Ward, 1996):

- I: presentes nos venenos de serpentes das familias Elapidae e Hidrophidae e no
pancreas de mamiferos;

- II: presentes nos venenos de serpentes da familia Viperidae;

- III: presentes nos venenos de invertebrados (abelhas, dguas-vivas e escorpides) e
vertebrados (lagartos).

As PLA,; da classe I (elapidicas) possuem 115-120 residuos de AAs e sete pontes
dissulfetos, que estabilizam a sua estrutura molecular formada por: trés estruturas a-hélices,
uma B-folha, um loop de ligagio do cofator Ca*" ¢ um loop elapidico (duas a trés insergdes de
AAs na regido 52-65) (Figura 1). A base estrutural dessas proteinas, conforme as diferencas
nas seqiiéncias de AAs que sdo determinantes para a sua estabilidade conformacional, ird
definir quais os efeitos farmacologicos (neurotdxico, cardiotoxico, miotdxico, hemorragico,

etc.) da enzima em questdo (Valentin & Lambeau, 2000; Arni & Ward, 1996). Estudos de
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mutagénese sitio-dirigida auxiliam o melhor entendimento da relacdo estrutura-funcao das

PLA, (Kelley et al., 1992).

Estrutura a-hélice

Loop elapidico l

Loop de ligagao
Ca2+

Figura 1 — Estrutura molecular da PLA, do veneno da serpente elapidica Naja naja atra, evidenciando trés
o-hélices, uma B-folha, loop de ligagdo do ion Ca*" e loop elapidico, que se estabilizam por quatro pontes
dissulfetos (ndo mostradas). (Fonte: http://opm.phar.umich.edu/protein.php?pdbid=1poa, site Orientations of
Proteins in Membranes — Database).

1.2.2 As Neurotoxinas

As neurotoxinas elapidicas devidem-se em: [B-neurotoxinas (pré-sindpticas), o-
neurotoxinas (pds-sindpticas), cardiotoxinas e neurotoxinas “fracas”. Esses componentes, com
excecdo das [-neurotoxinas, consistem de uma Unica cadeia polipeptidica, contendo
geralmente de 60-75 residuos de aminoacidos e 4-5 pontes dissulfetos. Apresentam baixa
massa molecular (6-7 kDa) e estrutura terciaria do tipo “trés dedos” (three fingers) (Nirthanan
et al., 2003). Apesar da elevada homologia entre si, esses peptideos exibem diferentes
propriedades biologicas.

As neurotoxinas pré e pos-sinapticas atuam na jun¢do neuromuscular, bloqueando os

impulsos nervosos até a total paralisacdo do musculo esquelético (Vital Brazil, 1987; Hofling
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et al., 1983/84). Esses polipeptideos agem especificamente na fenda sinaptica, entre a

terminacdo dos axonios neurais (pré-sinapse) e das placas motoras (pos-sinapse) (Figura 2).

TERMINAGAO ﬁh e
NERVOSA L~

F .
=3 Aty -
~ nay
f-neurotoxinas ﬁ
Vesiculas y
Sinapticas
o KACH
Dendroloxinas °'|° -
f N.:; :- :

*u* Canais Recepiores
de Acetilcolina
-nauroloxinas

ojn
Acatil-
ipesterase

FasGiculinas — —}

Fibra Muscular

Figura 2 — Jungdo neuromuscular e o modo de acdo das B-neurotoxinas e a-neurotoxinas. Na auséncia de
toxinas, o potencial de acdo provoca a liberacdo de acetilcolina na fenda sindptica em uma a¢io dependente
de ions Ca*’ extracelular. (Fonte: Purves et al., 2005).

As B-neurotoxinas bloqueiam a liberagcdo da acetilcolina (ACh) apds os impulsos
nervosos, impedindo a deflagragdo do potencial de a¢do. Algumas dessas toxinas apresentam
funcdes enzimaticas, geralmente atividade fosfolipdsica A, miotoxica, danificando vesiculas
sindpticas e nervos terminais (Vital Brazil, 1987; Vital-Brazil & Fontana, 1983/84).

As a-neurotoxinas competem com a ACh pelos receptores nicotinicos colinérgicos
das placas motoras. Essas toxinas ligam-se com alta seletividade nos receptores especificos do
neurotransmissor ACh (Huang et al., 2008; Karlsson et al., 2000; Jolkkonen et al., 1995).
Apos a sua ligacdo aos receptores, bloqueiam os canais i0nicos, interrompendo os impulsos

nervosos ¢ o desencadeamento do potencial de agdo.
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Uma terapéutica alternativa usada contra a acdo das a-neurotoxinas ¢ o uso de drogas
anticolinesterasicas, como a neostigmina e o edrofonio, ja que essas sdo as unicas toxinas que
podem ser antagonizadas por tais drogas ao competirem pelo mesmo receptor da ACh,
causando uma melhoria dos sintomas neurotoxicos (Bucaretchi et al., 2006; Vital-Brasil &
Vieira, 1996; Watt et al., 1986).

As cardiotoxinas sdo citotoxicas, basicamente peptideos de membrana ativos. Elas
causam despolarizacdo e contragdo das células musculares e rompimento da membrana
celular, além de danificarem eritrocitos e células epiteliais (Condrea, 1974). Sdo altamente
basicas (pl > 9,5) e as sutis variagdes em sua estrutura tridimensional mostram significativas
diferengas em suas atividades biologicas (Kumar et al., 1998).

As neurotoxinas “fracas” tém ac¢do similar as a-neurotoxinas, porém, ao contrario
destas, mostram baixa toxicidade. Por ndo causarem danos visiveis no organismo das vitimas,
sdo usadas como ferramentas para o estudo de sua atuacdo nos receptores neuronais € para
outros processos fisiologicos (Nirthanan et al., 2003).

As a-neurotoxinas, cardiotoxinas e neurotoxinas “fracas” sdo caracterizadas por uma
base formada por trés loops adjacentes que emergem de um centro pequeno, globular e
hidrofébico, o qual ¢ interligado por 4-5 pontes dissulfetos. Sdo moléculas relativamente
planas (em forma de folha), com uma leve concavidade e o plano formado por uma estrutura
B-folha em multicamadas (Tsetlin, 1999; Kumar et al., 1998) (Figura 3). Mesmo com
pequenas variagdes em suas estruturas primdrias e secunddrias, podem obter uma
extraordinaria diversidade funcional e, ao interagirem sinergicamente com outros
componentes do veneno, contribuem para uma maior toxicidade, podendo ser letais

(Mukherjee, 2008; Chaim-Matyas et al., 1995; Tan & Armugan, 1990; Bougis et al., 1987).
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Figura 3 — Estrutura molecular da a-cobratoxina do veneno da serpente elapidica Naja naja siamensis,
evidenciando os trés loops adjacentes interligados por quatro pontes dissulfetos (ndo mostradas). (Fonte:
http://opm.phar.umich.edu/protein.php?pdbid=1ctx, site Orientations of Proteins in Membranes — Database).

Além dos principais componentes citados, os venenos das serpentes da familia
Elapidae apresentam em sua composi¢do enzimas como, L-aminoacido oxidases (LAO)
capazes de induzir citotoxicidade (Ahn et al., 1997), nucleotidases, atividades ATPase e
ADPase (Sales & Santoro, 2008), peptideo natriurético que causa vasodilatagao local (Ho et
al., 1997; Schweitz et al., 1992), acetilcolinesterases que inativam a acetilcolina durante a
transmissdo colinérgica (Frobert et al., 1997) e proteases (serino e metaloproteases) que
degradam proteinas do plasma sanguineo (Jin et al., 2007; Ward et al., 1996). Também estao
presentes alguns inibidores de proteases com estrutura molecular de peptideos, com massa
molecular de aproximadamente 7 kDa e cerca de 60 residuos de aminoacidos (Chang et al.,
2001; Dunn & Broady, 2001; Tytgat et al., 2001; Brillard-Bourdet et al., 1998; Rudrammaji
& Gowda, 1998; Joubert & Strydom, 1978).

Contudo, o veneno das serpentes apresenta uma enorme variedade de componentes

moleculares capazes de provocar toxicidade ao organismo.
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1.3 Caracteristicas dos Venenos das Serpentes do Género Micrurus

Os venenos das serpentes do género Micrurus exibem, geralmente, grande
similaridade com os dos elapideos do Velho Mundo quanto & presenca de neurotoxinas pré e
pos-sinapticas e PLA; com diversos efeitos farmacoldgicos. A busca por novas moléculas
presentes em alguns venenos das espécies de Micrurus ja levou a identificagcdo de mais de 49
proteinas de baixa massa molecular (Perkins & Tomer, 1995).

As toxinas dos venenos micraricos sdo altamente letais em camundongos, podendo
apresentar uma DLsy < 1 pg/g (Francis et al., 1997). Sdo predominantemente neurotoxicas
miotoxicas em suas presas naturais (Urdaneta et al., 2004; Serafim et al., 2002; Gutiérrez et
al., 1980).

Segundo TAN & PONNUDURAI (1992), os venenos elapidicos exibem fraca
atividade proteolitica, baixa atividade fosfodiesterase e 5’-nucleotidase e moderada a forte
atividade PLA,, sendo que algumas espécies exibem forte atividade acetilcolinesterase. A
atividade L-aminodcido oxidase e hialuronidase dos venenos variam amplamente, com baixa,
moderada e elevada atividades.

No Estado do Amazonas, no Centro de Ofidismo Prof. Paulo F. Bihrnheim —
Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas, foram registradas seis espécies de cobras coral
de importancia médica: Micrurus averyi, M. filiformes, M. hemprichii, M. lemniscatus, M.
spixii ¢ M. surinamensis, com baixo indice de acidentes provocados por essas espécies (<1%)
¢ auséncia de obitos (Noronha et al., 2000; Biihrnheim et al., 1988).

Apesar da diversidade e da abundancia de algumas espécies de corais verdadeiras em
toda a regido norte do Brasil, poucos sdo os estudos sobre a ecologia, fisiologia e

comportamento, bem como os estudos bioquimicos dos venenos micruricos.
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1.3.1 Coral Aquatica: Micrurus surinamensis

A Amazonia abrange uma enorme diversidade de cobras coral, entre elas Micrurus
surinamensis, a qual morfologicamente apresenta escamas cefalicas vermelhas com bordas
pretas e padrdo de anéis vermelhos / pretos / amarelos; os anéis pretos estdo dispostos em

triades perfeitamente distintas (Figura 4).

Figura 4 — Micrurus surinamensis (Cuvier, 1817). (Foto: Prof. Paulo F. Biirnheim, 1998).

Essa espécie vive em lugares alagados (igapds) e igarapés (em area de mata
primaria), alimenta-se preferencialmente de peixes e tem uma distribui¢do bastante ampla:
sudeste da Venezuela, Guianas, regides amazdnicas da Colombia, Equador, Peru, Brasil
(Amapa, Amazonas, Para, Maranhdo e Mato Grosso) e Bolivia (Cunha & Nascimento, 1978;
Hoge & Romano-Hoge, 1978/79; Schimidt, 1952).

As toxinas do veneno de M. surinamensis, geralmente, exibem baixa atividade L-
aminoacido oxidase, nucleotidase e hialuronidase, elevada atividade leucina-aminopeptidase e
auséncia de atividade proteolitica e de acetilcolinesterase (Da Silva Jr. & Aird, 2001). Por
causa de sua alimentacdo diferenciada das outras espécies de Micrurus, o veneno de M.
surinamensis constitui um grupo distinto com base em sua composi¢do enzimatica (Da Silva

Jr. & Aird, 2001).
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Um estudo inédito sobre a analise molecular dos constituintes dos venenos de
espécies micruricas da Amazdénia mostrou, por espectrometria de massa (MALDI/ToF/MS),
que hé uma similaridade do perfil protéico dos venenos na faixa de 14-76 kDa. No entanto,
entre 5-8 kDa os venenos estudados revelaram diferentes perfis, sendo que o de M.
surinamensis diferiu significativamente das demais espécies (Lopez-Lozano, 2002).

Sabe-se que os venenos elapidicos sdo ricas fontes de neurotoxinas usadas como
ferramentas em inumeros estudos farmacolédgicos e fisioldgicos. A disponibilizagdo de novas
neurotoxinas, caracterizadas estrutural e bioquimicamente, aumentara o grupo de substancias
para os estudos fisiopatologicos e para possiveis aplicagdes biotecnoldgicas.

Assim, o veneno de Micrurus surinamensis, espécie aquatica e endémica da
Amazonia, poderia fornecer novas moléculas com potencial biotecnoldgico. Para isso ¢
necessario, previamente, realizar estudos basicos da caracterizagdo molecular e das atividades
bioldgicas do veneno dessa espécie, bem como avaliar a capacidade neutralizante do soro

antielapidico nacional sobre o efeito neurotoxico e letal do veneno.
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2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil molecular e as atividades bioldgicas do veneno de Micrurus

surinamensis, de espécimes procedentes da regido de Manaus, Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

Obter por técnicas protedmicas o perfil molecular do veneno de M. surinamensis;
Avaliar as atividades biologicas do veneno de M. surinamensis;

Observar os efeitos neurotoxicos do veneno de M. surinamensis por meio de injegao
intracranial e intravenosa em camundongos;

Verificar, in vitro e in vivo, a poténcia do soro antielapidico nacional contra o veneno

de M. surinamensis.
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3.1 Animais e Veneno

Camundongos (Mus musculus) albinos, pesando entre 18-22 g, foram fornecidos pelo
Biotério Experimental do Laboratério de Toxinologia Molecular - Centro de Ofidismo Prof®.
Paulo Friederich Biihrnheim. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico sob
temperatura controlada de 22 - 25° C, com agua e alimentacao ad libitum.

O veneno, filtrado e liofilizado, de Micrurus surinamensis (pool de animais adultos)
foi fornecido pelo banco de venenos do Laboratorio de Toxinologia Molecular - Centro de

Ofidismo Prof®. Paulo Friederich Biihrnheim e mantido a uma temperatura de - 20° C.

3.2 Caracterizacao do Perfil Molecular

3.2.1 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo LAEMMLI (1970). Os
géis foram feitos de modo descontinuo, apresentando gel de concentracdo de 4% e gel de
separagdo de 12,5% ou de 15%.

As amostras do veneno de Micrurus surinamensis foram dissolvidas em tampao
TRIS-HCI 0,05 M, pH 6,8 e aplicadas em uma concentragdo de 40 pug. A redugdo das
amostras foi feita com DTT (ditiotreitol), em uma concentragao final de 0,1 M. As toxinas do
veneno de Bothrops atrox foram usadas como padrdo de massa molecular (50, 23, 14 kDa),
segundo LOPEZ-LOZANO (2002).

A corrida eletroforética foi realizada com tampao de corrida (TRIS-HCI 0,025 M,
Glicina 0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) sob corrente constante de 20 mA por placa.

Os géis foram corados com Coomassie Blue R-250 0,2% em solugdo de acido
acético, metanol e dgua ultrapura na propor¢ao de 1:4:5 (v/v) durante 5 horas. Os géis foram
descorados em solugdo de 4cido acético, metanol e agua ultrapura na mesma proporg¢do, para

a revelacdo das proteinas.
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3.2.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida TRIS-TRICINA

A eletroforese em gel de poliacrilamida pelo sistema Tris-Tricina foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por SCHAGGER e VON JAGOW (1987).

O gel de Tris-Tricina compde-se basicamente de trés tipos de géis, sendo que a trama
de polimeros existentes em cada tipo de gel vai ficando menor a medida que se avanca a
corrida eletroforética. O gel Tris-Tricina com glicerol é o mais indicado para proteinas com
baixas massas moleculares (at¢ 1 kDa), onde se obtém uma melhor resolu¢do de pequenas
proteinas e peptidios.

As amostras do veneno de Micrurus surinamensis foram dissolvidas em tampao
TRIS-HCI 0,05 M, pH 6,8 e aplicadas em uma concentragdo de 20 pug. A redugdo das
amostras foi feita com DTT (ditiotreitol), em uma concentragdo final de 0,1 M. As toxinas do
veneno de Bothrops atrox foram usadas como padrao de massa molecular (50, 23, 14 kDa),
segundo LOPEZ-LOZANO (2002).

A corrida eletroforética foi desenvolvida em ambiente refrigerado com tampao
catodico superior TRIS-TRICINA 0,1 M, SDS 0,1% pH 8,25 e tampao anddico inferior TRIS-
HC10,2 M, pH 8,9, com duragdo aproximada de 3 horas sob corrente de 40 mA e 100 V.

A coloragdo e descoloragao dos géis foram procedidas segundo o item 3.2.1.

3.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Gradiente de 5-20%

O gel de poliacrilamida foi preparado com gradiente de 5-20% e adi¢do de sacarose
(1% do volume final); a preparagdo dos géis foi de acordo com o item 3.2.1.

O gel por gradiente ¢ feito utilizando diferentes niveis de polimerizacao do gel, em
uma concentragdo do maior para o menor. A técnica auxilia a melhor separacdo das

proteinas/peptidios, resultando em uma boa qualidade da resolucdo das bandas.
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As amostras foram aplicadas nos géis na concentracdo de 50ug do veneno total de M.
surinamensis. As toxinas do veneno de Bothrops atrox foram usadas como padrao de massa
molecular (50, 23, 14 kDa), segundo LOPEZ-LOZANO (2002).

A corrida eletroforética SDS-PAGE foi realizada em tampao de corrida (TRIS-HCl
0,025 M, Glicina 0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) sob corrente descontinua de 20 mA a 60
mA por placa.

A coloragdo e descoloragao dos géis foram procedidas segundo o item 3.2.1.

3.2.4 Eletroforese Bidimensional

- Primeira dimensao: focalizacéo isoelétrica

Foram utilizadas amostras do veneno de M. surinamensis (500 pg ou 250 pg)
diluidas em DTT e tampao IPG. Fitas de 24 cm com pl 3-10 NL ou fitas de 13 cm com pl 4-7
NL ou 7-11 NL foram hidratadas por 12 horas em tampdo amostra. Apos a hidratagdo, as
proteinas foram focalizadas, guiando-se pelo sistema IPG-Phor I11: para as fitas de 24 cm e pl
3-10 em um total de 7 horas e 40.000 volts/hora e para as fitas de 13 cm e pl 4-7 NL e 7-
IINL em um total de 5 horas e 20.000 volts/hora. Depois da focalizagdo isoelétrica, os
sistemas foram equilibrados em solucdo de equilibrio redutora com DTT (por 20 minutos) e,
posteriormente, em uma solugdo de equilibrio alquilante com iodoacetamida (por 20 minutos).
Os sistemas foram colocados no gel de poliacrilamida para a separagdo por massa molecular.

- Segunda dimensao: eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os géis de 12,5% foram preparados segundo o item 3.2.1 para as fitas de 24 cm com
pl 3-10. Os géis de poliacrilamida com gradiente de 5-20%, segundo o item 3.2.3 foram
confeccionados para as fitas de 13 cm com pl 4-7 ou 7-11. As toxinas do veneno de B. atrox
(10 pg) foram utilizadas como marcador de massa molecular(50, 23, 14 kDa), segundo

LOPEZ-LOZANO (2002).
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Todos os géis foram escaneados e analisados no sistema ImageMaster 2D Platinum

6.0, segundo manual de instru¢do do fabricante.

3.3 Avaliacdo e Soroneutralizago in vivo das Atividades Bioldgicas

3.3.1 Injecéo Intracranial em Mamifero (Mus musculus)

Camundongos (Mus musculus) albinos, pesando entre 18-22 g, foram utilizados para
a padroniza¢dao da técnica de injecdo intracranial. O método foi utilizado para verificar a
atua¢do das neurotoxinas do veneno de M. surinamensis no sistema nervoso central de
mamiferos.

Quatro grupos de trés camundongos receberam diferentes doses do veneno de M.
surinamensis: 0,2 pg; 1 pug; 2 ug; 4 pg, diluidas em solugéo salina fisiologica (NaCl 0,15 M).
As amostras foram incubadas em banho-maria a 37° C por 10 minutos. Foi usada como
controle solucdo salina fisioldgica.

Para a injecdo intracranial (i.c.) foram utilizadas seringas para insulina de 1 mL, com
0,3 mm de calibre (BD Ultra-Fine II). O tamanho das agulhas foram modificadas para um
comprimento de 3 mm - limite de inser¢do da agulha na caixa craniana dos animais de
experimentacao.

Os animais foram imobilizados, com suas cabec¢as mantidas em posi¢cdo horizontal, e
o veneno, em um volume final de 20 pL, foi inoculado na regido dorsal do cérebro, no lobo
frontal, atravessando a fissura longitudinal do cranio. Apds a inoculagdo do veneno, os
animais ficaram sob observa¢ao durante 48 horas, anotando-se os sintomas neurolégicos e a

letalidade.
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3.3.2 Obtencédo da Dose Letal 50% (DLs)

A DLs foi avaliada em camundongos (Mus musculus) albinos, pesando entre 18-22
g. Oito grupos de quatro camundongos receberam diferentes doses do veneno de M.
surinamensis: 1 pg; 2,5 ug; 5 pg; 7,5 pg; 10 png; 12,5 pg; 15 pg; 20 pg. O veneno foi diluido
em soluc¢do salina (NaCl 0,15 M) e injetado por via intravenosa (i.v.) em um volume final de
200 puL de cada dose. Apods a inoculagdo do veneno, os animais ficaram sob observagao
durante 48 horas, anotando-se os sintomas € o nimero de mortos apos este tempo.

A DLs foi calculada pelo método de anélise de Probitos (Finney, 1971), usando-se o

nimero de camundongos mortos por dose de veneno em 48 horas.

3.3.3 Poténcia do Soro Antielapidico — Neutralizacdo da Letalidade

Para calcular a poténcia do soro antielapidico foi previamente determinada a dose
eficaz 50% (DEso), onde 50% do efeito letal de uma determinada concentracdo do veneno ¢
neutralizado por 1 mL do antiveneno. Diferentes diluigdes do soro antielapidico produzido no
Instituto Butantan foram misturadas com 5DLs, de veneno, de acordo com as recomendacdes
da Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization, 1981). As diluigdes foram
feitas nas proporgdes 1:1, 1:2 e 1:3 (veneno / soro).

Ap6s a incubacdo por 30 minutos, a 37° C em banho-maria, a mistura (volume final
200 pL) foi injetada via i.v. em quatro grupos de trés camundongos. Foi usado como controle
5DLs do veneno de M. surinamensis. Os animais ficaram sob observagdo por um periodo de
48 horas, anotando-se o nimero de mortos. A poténcia da neutralizagdo do soro foi avaliada

pela andlise de Probitos (Finney, 1971).
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3.3.4 Avaliagdo das Atividades Desfibrinogenante e Hemorragica

Para avaliar o efeito desfibrinogenante do veneno de M. surinamensis foi empregado
o método descrito por THEAKSTON & REID (1983), com algumas alteragdes. Trés grupos
de quatro camundongos receberam diferentes doses de veneno: 10 pg, 15 pg e 20 pg. O
veneno foi diluido em solucdo salina (NaCl 0,15 M) e injetado por via intravenosa (i.v.) em
um volume final de 200 pL de cada amostra. Uma hora apds a inoculacdo, os animais foram
anestesiados com éter e sangrados por puncao cardiaca. As amostras de sangue, 1 mL, foram
deixadas em tubos de hemolise, a temperatura ambiente e a incoagulobilidade sangiiinea foi
avaliada.

Um animal de cada grupo foi separado para detec¢do de atividade hemorragica. Duas
horas apds a inoculacdo do veneno os animais foram anestesiados e sacrificados. A cavidade

toraxica foi aberta para avaliar a presenca de hemorragia.

3.4 Avaliacdo e Soroneutralizagéo in vitro das Atividades Enzimaticas

3.4.1 Avaliacgéo da Atividade Fosfolipasica (PLA,)

A atividade da PLA,; foi detectada em gel de agarose 1%, utilizando 3% de gema de
ovo como fonte do substrato fosfatidilcolina, em tampao PBS 0,04 M, pH 8,1, segundo
metodologia descrita por DE HAAS et al. (1968). A solug@o de agarose e gema de ovo foram
homogeneizadas e a mistura foi aplicada em uma placa de plastico, deixada a temperatura
ambiente para gelificar. No gel foram feitos oito pogos (4 mm de diametro cada), formando
quatro colunas da seguinte maneira: na coluna 1 foi aplicado o controle da atividade PLA;, o
veneno de B. atrox (10 pg do veneno / 20 uL de solugdo salina fisioldgica); na coluna 2, 3 ¢ 4
foi aplicado o veneno de M. surinamensis, nas respectivas concentragdes de 10, 20 e 40 ug do

veneno / 20 pL de solucdo salina fisiologica.
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As placas com as amostras foram incubadas a 37° C em camara umida, por 24 horas.
Ap6s a incubagdo, as areas que surgiram formando um halo transparente foram medidas, em

milimetros, com um paquimetro digital. O halo evidencia a presenga da atividade PLA,.

3.4.2 Imunoneutralizagao da Atividade Fosfolipasica (PLA,)

A neutralizacdo da atividade PLA; foi detectada em placas com gel de agarose 1%,
utilizando 3% de gema de ovo como fonte do substrato fosfatidilcolina, em tampao PBS 0,04
M, pH 8,1, segundo o item 3.4.1.

Foram utilizados os antivenenos produzidos no Instituto Butantan: antielapidico,
trivalente (antibotropico, anticrotdlico e antilaquético), antilondmico, antiaracnidico e
antiescorpidnico, na propor¢do de 1:1 (ug do veneno / uL soro), para verificar a existéncia de
inibicao da atividade PLA, presente no veneno. O soro antielapidico foi usado em diferentes
proporgoes em relagdo ao veneno de M. surinamensis (1:1; 1:0,75; 1:0,50; 1:0,25; 1:0,10;
1:0,05) para verificar a eficacia neutralizante do soro para essa atividade enzimatica.

A mistura veneno / soro foi incubada em banho-maria 37°C, por 30 minutos. O
veneno de M. surinamensis (20 pg / uL) e o de B. atrox (10 pg / uL), sem o soro antiofidico,
foram utilizados como controle da atividade PLA,.

Foram aplicados 20 pL. das solugdes (veneno + soro) em cada pogo do gel, em
seguida as placas foram incubadas a 37° C em camara imida, por 24 horas. Apos a incubagao,
as areas foram analisadas quanto a presenca ou ndo de atividade fosfolipasica, em relagdo a
cada soro. O didmetro do halo (mm), que sugeriu atividade PLA;, foi medido com um
paquimetro digital. A atividade inibitéria do soro foi quantificada em porcentagem pela
diferenca da atividade do grupo experimental com relagdo ao grupo controle. Formula

aplicada para a porcentagem de inibi¢ao: % Inibicao = 100 - Didmetro da Atividade PLA, x 100

Diametro da Atividade PLA, doControle
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3.4.3 Avaliacdo da Atividade Proteolitica por Zimograma

A avaliacdo da atividade proteolitica, por zimograma, foi realizada segundo
HEUSSEN & DOWDLE (1980). Primeiramente foi preparado o gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 15%, segundo o item 3.2.1 e, antes de induzir sua polimerizagdo, foi adicionado 1%
(p/v) dos substratos caseina, fibrinogénio ou gelatina em cada gel. Apds a corrida
eletroforética, os géis foram colocados em tampao glicina pH 8,3 (géis com os substratos
caseina ou fibrinogénio) e tampao colagenase pH 7,5 (gel com o substrato gelatina) na estufa
a 37°C, por 24 horas.

As amostras do veneno de M. surinamensis foram dissolvidas em tampao TRIS-HCI
0,05 M, pH 6,8 e aplicadas em uma concentragdo de 40 pg. A reducdo das amostras foi feita
com DTT (ditiotreitol), em uma concentragdo final de 0,1 M. As toxinas do veneno de
Bothrops atrox (30 pg) foram usadas como controle da atividade proteolitica e como

marcador de massa molecular.

3.5 Avaliagdo in vitro da Atividade Anticoagulante: Tempo de
Recalcificacao

A atividade anticoagulante do veneno foi avaliada pelo tempo de recalcificagdo do
plasma humano, segundo STOCKER & MEIER (1988). O sangue com citrato de sédio 3,8%,
na propor¢ao 1:9, foi centrifugado a 4000 rpm por 15 min; o plasma foi separado e mantido
refrigerado a 4° C.

Foram aplicados 200 pL. de plasma humano em tubos de hemolise e mantidos em
banho-maria a 37° C. As amostras foram preparadas contendo 20 pg, 40 ug ¢ 80 pg do
veneno de M. surinamensis, diluidas em solugdo salina fisiologica (NaCl 0,15 M). Foram
aplicados, separadamente, nos tubos contendo plasma humano, 20 pL. de solugdo de cada

amostra de veneno. Com as concentragdes previamente determinadas, homogeneizou-se a
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mistura e, em seguida, foram adicionados 20 pL de CaCl, (cloreto de calcio) 0,4 M. Foram
feitas triplicatas das amostras e observado o tempo de inicio da recalcificacdo (formagdo de
coagulo).

O controle foi feito utilizando somente o plasma com 20 pL de CaCl, 0.4 M,
anotando-se o tempo de inicio da recalcificagdo para a comparagdo com as amostras do

veneno de M. surinamensis.

3.6 Western Blotting — Interacdo Competitiva

A metodologia foi procedida para verificar possiveis interagdes antigeno-anticorpo
de modo semi-quantitativo. A técnica foi obtida de acordo com TOWBIN et al. (1979) com
algumas modificagdes. Primeiramente as amostras foram previamente submetidas a
eletroforese SDS-PAGE, com gradiente de 5-20%, segundo o item 3.2.3. Apds a corrida
eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose com
tampao de transferéncia, sob corrente constante de 260 mA e 60 V por 2:30 horas. A
membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau S para verificar a eficiéncia da
transferéncia das bandas do gel para a membrana e foi cortada em tiras. Depois, foi lavada
abundantemente com agua destilada para tirar o excesso de corante. Logo apods, as tiras de
membrana de nitrocelulose foram tratadas com solu¢do de bloqueio (5g de leite desnatado,
dissolvidos em 100 mL de tampdo Tris-Salina e Tween 20) por duas horas, para bloquear
sitios inespecificos de ligacao.

Para verificar a interagdo antigeno-anticorpo de modo a quantificar os anticorpos
capazes de se ligarem as toxinas do veneno, foram incubados, previamente em banho-maria a
37° C, por 30 min: 5 ug, 20 pg ou 80 pg do veneno de M. surinamensis com 4 pL do soro
antielapidico em 5 mL de TBS (Tampao Tris-Salina) e, apds a incubagdo, cada sistema com

as diferentes concentragdes do veneno (5 pg, 20 pg ou 80 pg) foi aplicado a uma tira de
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membrana de nitrocelulose, respectivamente e incubado por 1:30 h. Como controle, em uma
tira de membrana de nitrocelulose foi adicionado somente o soro antielapidico diluido 1:1000
em TBS (Tampao Tris-Salina) e incubado por 1:30 h & temperatura ambiente.

O conjugado imunoenzimatico (anti IgG de cavalo com peroxidase) foi diluido na
propor¢ao 1:2000 em solucdo TBS e incubado com as membranas de nitrocelulose (contendo
a mistura veneno / soro € somente soro) por 1:30 h a temperatura ambiente.

Ap6s a incubagdo, as tiras da membrana de nitrocelulose foram lavadas, e a reagao
de deteccdo das bandas de proteina foi desenvolvida com adi¢gdo do substrato para a
peroxidase (1,5 mg 4-a-cloro-1-naftol + 24 puL. HO; + 0,5 mL Metanol + 17,5 mL TBS) para

verificar a capacidade de ligagdo antigeno-anticorpo por interagdo competitiva.

3.7 Testes Estatisticos

Conforme necessario, os resultados foram expressos em média + desvio padrao da
média ou usado o teste “t” de Student, com niveis significantes de probabilidade menores que

5% (p<0,05).
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4.1Perfil Molecular das Proteinas do Veneno de Micrurus surinamensis

A eletroforese Tris-Tricina, em condi¢des ndo redutoras, possibilitou a visualizagao
de proteinas acima de 50 kDa, entre 23 a 40 kDa, uma de aproximadamente 20 kDa e
proteinas intensas com e abaixo de 14 kDa até, aproximadamente, 7 kDa. Em condi¢des
redutoras, foi observada uma tunica banda protéica >50 kDa, proteinas fortemente coradas

entre 14 e 23 kDa e também abaixo de 14 kDa (Figura 5).

1 2
NR R
—-——
50 kDa | S—
50 kDa
23kDa
23kDa
14 kDa

14 kDa

Figura 5 — Perfil eletroforético Tris-Tricina do veneno de M. surinamensis (2), em condi¢des ndo-redutoras
(NR) e redutoras (R). Marcadores de massa molecular das toxinas do veneno de Bothrops atrox (1). Géis
corados com Comassie Blue R-250.

O veneno de M. surinamensis, sob condi¢des redutoras, foi submetido a analise do
perfil eletroforético bidimensional, em gel de poliacrilamida a 12,5% e em gel com gradiente
de 5-20%.

Nos géis de 24 cm, com pl de 3-10 NL, foram detectados 43 spots - 22 distribuidos

na regido acida e 21 spots na regido basica. Vinte e seis spots apresentaram massa molecular
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entre 12-20 kDa. Acima de 50 kDa (at¢ ~70 kDa) foram revelados 17 spots com,
aproximadamente, a mesma massa molecular, porém, com diferentes pls (Figura 6).

Os géis de 13 cm, com pl de 4-7 NL, mostraram 42 spots, sendo que a maioria deles
apresentou o pl entre 5-6. Quatorze spots apresentaram massa molecular em torno de 12-30
kDa e 28 com massa molecular acima de 50 kDa (at¢ ~70 kDa). Pode-se observar que a
maioria das proteinas presentes nessa faixa de pH (acido) apresentou alta massa molecular, e
suas massas foram bastante semelhantes (Figura 7).

Nos géis de 13 cm, com pl de 7-11 NL, foram detectados 38 spots. Suas fragdes
protéicas distribuiram-se nessa faixa de pH e apresentaram baixa massa molecular, de 12-17

kDa (Figura 8).
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Sistema ImageMaster 2D-Platinum 6.0
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Figura 6 — Perfil eletroforético bidimensional (SDS-PAGE — 12,5%, strip pI 3-10 NL) do veneno de M.
surinamensis. Spots analisados no sistema ImageMaster 2D Platinum 6.0. Marcadores de massa molecular
das toxinas do veneno de Bothrops atrox. Gel corado com Comassie Blue R-250.
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Figura 7 — Perfil eletroforético bidimensional (SDS-PAGE — Gradiente 5-20%, strip pI 4-7 NL) do veneno
de M. surinamensis. Spots analisados no sistema ImageMaster 2D Platinum 6.0. Marcadores de massa
molecular das toxinas do veneno de Bothrops atrox. Gel corado com Comassie Blue R-250.
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Sistema ImageMaster 2D-Platinum 6.0
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Figura 8 — Perfil eletroforético bidimensional (SDS-PAGE — Gradiente 5-20%, strip pI 7-11 NL) do veneno

de M. surinamensis. Spots analisados no sistema ImageMaster 2D Platinum 6.0. Marcadores de massa
molecular das toxinas do veneno de Bothrops atrox. Gel corado com Comassie Blue R-250.
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4.2 Atividades Biologicas das Toxinas do Veneno de Micrurus surinamensis

O veneno de M. surinamensis apresentou letalidade bastante elevada quando
inoculado pela via intravenosa (i.v.) e intracranial (i.c.).

Os animais que receberam diferentes doses do veneno por via intracranial ficaram
sob observacdo para verificar possiveis atividades das toxinas no sistema nervoso central
(SNC).

Os sintomas provocados pela inoculagdo intracranial de 0,2 pg, 1 pg, 2 nge 4 nug do
veneno da espécie em estudo e o tempo de atuacdo das toxinas no SNC dos camundongos
estdo descritos na Tabela 1.

Os sintomas provocados pela inoculagdo intracranial de 20 pL de solugdo salina
fisioldgica (controle para a atividade) foram respiracdo ofegante e apatia. Manifestagdes que

desapareceram apos 10 min da inoculacdo de solucdo salina fisioldgica. Nao houve morte.
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Tabela 1 — Sintomas produzidos pelas toxinas de Micrurus surinamensis apds injegdo intracranial do veneno em
camundongos (Mus musculus).

Dose

Tempo Comportamento/Sintomas
(19)
0,2 <1 min Paralisia muscular total e dificuldade respiratéria.
30 min Pulos enérgicos, sensibilidade ao tato e a audigdo, coceira compulsiva.
1h Periodos de imobilidade, apatia.
2:30 h Recuperagdo dos sintomas normais. Todos os animais ficaram vivos apos 24
horas.
1 <1 min Paralisia muscular total e dificuldade respiratéria.
25 min Pulos enérgicos, sensibilidade ao tato e a audigao, coceira compulsiva.
35 min Periodos de imobilidade, apatia.
2:30 h Recuperagdo dos sintomas normais. Todos os animais ficaram vivos apos 24
horas.
2 <1 min Paralisia muscular total, dificuldade respiratdria, leves espasmos nas patas
posteriores.
30 min Convulsido seguida de morte.
4 <1 min Corpo estirado com a cabega erguida para o alto, paralisia muscular total,

dificuldade respiratoria, leves espasmos.
5 min Pulos enérgicos, sensibilidade ao tato e a audi¢do, espasmos nas patas
posteriores, periodos de imobilidade e apatia.

15 min Convulsdo seguida de morte.
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De acordo com o teste de Probitos, o veneno mostrou uma DLs, intravenosa de 14
pg (16,8 — 11,3) por 20g do peso do animal (700 pug/kg).

A capacidade de neutralizagdo dos efeitos neurotdoxicos do veneno de M.
surinamensis pelo soro antielapidico nacional foi muito baixa, mostrando uma poténcia de 0,3
(0,5 — 0,02) mg/mL (veneno/soro). J& o soro antielapidico distribuido pelo Ministério da
Saude apresenta para o veneno de M. frontalis uma poténcia de 1,5 mg/mL.

Os sintomas provocados pela inoculagio intravenosa de 1 pg, 10 pg, 15 pg e 20 pg
do veneno de M. surinamensis e o tempo de atuagdo das toxinas no organismo dos

camundongos estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Sintomas produzidos pelas toxinas de Micrurus surinamensis apés injegao intravenosa do veneno em

camundongos (Mus musculus).

Dose (ug) Tempo Comportamento/Sintomas
| 30 min Ptose palpebral uni e bilateral, olhos lacrimejantes e apatia.
lh Dificuldade respiratdria, hipotonia muscular, leves espasmos nas patas
posteriores.
1:30 h Coceira compulsiva (patas, genitalia, cauda, cabega, focinho e olhos),
estiramento muscular das patas posteriores.
2:30h Recuperagdo dos sintomas normais. Todos os animais ficaram vivos apos 24
horas.
10 10 min Dificuldade respiratoria, hipotonia muscular, ptose palpebral uni e bilateral.
1:30 h Coceira compulsiva (patas, genitalia, cauda, cabega, focinho e olhos),
estiramento muscular das patas traseiras.
>14h Hipotonia muscular, ptose palpebral uni e bilateral.
24 h Recuperagdo dos sintomas normais. Todos os animais ficaram vivos ap6s 24
horas.
15 10 min Dificuldade respiratoria, hipotonia muscular, ptose palpebral uni e bilateral.
30 min Morte por parada respiratoria.
20 <1 min Dificuldade respiratéria, hipotonia muscular e exoftalmia.
<5 min Morte por parada respiratoria.
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Foi verificada auséncia de hemorragia na cavidade toraxica, fossas nasais e genitalias
dos animais que receberam 7,5 ug, 10 pg e 13 pg do veneno por via intravenosa. O sangue
desses animais, apds ser coletado, tornou-se coagulavel no intervalo de tempo normal de
coagulobilidade sangiiinea dos camundongos (< 60 segundos).

Os animais que receberam doses altas do veneno (15 pg e 20 pg), imediatamente
apos o Obito, foram necropsiados e também ndo mostraram nenhuma atividade hemorragica
na cavidade tordxica nem em outros locais visiveis do corpo, como nos 0rgdos genitais
externos e no focinho.

O veneno mostrou-se altamente neurotdxico, causando a morte dos camundongos em
poucos minutos. As toxinas do veneno, quando inoculadas in vivo, foram extremamente letais

em doses maiores que 20 pg, causando paralisia muscular e respiratoria imediatas.
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4.3 Avaliacdo e Soroneutralizacdo das Atividades Enzimaticas

4.3.1 Atividade da Fosfolipase A,

Na concentra¢do de 10 pg, o veneno de M. surinamensis apresentou, segundo a
metodologia utilizada, atividade PLA;; duas vezes menor que a atividade fosfolipasica A, do
veneno de Bothrops atrox (10 pg do veneno utilizado como controle). No entanto, usando-se
maiores concentragdes do veneno de M. surinamensis foi observada similar atividade ao

controle (Figura 9, Tabela 3).

Bothrops atrox Micrurus surinamensis

Figura 9 — Atividade fosfolipasica A,, em gel de agarose, do veneno de Micrurus surinamensis: duplicata de
10 pg, 20 pg e 40 pg /20 pL do veneno. Controle: 10 pg veneno de Bothrops atrox.

Tabela 3 — Atividade fosfolipasica (PLA,) no veneno de Micrurus surinamensis.

Veneno (ug) Halo (mm) % Atividade PLA,
Controle* 11,25+ 1,25 100
10 6,5+1 57,7
20 8+0 71,1
40 9+1 80

*10 pg do veneno de Bothrops atrox.
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O soro antielapidico, na proporcao de 1:1, foi o unico que inibiu 100% a atividade da
PLA, do veneno de M. surinamensis. O soro trivalente, na mesma propor¢ao, inibiu
aproximadamente 30% a atividade desta enzima. Os demais soros, antiaracnidico,
antilondmico e antiescorpidnico, na propor¢do de 1:1, ndo inibiram significativamente a

atividade da PLA; do veneno de M. surinamensis (Figura 10, Tabela 4).

Controle Veneno de M. surinamensis x Antivenenos

B. atrox

M. surinamensis

Figura 10 — Neutraliza¢do da atividade da PLA, do veneno de M. surinamensis com os antivenenos:
antielapidico (A.E.), trivalente (A.T.), antiaracnidico (A.A.), antilondmico (A.L.) e antiescorpidnico (A.Esc.).
Veneno/soro 1:1 em duplicatas. Controles: 10 pg do veneno de Bothrops atrox e 20 pg do veneno de M.
surinamensis (duplicatas).

Tabela 4 — Neutralizagdo da atividade fosfolipasica (PLA;) no veneno de Micrurus surinamensis.

Soros Halo (mm) % Neutralizacéo da Atividade PLA,
i 9,25+0,25 0
Antielapidico 0 100
Trivalente 6,5+1 29,7
Antiaracnidico 8,5+0,5 8,1
Antilondémico 9+0 2,7
Antiescorpionico 8+0,5 13,5

(-): controle positivo: 20 pug do veneno de M. surinamensis.
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O soro antielapidico mostrou elevada eficidcia quanto a neutralizacdo da atividade
PLA; (Figura 11). Em diferentes doses utilizadas do soro antielapidico (dose maxima de 20

pL e dose minima de 1 puL) foi inibida 100% a atividade da PLA,, segundo o sistema testado.

Controle Veneno de M. surinamensis x antiveneno
B. atrox

M. surinamensis 1:0,10 1:0,05

Figura 11 — Neutralizagdo da atividade da PLA, do veneno de M. surinamensis com diferentes dilui¢des do soro
antielapidico (veneno/soro) em duplicata. Controles: 10 pg do veneno de B. atrox e 20 pg do veneno de M.
surinamensis (duplicatas).

4.3.2 Atividade Proteolitica

Em relagdo a avaliagdo da atividade proteolitica no veneno de M. surinamensis,
segundo o método utilizado - por zimograma, ndao foi detectada a presenga de proteases
caseinoliticas, fibrinoliticas e/ou gelatinoliticas no veneno da espécie estudada (dados ndo

apresentados).
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4.4 Atividade Anticoagulante: Tempo de Recalcificacéo

O veneno de M. surinamensis apresentou atividade anticoagulante in vitro, pois
houve retardo no tempo de inicio da coagulagdo em relacdo ao controle. O plasma humano
apresentou a formagdo de coagulo apds 10 min para a menor dose do veneno (20 pg) e apos

30 min para a maior dose (80 pg) (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeito do veneno de M. surinamensis no tempo de recalcificagdo em plasma humano, utilizando como
ativador da cascata de coagulagdo 20 puL de CaCl, 0,4 M.

Concentracéo do Veneno (ug) Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Média/DP
- 5 7 & 6,6°+ 1,52
20 10° 12° 12° 11,33 + 1,15
40 13° 16° 18 15°,66 £2,51
80 > 30’ > 30’ > 30’ 30°+0

(-): somente CaCl, utilizado como controle. DP: desvio padréo.
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4.5 Andlise por Western Blotting - Interacdo Competitiva

Para esse teste foi usado o veneno branco de M. surinamensis, onde a proteina acima
de 50 kDa nao foi detectada, somente as toxinas com massa molecular < 20 kDa.

Segundo a figura 12, o controle para a analise por western blotting com o soro
antielapidico revelou, com baixa intensidade, proteinas de 7-20 kDa (reagdo-cruzada
antigeno-anticorpo). A deteccdo com o sistema antiveneno (4 uL) x veneno (5 pg, 20 pug e 80
ng), previamente incubado a 37°C por 30 min, revelou apenas a banda de aproximadamente
14 kDa, porém com diferentes intensidades. As proteinas foram somente detectadas ap6s uma

hora da reagdo com o substrato para a peroxidase.

Controle 5 ug 20 ug 80 ug

50 kDa | g

23 kDa

14 kDa |
14 kDa

Figura 12 — Perfil eletroforético SDS-PAGE com Gradiente de 5-20% (1) com 20 pg do veneno de M.
surinamensis, em condi¢gdes ndo-redutoras. Imunoperfis com anticorpos policlonais do soro antielapidico
(2): controle, detecgdo com o sistema antiveneno (4 puL) x veneno (5 pg, 20 pg e 80 pg) previamente
incubado a 37° C por 30 min. Marcadores de massa molecular das toxinas do veneno de Bothrops atrox a
esquerda. Gel corado com Comassie Blue R-250.
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O veneno das serpentes da familia Elapidae ¢ constituido por uma mistura complexa
de proteinas, onde cerca de 90-95% desses componentes protéicos sdo neurotoxinas com
massas moleculares entre 6-9 kDa (Perkins & Tomer, 1995; Perkins et al., 1993).

DA SILVA JR. et al. (1991) verificaram que as proteinas dos venenos de diferentes
espécies do género Micrurus apresentam massa molecular de 6,4-10,3 kDa e 101-140 kDa,
sendo que M. surinamensis diferiu das demais por apresentar, em sua maioria, peptideos com
massas moleculares entre 6,1-7,5 kDa e 12,1-13,5 kDa. De acordo com MORAES et al.
(2003) e ALAPE-GIRON et al. (1994a), os perfis eletroforéticos das proteinas dos venenos
micruricos sdo bastante semelhantes, pois mostram, em geral, bandas distribuidas entre 7-84
kDa: <12 kDa (43%), 14-32 kDa (47%) e >50 kDa (10%).

O perfil molecular das proteinas do veneno de M. surinamensis, do presente trabalho,
exibiu principalmente bandas com massas moleculares entre aproximadamente 7-20 kDa,
sendo que a banda com maior massa molecular apresentou cerca de 70 kDa.

Os nossos resultados revelam similaridade aos descritos pelos autores citados, onde
as proteinas com massa molecular abaixo de 14 kDa foram em maior nimero ¢ em maior
intensidade, confirmando também com os estudos de ALAPE-GIRON et al. (1994b).

E bastante comum a semelhanga no modelo SDS-PAGE (reduzido e ndo-reduzido)
entre as espécies de Micrurus, assim como entre os diferentes géneros da familia Elapidae do
Novo e Velho Mundo (Kulkeaw et al., 2007; Tan & Ponnudurai, 1992). E a analogia entre os
constituintes moleculares pode estar associada também aos sintomas provocados pelas toxinas
dos venenos elapidicos.

Um estudo previamente realizado por LOPEZ-LOZANO (2002), sobre a anélise
protedmica do veneno de M. surinamensis, mostrou que os principais constuintes protéicos
foram aqueles com massa molecular entre 6-14 kDa. A seqiiéncia N-terminal dos aminoacidos

(AAs) de alguns desses peptideos de baixa massa molecular (< 15 kDa) presentes no veneno



60

dessa espécie mostram alta similaridade com: metaloproteases, neurotoxinas, precursores de
L-aminoacido oxidase (LAO), toxinas “fracas” e PLA, (Olamendi-Portugal et al., 2008).

A metodologia utilizada por OLAMENDI-PORTUGAL et al. (2008), com o uso de
fitas de focalizagao isoelétrica de 7 cm, possibilitou a visualizagdo de apenas 30 spots na faixa
de pl 3-10 NL. Por anélise protedmica foram detectadas neurotoxinas, citotoxinas ¢ PLA,
(abaixo de 15 kDa); e um unico spot detectado acima de 50 kDa sugere tratar-se de uma
enzima LAO.

No sistema bidimensional (SDS-PAGE 12,5%), pl 3-10 NL, do presente trabalho
foram visualizados 43 spots no veneno de M. surinamensis, distribuidos uniformemente nessa
faixa de pH. A maioria dos spots apresentaram baixa massa molecular (12-20 kDa), podendo
tratar-se de neurotoxinas (evidenciados também em pH basico - pI 7-11). O tnico spot acima
de 50 kDa visualizado no estudo anterior, pode ser, no presente trabalho, evidenciado por 17
spots com aproximadamente a mesma massa molecular e diferentes pls, sugerindo possiveis
isoformas protéicas. Possiveis isoformas foram também detectadas na faixa de pH 4cido (pl 4-
7), onde mais de 60% das proteinas apresentaram alta massa molecular.

Esses resultados mostram que ¢ necessario um estudo mais aprofundado sobre a
analise das proteinas do veneno de M. surinamensis, ja que este revelou um maior niumero de
spots tanto em pH 4cido como em pH basico, que até o momento ndo foram identificados.

O proteoma do veneno de uma espécie elapidica asiatica (Naja kaouthia) mostrou
similaridade com o de M. surinamensis, porém com um numero menor de spots detectados
(24 spots). As proteinas entre 7-20 kDa foram identificadas como PLA,, neurotoxinas,
citotoxinas/cardiotoxinas, toxinas “fracas”, entre outros (Kulkeaw et al., 2007).

Ainda ndo esté claro se as enzimas acima de 50 kDa do veneno de M. surinamensis
sdo realmente LAO. No veneno de M. spixii, por exemplo, as enzimas com elevada massa

molecular (>70 kDa) foram identificadas com atividade fosfatase alcalina e acetilcolinesterase
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(Remuzgo et al., 2002). A acetilcolinesterase apresenta-se em maior quantidade nos venenos
elapidicos do Velho Mundo (Frobert et al., 1997), entretanto, muitas dessas espécies possuem
altos niveis de fasciculinas (peptideos que inibem reversivelmente a atividade da
acetilcolinesterase).

Constam também nos venenos elapidicos proteinas com multiplas isoformas. Foram
isoladas, de algumas espécies, isoenzimas com pH basico e massa molecular de 8-13 kDa que
expressam as mais variadas atividades bioldgicas: cardiotoxicas, neurotdxicas, PLA,,
hemorragica, algumas denotam letalidade com hemoptose ¢ hemoglobintria (Chang et al.,
2000; Francis et al., 1997; Takasaki et al., 1990). Por outro lado, as possiveis isoformas
presentes no veneno da espécie do presente trabalho apresentam massa molecular acima de 50
kDa e pH 4cido (pI 4-7). E preciso identificar quais sdo estas isoenzimas e quais suas
atividades biologicas in vivo e in vitro.

As atividades bioldgicas in vivo das toxinas do veneno de M. surinamensis, no
presente trabalho, revelaram auséncia de hemorragia e presenga dos sintomas comuns para
esse género: ptose palpebral uni e/ou bilateral, hipotonia muscular, espasmos, insuficiéncia
respiratdria, algumas vezes foi evidenciada exoftalmia, porém, possivelmente ocasionada pela
asfixia. O veneno exibiu elevada neurotoxicidade (DLsy = 700 pg/kg), causando morte por
paralisia respiratdria em poucos minutos ap6s a inocula¢do do veneno. A DLs, foi semelhante
a de SOBRINHO (2000), que foi de 739 ng/kg.

SOBRINHO (2000) revelou alguns sintomas provocados pelas toxinas de M.
surinamensis que nao foram detectados no atual trabalho, como: cianose da cauda, focinho e
patas, além de hemorragia local, nas narinas, genitalias, térax e pulmdes, e incoagulobilidade
sangiiinea. No entanto, esses sintomas foram evidentes devido as doses elevadas do veneno
(15-20pg) inoculadas em um volume de 500 pL por via intravenosa. Segundo a Organizagao

Mundial da Satide (OMS) e o Conselho de Etica quanto ao uso de camundongos em
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experimentos in vivo, somente o contetido de 200 uLL podem ser inoculados por essa via, pois
um valor maior provocaria um excesso de liquido na corrente sangiiinea, que equivale a duas
vezes a quantidade normal de liquido na circulagdo. Esse excesso poderia ter gerado sintomas
incomuns, talvez ndo provocados pelas toxinas do veneno dessa espécie, como hemorragia
generalizada, ocasionada possivelmente pelo rompimento dos vasos sangiiineos ou colapso
das valvulas do coragao.

As toxinas dos venenos das espécies do género Micrurus, geralmente, ndo ocasionam
hemorragia local nem sistémica e induzem leve mionecrose (Gutiérrez et al., 1980).

Segundo estudos de BARROS et al. (1994), o veneno de M. surinamensis revelou
auséncia de miotoxicidade, hemorragia e edema, o que comprovam os estudos de
GUTIERREZ et al. (1983).

Em elevadas concentragdes, o veneno de M. altirostris ndo induz hemorragia,
dermonecrose ou atividade coagulante (Moraes et al., 2003). Por outro lado, o veneno da
espécie amazdnica M. averyi, em uma concentragdo de 100ug/animal, apresenta atividade
hemorragica (Barros et al., 1994).

Muitas vezes ndo somente o veneno total, mas também toxinas isoladas, como PLA,,
induzem severa hemorragia nos pulmdes e mioglobinuria (Francis et al., 1997). Portanto, ndo
sdo todos os venenos elapidicos que provocam hemorragia nos oOrgdos vitais das presas
(Shashidharamurthy & Kemparaju, 2006). Geralmente, por causa da enorme letalidade das
neurotoxinas, esses sintomas ndo sdo evidenciados.

As proteases dos venenos de serpentes, serino e metaloproteases, sdo enzimas que
degradam proteinas do tecido de mamiferos no local da picada e clivam algumas proteinas do
plasma sanguineo. Essas enzimas podem apresentar ambas as atividades fibrinolitica
(anticoagulante) e fibrinogenolitica (coagulante = trombina-like), podendo ser ativadoras ou

inibidoras da coagulagdo sanguinea, fibrindlise e agregacdo plaquetaria (Jin et al., 2007; Kini,
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2005; Kini & Evans, 1991). Essas enzimas proteoliticas sdo as que provocam lesdes bastante
graves no organismo das vitimas, como hemorragia nos 6rgios vitais e impedimento da
circulagdo sanguinea por meio de formagdes de codgulos, causando necrose.

No veneno de M. spixii foi encontrada baixa concentragdo de um fator procoagulante
(42,2 kDa), que produz coagulagdo sanguinea em plasma humano, além de baixa atividade
proteolitica (Remuzgo et al., 2002).

Os venenos de algumas espécies do género Naja, Bungarus e Micrurus nao
apresentam atividades proteoliticas sobre gelatina, caseina e fibrinogénio e sdo capazes de
induzir coagulo sobre fibrinogénio bovino e sobre plasma humano (Zhang et al., 1995;
Tambourgi et al., 1994). O veneno da espécie do presente estudo também ndo apresentou tais
atividades proteoliticas in vitro sobre esses substratos, além de evidenciar auséncia de
atividade desfibrinogenante, confirmando assim, os estudos feitos com os venenos de espécies
de corais amazdnicas ao revelaram a auséncia de atividade coagulante no veneno de M.
surinamensis (Barros et al., 1994).

No presente estudo, uma quantidade elevada do veneno de M. surinamensis foi capaz
de provocar, in vitro, um aumento no tempo de coagulagdo do plasma humano, sugerindo
atividade anticoagulante por inibicdo dos fatores da cascata de coagulacdo do sangue,
possivelmente pela presenca de algumas toxinas com essa atividade presentes no veneno desta
espécie.

Algumas fofolipases A, inativam os fatores da coagulacdo sanguinea, impedindo o
mecanismo da cascata de coagulagdo. Uma PLA, fortemente anticoagulante do veneno de
Naja nigricollis, por exemplo, liga-se com especificidade ao fator Xa da coagulacdo,
competindo com o fator Va e bloqueando a formacdao do complexo protrombinase, por meio

de macanismos nio-enzimaticos (Kerns et al., 1999).
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Ha também a presenca de proteases com potente inibicdo da agregagdo plaquetaria
mesmo na auséncia de fibrinogénio no plasma (Kini & Evans, 1991).

Os venenos de algumas espécies micruricas, no entanto, mostram atividade
anticoagulante ¢ PLA; (Cecchini et al., 2005; Tan & Ponnudurai, 1992), o que foi observado
em M. surinamensis do presente estudo, que apresentou também atividade anticoagulante (até
30 min em elevada concentracdo do veneno) e baixa atividade PLA,, a qual foi eficientemente
inibida pelo soro antielapidico (1 pL do soro foi capaz de inibir 20 pg do veneno com
atividade PLA;).

Além dessas enzimas, foram detectados nos venenos elapidicos inibidores de
serinoproteases com estrutura similar a a-neurotoxinas, com baixa massa molecular (7 kDa)
(Chang et al., 2001; Tytgat et al., 2001), que justifica, possivelmente, que algumas toxinas
presentes no veneno de M. surinamensis possam estar inibindo as serinoproteases que
participam no processo de coagulagdo do plasma humano e, dessa forma, retardam o tempo de
inicio da coagulacao.

As toxinas do veneno de M. surinamensis s3o, em sua maioria, neurotoxinas
extremamente letais em camundongos. A diferenca na composicao enzimatica de suas toxinas
sugere uma diferente historia evolutiva em relagdo as outras espécies do género, pois a
biologia dessa serpente ¢ diferente de todas as outras (Aird & Da Silva Jr, 1991).

As neurotoxinas afetam diretamente o sistema nervoso. Por isso, quando os humanos
sdo envenenados, considera-se um caso emergencial e os antivenenos sdo usados como
tratamento terapéutico.

As o-neurotoxinas e as PLA; neurotoxicas sdo as responsaveis pela letalidade do
veneno em camundongos, e quando inoculadas diretamente no sistema nervoso central (SNC),

por via intracranial, tornam-se dez vezes mais letais. Assim, mesmo ndo apresentando
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toxicidade no sistema nervoso periférico (SNP), desenvolvem notavel toxicidade em
quantidades bem menores no SNC (Rosso et al., 1996).

Essas neurotoxinas ocasionam extensas lesdes na regido rostrocaudal do cérebro,
como no cortex cerebral e proeminentes injurias na substincia branca dos hemisférios, no
corpo caloso e no fornix. Além de danos no hipocampo (Clapp et al., 1995).

Quatro fragdes protéicas (7-22 kDa), com atividade PLA, neurotdxica, isoladas do
veneno de M. lemniscatus induziram severos sintomas de intoxicacdo no SNC de
camundongos. Em pequenas doses (1, 1,4 e 2,1 pg/uL) foi possivel detectar, nas primeiras 3
horas apos a inoculagdo, uma variedade de sintomas: espasmos, coceira compulsiva, pulos
enérgicos, vocalizagdo, irrequietos (andando em circulo e correndo), imobilizacdo das patas
posteriores com estiramento dos musculos da parte anterior do corpo, dificuldade respiratoria,
salivacdo, convulsdo limbica, curta descarga epiléptica no cortex e no hipocampo, dispnéia,
episodios de convulsdo presentes até mesmo apds 24h da inoculacdo do veneno, seguida de
morte (80% dos animais). Na maior dose (4,5 pg/ul), os animais apresentaram severa
intoxicacdo, com atividade motora reduzida, hipersensibilidade ao tato e audicdo,
agressividade e morte. A andlise histoldgica mostrou lesdes caracterizadas por uma massiva
perda neuronal na regido do hipocampo (Oliveira et al., 2008).

O presente trabalho mostrou que o veneno de M. surinamensis tem elevada
neurotoxicidade tanto no SNP como no SNC e muitos dos sintomas neuroldgicos foram
similares aos de OLIVEIRA et al. (2008), sugerindo que ha toxinas no veneno das cobras
corais que atuam em células do SNC, mostrando possivel afinidade molecular a determinadas
regides do cérebro, como o cortex e o hipocampo, que afetam de maneira drastica o controle
motor € a memoria, respectivamente.

Porém, andlises histopatoldgicas e por eletroencefalograma sdo necessarias para

comparar possiveis diferengas e/ou analogias quanto a acdo das neurotoxinas dos venenos
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micruricos nas células cerebrais, ou seja, onde especificamente as toxinas estdo ligando-se e
também para averiguar quais as regides do cérebro que estdo sendo prejudicadas.

O cortex cerebral, regido em que foi inoculado o veneno, constitui a superficie dos
hemisférios cerebrais. As areas corticais e respectivas fungdes sdo divididas em: cértex motor
(localizado na face medial do hemisfério, no lobo frontal) com fun¢des motoras; e os centros
sensitivos de proje¢do, que sdo as areas corticais nas quais terminam as fibras sensitivas de
projecdo que trazem impulsos visuais, acusticos, olfatorios e das sensacdes gerais superficiais
e profundas (Erhart, 1974). Contudo, funcdes especificas ndo podem ser atribuidas apenas a
determinadas areas isoladas, pois o sistema nervoso age sempre como um todo.

Micrurus surinamensis ¢ a unica espécie que apresenta significativa diferenga em seu
perfil imunoldgico, a qual seus componentes toxicos pouco reagem com o soro antielapidico
(Alape-Girén et al., 1994a).

No presente trabalho, o soro antielapidico reagiu, com pouca intensidade, com as
neurotoxinas < 10 kDa. Portanto, a banda de aproximadamente 14 kDa foi eficientemente
reconhecida pelo soro. Pode-se observar que, quando hd um aumento na concentragdo de
antigenos presentes no sistema testado, os anticorpos que reconhecem tais toxinas de baixa
massa molecular sdo esgotados, ou seja, sugere-se que haja uma escassa quantidade de
anticorpos capazes de neutralizar tais atividades neurotoxicas.

Nossas analises in vivo mostraram baixa eficacia do soro antielapidico em neutralizar
as neurotoxinas do veneno de M. surinamensis, ja que 1 mL do antiveneno inibiu apenas 0,3
mg do veneno dessa espécie. Mas, mesmo havendo essas diferencas, muitas vezes altas
concentragdes do antiveneno sdo capazes de neutralizar completamente a atividade

neurotoxica dos venenos (Fry et al., 2001).
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No entanto, os anticorpos que reconheceram as proteinas de aproximadamente 14
kDa do veneno de M. surinamensis estao presentes em abundancia e possivelmente podem ser
enzimas PLA,, pois estas foram eficientemente neutralizadas pelo soro antielapidico nacional.

Um estudo sobre a analise por western blot 2D-SDS-PAGE do veneno de Naja
revelou reagdo-cruzada do soro antielapidico somente com as PLA, e algumas proteinas de
alta massa molecular (Kulkeaw et al., 2007).

Devido a enorme variagdo regional entre as diversas espécies micriricas, ha uma
acentuada variabilidade na composicdo enzimdtica dos venenos dessas serpentes, o que leva
muitas vezes a ineficiéncia do soro antielapidico polivalente em neutralizar os efeitos
neurotoxicos dos venenos. O soro antielapidico, frequentemente, reconhece os diferentes
componentes dos venenos micrlricos, principalmente aqueles entre 29-84 kDa, entretanto,
bandas com massa molecular abaixo de 29 kDa sdo fracamente coradas (Moraes et al., 2003).

A variagdo geografica, a dieta, a filogenia e as mutagdes implicam a diversidade na
composic¢do do veneno das serpentes pegconhentas. O estudo dessa variagdo ¢ importante para
um adequado tratamento das vitimas acidentadas por esses animais, com a utilizacdo de um
antiveneno capaz de neutralizar todos os efeitos enzimdticos e farmacoldgicos das toxinas.
Segundo DALTRY et al. (1996), a preferéncia na dieta ¢ o principal fator nas diferencas da
composi¢do do veneno. Porém, outras forgas evolutivas por sele¢do natural podem explicar a
grande variacdo dos componentes dos venenos, como possiveis mutagdes entre os alelos para
uma mesma enzima (substitui¢des aleatérias de AAs), causando modificagdes estruturais nas
proteinas (Sasa, 1999).

M. surinamensis, por ser uma espécie que se alimenta preferencialmente de peixes,
apresenta consideravel distingdo na composi¢cdo enzimatica do seu veneno em relagcdo as
outras espécies (da Silva Jr. & Aird, 2001). Possivelmente associado a mudancas estruturais

nas suas toxinas, apresentando epitopos imunogénicos espécie-especificos. Isso pode implicar
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a baixa eficdcia neutralizante do soro contra esses componentes, observado no presente
trabalho. O que leva a diferenca na composi¢ao de anticorpos produzidos pelo veneno de M.
frontalis (usado para a produgdo do soro antielapidico) em relagdo ao veneno de M.
surinamensis.

Estudos in vitro de SILVA et al.(2001) mostraram que o soro antielapidico é capaz
de reconhecer as principais bandas do veneno de M. surinamensis. No entanto, estudos in vivo
revelam que o antiveneno polivalente apresenta baixa eficdcia neutralizante dos efeitos
neurotdxicos do veneno dessa espécie, e que de todas as espécies estudadas, esta foi a Unica
que mostrou baixa relagdo imunoldgica com os demais venenos testados (Bolafios et al.,
1978).

Ha sugestdes na literatura de que a capacidade de neutralizacdo de determinado
antiveneno pode ser aprimorada pela inclusdo de um largo espectro de espécies de Micrurus
no pool de venenos usados no protocolo de imunizagdo (Higashi et al., 1995).

Embora o antiveneno antielapidico produzido pelo Instituto Butantan apresente
razoavel reatividade cruzada com os componentes de baixa massa molecular do veneno de
Micrurus surinamensis, esse antiveneno foi pouco eficaz na neutralizagdo da letalidade em
camundongos. Sugerem-se mais estudos basicos e clinicos para a produgdo ou ndo de um
antiveneno monovalente ou a inclusdo do veneno dessa espécie no pool de venenos utilizados
para a producdo do antiveneno comercial; e também estudos moleculares para a busca de

toxinas com possiveis potenciais biotecnoldgicos.
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Os estudos realizados com as toxinas do veneno de Micrurus surinamensis permitem
concluir que:

v A maioria dos constituintes protéicos do veneno sdo toxinas de baixa massa molecular,
abaixo de 14 kDa, principalmente de 7 kDa;

v" As proteinas com pl 4cido foram em maior nimero;

v Ha possiveis isoformas protéicas com elevada massa molecular (>50 kDa);

v O veneno ¢ altamente neurotoxico e apresenta acentuada letalidade (DLso 700 pg/kg);

v As neurotoxinas do veneno afetam o sistema nervoso periférico (por via intravenosa) e
o sistema nervoso central (por via intracranial). Essas toxinas, ao ligarem-se a alvos
especificos, causam paralisia muscular e morte por asfixia, seguida de convulsdo
instantanea;

v" O veneno apresenta baixa atividade PLA,, que ¢ eficientemente inibida pelo soro
antielapidico;

v' Néo foram detectadas enzimas proteoliticas no veneno pelo teste in vitro por
zimograma;

v’ Atividade anticoagulante in vitro foi evidenciada;

v Nio foi detectada atividade hemorragica nos érgéos vitais de camundongos;

v O soro antielapidico reconheceu, com pouca intensidade, as proteinas de baixa massa
molecular (<20 kDa), sendo que as de aproximadamente 14 kDa foram detectadas em
maior quantidade. No entanto, in Vvivo, o soro mostrou baixa eficacia quanto a

neutralizacdo dos sintomas neurotoxicos causados pelo veneno.
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Este trabalho pode ser complementado com os seguintes estudos:
Seqiienciamento completo tridimensional das principais neurotoxinas para a realizagao
da homologia comparativa com outras neurotoxinas elapidicas;
Estudo histopatoldogico e eletroencefalograma para averiguar com exatidao quais areas
do cérebro as neurotoxinas estdo ligando-se ou atuando;
Realizar a andlise de cristalografia de algumas neurotoxinas e o uso de bioinformatica
como ferramenta para um maior entendimento na relacdo estrutura-fungao;
Isolar e caracterizar bioquimica e farmacologicamente as neurotoxinas de baixa massa
molecular (<14 kDa) para a possivel produ¢do de soros monoclonais/policlonais

especificos contra a neurotoxicidade do veneno em mamiferos.
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