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RESUMO



As  peconhas ofidicas sdo constituidas de enzimas (fosfolipases, fosfodiesterases,
fosfomonoesterases, L-aminoacido oxidases, acetilcolinesterases, enzimas proteoliticas das classes
serinoproteases e metaloproteases, arginina esterases, 5-nucleosidases, hialuronidases e NAD
nucleosidases),  de peptideos (miotoxinas, cardiotoxinas, potenciadores de bradicina e
desintegrinas), também cations metalicos (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Co e Zn), carboidratos
(freqiientemente na forma de glicoproteinas), nucleosideos, aminas biogénicas, lipi{deos e
aminodcidos livres. Estas enzimas tém despertado interesse devido ao seu potencial biomédico e
por serem tresponsaveis pela maioria dos efeitos téxicos nos envenenamentos ofidicos, que
constituem um problema de saude publica em todo o Brasil, devido a ocorréncia de 20.000
acidentes por ano. O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil epidemiolégico dos
acidentes ofidicos na regido metropolitana do Recife (RMR) e verificar a ocorréncia de genes
codificantes de uma metaloprotease indutora de apoptose vascular (VLAIPs) da glandula de
peconha de Viperideos sul americanos. Para a caractetiza¢do do perfil epidemiolégico da RMR
foram analisados todos os prontuarios de atendimento ao acidente ofidico do Centro de
Atendimento Toxicolégico do Hospital da Restauracio (CEATOX-HR), Recife-Pe. Os dados
foram analisados com o auxilio do soffware Package for the Social Sciences (SPSS) versio 14.0. No
petiodo de 1992-2009 foram atendidos 821 casos de importancia médica, média de 45,6 casos/ano.
Os acidentes crotalicos predominaram nas cidades abrangidas pela I Geréncia Regional de Saiude
(GERES), enquanto os acidentes botropicos aumentam em frequéncia nas cidades distantes da
Zona da Mata, em regides aridas. Mais da metade dos casos atendidos no CEATOX-HR foram
oriundos de cidades abrangidas por outras GERES. Os casos de 6bito se deveram principalmente a
fatores como o tempo levado desde o acidente ao atendimento, a distancia de deslocamento e a
faixa etaria, do que pelo género de serpente envolvida no acidente. Para a verificacdo da ocorréncia
e expressdo da(s) VLAIPs foram realizadas as técnicas de clonagem molecular e reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real quantitativa. Utilizamos um gene calibrador de Crotalus durissus
terrificus homologo a VAP1, nomeado crotastatin, e demais genes homdlogos VAP1/crotastatin-
like da glandula de veneno de Bothrops atrox, Crotalus durissus cascavella e Lachesis muta foram expressos
em diferentes nfveis. O batroxstatin, o precursor crotastatin-/&e¢ de B. atrox, é expresso 87 vezes
mais que crotastatin-1, de C. d. cascavella, e 7.5 vezes mais que lachestatins, de L. muta. Além do
mais, analises estruturais 7z siico das sequéncias de aminoacidos indicam que batroxstatin-2,
crotastatin and lachestatin-1 and -2 apresentam dominios estruturais e sitio de ligacio ao metal
iguais aos de VAPI, sendo dessa forma incluidos em um ramo filogenético que compreende as
toxinas indutoras de apoptose. Diante o exposto podemos concluir que o género Crotalus sempre
foi responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos na RMR e que em seu genoma ha expressdo de
um gene indutor de apoptose vascular como também nos genomas de Bothrops atrox e Lachesis muta

sendo todos expressos em niveis diferentes.

Palavras-Chave: Acidente ofidico; Epidemiologia; Viperideos da América do Sul; Metaloproteases;
Clonagem molecular; PCR em tempo real quantitativa (QRT-PCR).



ABSTRACT

The snake venoms are composed of enzymes (phospholipases, phosphodiesterases,
fosfomonoesterases, L-amino acid oxidase, acetylcholinesterase, proteolytic enzymes of serine and
metalloprotease classes, arginine esterase, 5'-nucleosidases, hyaluronidases and nucleosidases NAD),
peptides (myotoxins, Cardiotoxins, bradykinin-potentiating and disintegrins), also metallic cations
(Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Co and Zn), carbohydrates (often in the form of glycoproteins),
nucleosides, biogenic amines, lipids and amino acids . These enzymes have attracted attention
because of its potential for biomedical and be responsible for most snakebite poisonings toxic
effects, which constitute a public health problem in Brazil, due to the occurrence of 20,000
accidents per year. This study aimed to characterize the epidemiology of snakebites in the
metropolitan area of Recife (RMR) and verify the occurrence of genes encoding a vascular
apoptosis-inducing metalloprotease (VLAIPs) of the gland of viperid South Americans. To
characterize the epidemiological profile of RMR were all analyzed patient records to snakebite Call
Center Toxicology, Hospital of the Restoration (CEATOX-HR), Recife-Pe. Data were analyzed
using the software Package for the Social Sciences (SPSS) version 14.0. In the period 1992-2009
were treated 821 cases of medical importance, averaging 45.6 cases per year. Crotalus accidents
predominated in the cities covered by the Regional Health Management I (GERES), while the
Bothrops increase in frequency in cities far from the Zona da Mata, in arid regions. More than half
the cases treated in CEATOX-HR were from cities covered by other GERES. The death cases
were due mainly to factors such as the time taken to care since the accident, the offset distance and
age, than by the sort of snake involved in the accident. To verify the occurrence and expression (s)
VLAIPs were the techniques of molecular cloning and polymerase chain reaction in real time
quantitative. We use a calibrator gene of Crotalus durissus terrificus homologous to VAP1
appointed crotastatin, VAP1/crotastatin-like and other homologues of the venom gland of
Bothrops atrox, Crotalus durissus and Lachesis muta cascavella were expressed at different levels.
The batroxstatin, the precursor-like crotastatin B. atrox, is expressed 87 times more than
crotastatin-1, C. d. cascavella, and 7.5 times more than lachestatins, I.. muta. Furthermore, in silico
structural analysis of amino acid sequences indicate that batroxstatin-2, and crotastatin lachestatin-1
and -2 domains have structural and metal binding site to the equal of VAP1, thereby being included
in a phylogenetic branch that includes toxins induce apoptosis. Given the above we can conclude
that the genus Crotalus always accounted for the majority of snakebites in the RMR and that its
genome is a gene expression induces apoptosis in vascular as well as genomes of Bothrops atrox

and Lachesis muta are all expressed at different levels.

Keywords: Snakebite; Epidemiology; South American pit viper; Metalloprotease; Venom
apoptosis-inducing protein; Molecular cloning, Quantitative real-time PCR (qRT-PCR).
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1. INTRODUCAO

Existe no Brasil uma diversidade de >371 espécies de serpentes distribuidas em
93 géneros, sendo apenas nove desses géneros de elevada importancia médica:
Familia Elapidae, géneros Micrurus e Leptomicrurus (corais-verdadeiras) e Familia
Viperidae, géneros Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rinocerophis
(jararacas), Crotalus (cascavéis) e Lachesis (surucucus). Estes géneros reunidos
apresentam 55 espécies peconhentas (+ 15% das espécies catalogadas no pais)
ocorrentes em diferentes regides do territério nacional e que podem provocar
envenenamentos sérios com necessidade de intervencGes médicas apropriadas de

acordo com cada género (HERPETOLOGIA, 2009; LIRA-DA-SILVA, 2009).

De acordo com o levantamento nacional dos acidentes ofidicos realizados
durante o periodo de 1993 a 1995, acontecem anualmente em média cerca de 20.000
acidentes no Brasil, sendo 12,7% ocorrentes na Regido Nordeste. Os coeficientes de
incidéncia nacional foram em média de 13,5 acidentes/100000 habitantes, sendo a
regido Nordeste com a menor taxa de incidéncia em comparagcdo com as demais
regioes (6,84/100000 habitantes). Porém, no Nordeste as taxas de mortalidade sdo
elevadas (0,81%), sendo a taxa de letalidade nacional naquele periodo de 0,45%. Os
acidentes botrdpicos sdao os mais evidentes, constituindo 73,1% da totalidade de todos
os acidentes ofidicos no Brasil, ou 90,5% dos acidentes ofidicos, considerando apenas

os acidentes de importancia médica. O periodo do ano que ocorrem maior nimero de



acidentes no Nordeste foi de janeiro a maio. As pessoas do sexo masculino sdo mais
acometidas (70%), e o local da picada foi preponderantemente nos membros
inferiores (70,8%). A letalidade nacional por género de serpentes foi de 1,87% para
Crotalus, seguido de Bothrops (0,31%), Lachesis (0,95%) e Micrurus (0,36%)
(MINISTERIO DA SAUDE, 1999).

Os efeitos toxicos nos envenenamentos ofidicos sdo provenientes das atividades
bioldgicas das enzimas que compdem as peconhas ofidicas, como fosfolipases,
fosfodiesterases, fosfomonoesterases, L-aminoacido oxidases, acetilcolinesterases, enzimas
proteoliticas das classes serinoproteases e metaloproteases, arginina esterases,
5’nucleosidases, hialuronidases e NAD nucleosidases. Além das enzimas, estdo presentes
também peptideos dos quais merecem destaque as neurotoxinas pré e pods-sinapticas,
miotoxinas, cardiotoxinas, potenciadores de bradicina (BPP) e inibidores de agregacdo
plaquetdria (desintegrinas). Entretanto, é importante ressaltar que nem todas as peconhas

apresentam esta variedade de componentes (RUSSELL et al. 1997; OUYANG et al. 1992).

As Metaloproteases as pegonhas ofidicas (SVMPs) consistem de uma série
de enzimas dependente de zinco que apresentam diferentes massas moleculares. As
Proteinas deste grupo estdo presentes em grande quantidade em venenos de
serpentes da familia Viperidade. Porém, trabalhos demonstram a purificacdo de
SVMPs provenientes de venenos de algumas espécies de serpentes da familia Elapidae
e Colubridae (ASSAKURA et al. 1994, KAMIGUTI et al. 2000; MATSUI et al. 2000). Os
precursores das SVMPs sdo latentes, compostos por multidominios, que sdo
processados, resultando em moléculas enzimaticamente ativas ou em um grupo de
produtos, denominado disintegrinas, desprovido de atividade catalitica. A analise do

cDNA  (Complementary Deoxyribonucleic acid) e das seqiiéncias das SVMPs



demonstram que este grupo de proteinas estd relacionado com as MMPs
(Metaloproteases de Matriz) e as ADAMs (Disintegrinas e Metaloproteases), a partir de
um gene ancestral comum (MOURA-DA-SILVA et al. 1996b).

Diante do exposto fica claro que o acidente ofidico representa um problema
grave de salde publica nas quais medidas que venham minimizar a morbidade e
mortalidade ocasionada pelo envenenamento devem ser tomadas. Assim o presente
estudo teve como objetivo caracterizar o perfil epidemioldgico do acidente ofidico no
estado de Pernambuco e aprofundar os estudos moleculares a cerca da serpente

responsdavel pelo maior nimero de acidentes e dbitos nesta mesma regido.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AS SERPENTES

Ao longo do curso da histdria da civilizacdo, as serpentes (do latim serpens,
serpentis) despertaram uma Unica e particular fascinacdo para os humanos, estando
impregnadas no imaginario popular através de mitos, crencas e simbolos. Na
simbologia, toda serpente é um animal ctonico* e misterioso, pode ser rival ou instruir
0s homens nos mistérios divinos...

Acredita-se que as serpentes possam ter surgido ha mais de 135 milhdes
de anos atras, talvez no final do periodo Jurdssico (Rage, 1994). O féssil de serpente
mais antigo data de cerca de 100 milhGes de anos, do Cretaceo Médio (Era Mesozdica)
(CARDOSO et al. 2003).

As serpentes apresentam corpo alongado, revestido por escamas e varios
de seus érgdos internos tais como pulmao, figado, coracdo, rins, testiculos e ovarios
acompanham esse alongamento. Esses animais ndo possuem membros, porém
algumas apresentam vestigios de cintura pélvica sob a forma de espordes. Os ofidios
apresentam palpebras transparentes e imdveis, denticdo caracteristica e auséncia de
cavidade do ouvido médio e timpano (HOGE E ROMANO-HOGE, 1978/79; ALVES, 1996;

BORGES, 1999) (Figura 1).
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Figura 1: Corpo alongado das serpentes.

A dentigdo é importante para o reconhecimento das espécies causadoras
de acidentes, bastando considerar os dentes do osso maxilar, que podem ser
aproximadamente do mesmo tamanho, ou apresentar um par nitidamente
aumentado, denominados presas (VANZOLINI et al. 1980). De acordo com o tipo de
denticdo, as serpentes podem ser agrupadas em quatro categorias (Figura 2):

1) Aglifas: dentes com aproximadamente o mesmo tamanho, que n3o
apresentam especializa¢Bes para inoculagao da peconha;

2) Opistoglifas: possuem os ultimos dentes do maxilar aumentados, com
sulco por onde escorre a peconha;

3) Proterdglifas: presas permanentemente eretas, pequenas, contendo canal
formado pelo fechamento de um sulco, e localizadas anteriormente no maxilar,

seguidas de dentes menores (VANZOLINI et al. 1980);



4) Solendglifas: presas longas, mdveis e anteriores, que constituem os Unicos
dentes do maxilar e contém canal para injecdo da pegonha (POUGH, 1999;

MARQUES et al. 2001).

Denticao Proteroglifa ] Denticao Solenoglifa

a

Figura 02: Categorias que distinguem as serpentes quanto ao tipo de denticao.
Fonte: http://www.flickr.com/photos/30860996 @N04/page2/

Com excecdo de poucos géneros, as serpentes tém dificuldade em
perceber objetos imdveis. A percepcdo de detalhes e a habilidade de foco sdo
reduzidas (BORGES, 1999). O olfato bem desenvolvido, percebido pelas narinas e pelo
6rgao de Jacobson (6rgdo vomero-nasal) situado no palato, é o principal sentido usado
na exploracdo do ambiente, permitindo a localizagdo de presas, predadores e
parceiros para acasalamento (BORGES, 1999; POUGH, 1999; MARQUES et al. 2001).

As serpentes podem alimentar-se de pequenos invertebrados até
mamiferos. Muitas espécies de serpentes ingerem suas presas ainda vivas,

geralmente, anuros, ao passo que outras usam a constricdo para mata-las. A maioria



das serpentes caga ativamente, isto é, locomove-se em busca de suas presas. Outras
cagam por espreita, aguardando que a presa se aproxime para captura-la. Essas
serpentes inoculam sua pegonha durante um bote rapido e largam-na em seguida,
evitando o contato prolongado com a presa viva. Momentos depois, usando o olfato,
rastreiam o animal ja morto e ingerem-no. O envenenamento é um modo eficiente de
subjugar presas perigosas (roedores, outras serpentes), sendo empregado por
viperideos, elapideos e colubrideos opistdglifos (MARQUES et al. 2001; BORGES, 1999).

Outro sentido muito importante é a termorrecepcdo percebido por meio
das fossetas loreais e labiais, orificios presentes em algumas serpentes que permitem a
percepcdo de variacdes minimas de temperaturas, da ordem de 0,0039C. A fosseta
loreal é uma importante caracteristica para identificacdo da principal familia de

serpentes peconhentas do Brasil: familia Viperidae (MARQUES et al. 2001) (Figura 3).

Figura 3: Fosseta loreal £ ). Fonte: http://ecoblogando.wordpress.com/page



2.2 SERPENTES DE IMPORTANCIA MEDICA DE PERNAMBUCO

Existe no Brasil uma diversidade de >371 espécies de serpentes distribuidas
em 93 géneros, sendo apenas nove desses géneros de elevada importancia médica:
Familia Elapidae, géneros Micrurus e Leptomicrurus (corais-verdadeiras) e Familia
Viperidae, géneros Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rinocerophis
(jararacas), Crotalus (cascavéis) e Lachesis (surucucus). Estes géneros reunidos
apresentam 55 espécies pegonhentas (+ 15% das espécies catalogadas no pais)
ocorrentes em diferentes regides do territdrio nacional e que podem provocar
envenenamentos sérios com necessidade de interven¢cdes médicas apropriadas de

acordo com cada género (HERPETOLOGIA, 2009; LIRA-DA-SILVA, 2009) (Tabela 01).

Tabela 1: Familias e Géneros de serpentes do Brasil (SBH, 2010).

Familias Género Espécies
s

Anomalepididae 02 07
Leptotyphlopidae 04 14
Typhlopidae 01 06
Aniliidae 01 01
Tropidophiidae 01 01
Boidae 03 12
Colubridae 26 34
Dipsadidae 46 241
Elapidae 02 27
Viperidae 07 28
Total 93 371

Em recente publicagao sobre os levantamentos de serpentes de interesse

médico na Regido Nordeste é citado a ocorréncia de cinco espécies de jararacas no



estado de Pernambuco: Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923), Bothropoides
lutzi (MIRANDA-RIBEIRO, 1915), Bothrops leucurus (WAGLER, 1824), Bothrops moojeni
(HOGE, 1966) e Bothriopsis bilineata (WIED, 1825), uma espécie de cascavel:
Caudisona durissa (LINNAEUS, 1758) e uma espécie de surucucu: Lachesis muta
(LINNAEUS, 1766), além de trés espécies de corais-verdadeiras: Micrurus coralinus
(MERREM, 1820), Micrurus ibiboboca (MERREM, 1820) e Micrurus lemniscatus
(LINNAEUS, 1758), representando 18% das espécies peconhentas do pais (LIRA-DA-
SILVA ET AL., 2009; SBH, 2010).

Cabe notar também que Caudisona durissa, Bothropoides erythromelas e
Bothrops leucurus sao espécies cosmopolitas nos estados nordestinos (LIRA-DA-SILVA,
2009). H4 ainda registro de ocorréncia da espécie Bothropoides neuwiedi piauhyensis
na regido do S3o Francisco (HOGE, 1978-79), entretanto esta espécie foi sinonimizada
com Bothropoides lutzi consideradas assim como uma Unica espécie (LIRA-DA-SILVA,

2009).

2.2.1 FAMILIA ELAPIDAE (BOIE, 1827)



A familia Elapidae possui apenas dois géneros no Brasil, Leptomicrurus com
apenas 3 espécies e Micrurus que apresenta maior abundancia e diversidade,
compreendendo 24 espécies no pais, das quais apenas trés sdo registradas em
Pernambuco: M. ibiboboca, M. lemniscatus e M. coralinus (SBH, 2010; LIRA-DA-SILVA

et al. 2009).

2.2.1.1 Micrurus ibiboboca (MERREM, 1820)

Conhecida como cobra coral ou ibiboboca, esta espécie distribui-se nos
estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Goids até o norte de Minas Gerais, Rio de Janeiro e, aparentemente,
também ocorre no Suriname e Guiana Francesa (MOSMANN, 2001; MARQUES et al.
2001). M. ibiboboca é um animal caracteristico das Caatingas do Nordeste brasileiro
mas também pode ser encontrado em floresta de transicdo (CAMPBEL E LAMAR, 1989;
MELGAREJO, 2003) e Mata Atlantica (MARQUES et al. 2001).

A serpente M. ibiboboca possui colorido padrdao em triades de anéis pretos,
intercalados de branco e vermelho, com focinho quase totalmente branco, levemente
manchado por pequenas marcas escuras (Figura 04). Serpente de pequeno porte,
dificilmente ultrapassa 60 cm (MELGAREJO, 2003), possui habito fossorial e noturno.

Esta espécie é ofiofaga, ou seja, alimenta-se de outras serpentes, além de
anfisbenideos e lagartos (VANZOLINI et al., 1980; RODRIGUES, 2003). Quanto a sua

reproducdo, esta espécie é ovipara.



Figura 4: Micrurus ibiboboca. Foto Cristiano Nogueira.
Fonte:http://www.ib.usp.br/~crinog/pages/Micrurus%20ibiboboca

2.2.1.2 Micrurus leminiscatus (LINNAEUS, 1758)

M. leminiscatus, também conhecida por coral ou coral verdadeira, habita
os declives da Amazoénia Andina na Bolivia, Peru e Equador, Amazonia colombiana,
Venezuela Trinidad, Guianas e Bacia Amazo6nica do Brasil, tendo sido encontrada no
Para, parte de Goids, parte do Norte do Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande
do Norte, Pernambuco, Rio de Janeiro e Parana (MOSMANN, 2001; MELGAREJO,
2003). Esta espécie habita, preferencialmente, Florestas tropicais e equatoriais, sendo
encontrada raramente em drea de Caatinga (CAMPBEL E LAMAR, 1989; RODRIGUES,
2003). M. lemniscatus divide-se em quatro subespécies dependendo da distribuicao
geografica e somente a subespécie Micrurus leminiscatus carvalhoi encontra-se em
Pernambuco, bem como no Nordeste e regido central do Brasil, Mato Grosso, Parand e
talvez até o Paraguai (MOSMANN, 2001).

Semelhante a M. ibiboboca em muitos aspectos, inclusive na coloracdo de
adverténcia em triades, M. lemniscatus diferencia-se pelo seu focinho rombudo e

preto, com uma faixa internasal branca, além de ser uma espécie de grande porte em



relacdo a outras serpentes do mesmo género, podendo ultrapassar 1,5 m de
comprimento (MELGAREJO, 2003). Esta espécie possui atividade noturna e diurna,
habito fossorial e comportamento pouco agressivo (Figura 5).

A principal tatica de defesa consiste em esconder a cabeca e exibir a cauda
enrodilhada para confundir o predador, comportamento denominado “engodo

III

caudal”. Da mesma maneira que a espécie M. ibiboboca, normalmente alimenta-se de

outras serpentes de menor porte e anfisbénios, e também é ovipara.

Figura 5: Micrurus lemniscatus.
Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br/galeria_micrurus/micrurus_4.html

2.2.1.3 Micrurus corallinus (MERREM, 1820)

A Micrurus corallinus possui anéis pretos simples, entre dois brancos bem
delineados e delimitados, esta espécie habita preferencialmente a regido proxima ao
litoral e difere das demais corais brasileiras, que apresentam triades de anéis pretos
entre os vermelhos e habitam o planalto. Como todas as corais, a M. corallinus tem
habitos noturnos, vivem sob o solo, folhas, troncos em decomposicdo, raizes e pedras.

Ndo é agresiva, oferecendo risco somente quando manuseada ou acuada. Suas presas



de veneno sdo fixas (denticdo proterdglifa) e pequenas, localizadas na parte anterior
da boca, por isso morde invés de picar, mesmo assim é uma das corais de veneno mais
ativo no homem. Seu veneno pode causar a morte em pouco tempo (Figura 6).

As corais a exemplo de outros répteis apresentam maior atividade externa
nos meses quentes e chuvosos que nos frios e secos. Apés as chuvas elas saem atras
de alimentos preferencialmente sapos e ras, mas, também, insetos, outros répteis, etc.

Seu comprimento é em torno de 60 cm nos machos e 70 nas fémeas. Os
acasalamentos ocorrem na primavera e com a maior atividade externa ha, também,
um incremento nos acidentes e picadas. Além da diferenca de tamanho, hd um
dimorfismo sexual evidente: a cauda dos machos é maior e mais grossa, apresentando

6 a 7 anéis pretos, enquanto a das fémeas tem 4 a 5 (SERAPICOS e MERUSSE, 2002).

Figura 6: Micrurus corallinus.
Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br/galeria_micrurus/micrurus_4.html

2.2.2  FAMILIA VIPERIDAE (LAURENTI, 1768)

A familia Viperidae se subdivide em duas subfamilias: Viperinae,

constituida pelas viboras verdadeiras encontradas na Europa, Asia e Africa; e


http://www.ivb.rj.gov.br/galeria_micrurus/micrurus_4.html

Crotalinae, cujas representantes apresentam um par de 6rgaos termo-sensiveis
(fosseta loreal) e s3o encontradas nas Américas e no Sul da Asia (STOCKER, 1990). No
Brasil, a familia Viperidae (subfamilia Crotalinae) compreende 28 espécies, divididas
entre os géneros Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rinocerophis
(jararacas), Caudisona (cascavéis) e Lachesis (surucucus) (SBH, 2010). Em Pernambuco,
todos os géneros, exceto Bothrocophias e Rinocerophis, possuem representantes

(LIRA-DA-SILVA et al., 2009).

2.2.2.1 Géneros Bothrops, Bothriopsis e Bothropoides

No Brasil, o grande grupo das jararacas (género Bothrops latu sensu) possui
26 espécies, das quais 8 pertencem ao género Bothrops, 2 ao género Bothriopsis,
apenas 1 espécie ao género Bothrocophias, 11 do género Bothropoides e 4 do género
Rhinocerophis (SBH, 2010; FENWICK et al., 2009). Esse novo arranjo taxonomico foi
proposto por Fenwick e colaboradores (2009) que através de 85 caracteres
morfoldgicos e andlise de 2.343 pb de 4 regides do gene mitocondrial conseguiram
apresentar um estudo com maior abangéncia taxonémica.

Em Pernambuco, as jararacas sdo representadas por trés espécies de
distribuicdo restrita denominadas Bothriopsis bilineata (WIED, 1825), Bothrops
leucurus (WAGLER, 1824), Bothropoides lutzi (MIRANDA-RIBEIRO, 1915), e bem como
pela espécie Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923) de ampla distribuicdo no

estado.

2.2.2.1.1 Bothriopsis bilineata (WIED-NEUWIED, 1821)



Conhecida vulgarmente como cobra-papagaio, jararaca de patioba,
jararaca pinta de ouro, patioba, ouricana, surucucu pinta de ouro ou jararaca-verde
devido a sua coloragdo, esta espécie estd amplamente distribuida nas florestas umidas
da América do Sul (CAMPBELL E LAMAR, 1989) e no Brasil restringe-se as florestas
tropicais da Amazonia oriental (B. bilineata smaragdina) e Mata Atlantica (B. bilineata
bilineata) (MELGAREJO, 2003). Em Pernambuco, portanto, encontra-se apenas a
subespécie B. bilineata bilineata, restrita as dreas preservadas de Mata Atlantica
(SOARES, 2001). Esta serpente pode ser observada enrodilhada em bromélias, palmas,
arbustos, arvores, normalmente, em florestas primarias, porém pode ser encontrada
também em florestas secundarias (CAMPBEL; LAMAR, 2004) (Figura 7).

Trata-se de uma serpente de médio porte, apresentando tamanho entre 50 a
100 cm, com padrdo de coloragao esverdeado no dorso salpicado de pontos pretos,
marrons ou avermelhados com escamas ventrais amareladas. Estes animais de habito
arboricola possuem atividade noturna. A dieta de B. bilineata é composta por anfibios,
répteis e pequenos mamiferos (MARQUES et al. 2001; MELGAREJO, 2003; SILVA et al.
2005). Como estratégias de defesa, essa espécie vibra a cauda e desfere botes (SILVA
et al. 2005). Segundo Campbel e Lamar (2004), esses animais reproduzem-se por
ovoviviparidade, mas Silva e colaboradores (2005) as consideram viviparas, que

produzem ninhadas de 6 a 12 filhotes.




Figura 7: Bothriopsis bilineata. Foto: Thais Figueiredos.
Fonte: http://www.flickr.com/photos/thaisfigueiredos/4695792325/in/photostream/
2.2.2.1.2 Bothrops leucurus (WAGLER 1824)

Bothrops leucurus, conhecida como malha-de-sapo ou jaracugu, possui
distribuicdo que se estende desde o Estado da Alagoas até o Espirito Santo, ocorrendo
em ampla porcdo de sua distribuicdo no corredor Central da Mata Atlantica (Rocha,
2003). Segundo Melgarejo (2003), esta espécie é considerada o viperideo mais comum
na zona da mata do Nordeste brasileiro. Mariz (2004) registrou dois exemplares
coletados em Pernambuco, um em Brejo dos Cavalos, mata Umida isolada no semi-
arido e outro em Timbauba, na zona da mata onde a vegetacdo predominante é
Floresta Caducifdlia. Esses dados corroboram os achados de Lira-da-Silva (1996) que
relatou a ocorréncia dessa espécie em climas Umido, Umido a sub-Umido e seco a sub-
Uumido, no dominio morfo-climatico da Floresta tropical Atlantica, Floresta tropical
Caducifdlia e Subcaducifélia, desde o nivel do mar até cerca de 472m. Esta espécie
habita regiées densamente povoadas pelo homem, tanto nas areas urbanas e
periurbanas quanto rurais, aumentando a probabilidade de encontro e acidente
(MELGAREJO, 2003).

B. leucurus é uma serpente de porte avantajado, podendo chegar a 1,8 m de
comprimento. Esses animais apresentam uma faixa pds-ocular marrom (as vezes s6

evidente em jovens), 17 desenhos dorsais em forma de trapézio, fundo cinza e entre



os desenhos dorsais existem pequenas manchas marrons (SILVA et al. 2005). Os
filhotes podem ter a ponta da cauda branca ou amarelada (Figura 8). Esta espécie
apresenta habito terricola e atividade crepuscular e noturna (SILVA et al. 2005).
Quando jovem, B. leucurus alimenta-se preferencialmente de lagartos e anfibios,
enquanto na fase adulta sua dieta é composta na maior parte por roedores (LIRA-DA-
SILVA, 1996; MELGAREJO, 2003). Quando ameacadas utilizam a camuflagem, fuga ou
vibram a cauda contra o substrato e desferem botes. As serpentes B. leucurus sao

viviparas, com nascimento de 5 a 20 filhotes por ninhada (SILVA et al. 2005).

Figura 8: Bothrops leucurus. Foto: Ivan Sazima
Fonte: http://cienciahoje.uol.com.br/noticias

2.2.2.1.3 Bothropoides lutzi (MIRANDA-RIBEIRO, 1915)

Considerando a recente modificacdo da classificacdo do complexo
neuwiedi (SILVA, 2000), esta espécie distribui-se pela Bacia do rio Sdo Francisco nos
estados da Bahia e Pernambuco, bem como Piaui, Ceard e Maranhdo. Estes animais
podem ser encontrados em zonas secas e quentes (MOSMANN, 2001) e nas savanas

(CAMPBEL; LAMAR, 2004).



A coloragao desses animais pode variar entre cinza esverdeado e pardo
avermelhado no dorso, com uma série de manchas irregulares vertebrais em marrom
escuro ou pretas com margens brancas, e branco amarelado com manchas irregulares
marrom escuro ou marrom amarelado com pigmentos marrons ou pretos no ventre
(MOSMANN, 2001). A literatura ndo dispée de outras informagbes sobre biologia

desses animais (Figura 9).

Figura 9: Bothropoides lutzi. Foto: lvan Sazima
Fonte: http://cienciahoje.uol.com.br/noticias
2.2.2.1.4 Bothropoides erythromelas (AMARAL, 1923)

Bothropoides erythromelas, vulgarmente conhecida como jararaca malha
de cascavel, jararaca avermelhada, jararaquinha ou jararaca-da-seca, possui
distribuicdo restrita ao Brasil, nos estados do Maranhao, Piaui, Ceard, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Norte de Minas Gerais
(MOSMANN, 2001). Esta espécie é endémica da Caatinga (CARDOSO, 1992;
RODRIGUES, 2003), porém Soares (2001) relatou a presenca desta em Brejos de
Altitude, ambiente umido no dominio do semi-arido de Pernambuco, sugerindo que
alguns individuos das dreas secas circunvizinhas teriam se deslocado para um

ambiente mais Umido em busca de abrigo e alimento.



Esta espécie estd entre as menores serpentes do género Bothrops, com
comprimento médio de 50 cm. B. erythromelas caracteriza-se por uma faixa pds-ocular
larga marrom, com série dorsal composta de uma mancha triangular préxima a linha
mediana do dorso e duas pequenas manchas junto e abaixo de cada mancha triangular
em direcdo ao ventre sobre fundo castanho avermelhado. Esses animais possuem
habito terrestre e atividade crepuscular e noturna (SILVA et al. 2005) (Figura 10).

B. erythromelas alimenta-se de ras, lagartos e roedores (SILVA et al. 2005). e
guando ameacada vibra a ponta da cauda em sinal de adverténcia (CORDEIRO E HOGE;
1973, SOARES, 2001; MELGAREJO, 2003), usa a camuflagem e o bote como estratégia

de defesa (SILVA et al. 2005).

Figura 10: Bothropoides erythromelas. Foto: Ivan Sazima
2.2.2.2 Género Crotalus (LINEU, 1758)

Embora o género Crotalus seja muito diversificado na América dos Norte,
somente uma espécie colonizou a América do Sul. No Brasil, a espécie Crotalus
durissus apresenta sete subespécies: C. d.dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, C.
d.trigonicus, C. d.terrificus, C. d. colineatus e C. d.cascavella. entretanto alguns autores
consideram C. d. colineatus e C. d.cascavella como espécies sindbnimas de C.

d.terrificus (WUSTER et al. 2005).



2.2.2.2.1 Crotalus durissus cascavella (WAGLER, 1894)

Crotalus durissus cascavella, popularmente conhecida como cascavel,
maracambdia ou boicininga, é uma espécie caracteristica das Caatingas (MELGAREJO,
2003), com ocorréncia em regides secas de Pernambuco, Maranhdo, Ceara, Piaui,
Alagoas, Rio Grande do Norte e extremo nordeste de Minas Gerais (HOGE; ROMANO-
HOGE, 1978/79). Essas cascavéis, embora sejam associadas a vegetacdo aberta, estdo
colonizando florestas que estdo sofrendo fragmentacao, sendo identificadas, cada vez
em maior numero, em dareas de mata remanescente do litoral de Pernambuco,
incluindo a regido metrolitana de Recife (SOARES, 2001; PINHO, 2002; MARIZ, 2004;
OBSERVACAO PESSOAL).

As cascavéis caracterizam-se pela coloragao de fundo castanho claro com
manchas dorsais losangulares marrons escuras, marginadas de branco ou amarelo,
com chocalho ou guizo na extremidade da cauda (SILVA et al. 2005). Terrestre e
robusta, com padrdo de atividade crepuscular e noturno, o comprimento da espécie
C.d. cascavella pode ultrapassar 1,6 m (MELGAREJO, 2003; SILVA et al. 2005) (Figura
11).

A dieta destas cascavéis inclui, principalmente, mamiferos e aves
(VANZOLINI et al. 1980) mas estes animais também podem alimentar-se de lagartos. O
comportamento defensivo inclui vibracdo do chocalho, em adverténcia, produzindo
ruido caracteristico e botes (SOARES, 2001). Como a maioria das viperideas, as

cascaveéis s3o Vit et al. 2005).
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Figura 11: Crotalus durissus cascavella.
http://www.g6-team.net/f967/repteis-89949/
2.2.2.3 Género Lachesis (DANDIN, 1803)
O género Lachesis esta representado apenas por uma espécie no mundo,
Lachesis muta, conhecida como “bushmaster” pelos americanos, “bosmeester” no
Suriname, “daya”, “guiama” e “manaré” na Venezuela, “verrugosa” na Colombia,
“cascavel pua” e “pucarara” na Bolivia e “diamante” e “cascavel muda” nos paises de

lingua espanhola (MELGAREJO, 2003).

2.2.2.3.1 Lachesis muta (WIED, 1825)

Conhecida como surucucu, surucutinga, surucucu de fogo ou surucucu pico
de jaca, Lachesis muta é exclusiva da fauna brasileira, habitando remanescentes da
Mata Atlantica e distribuindo-se desde o norte do Estado do Rio de Janeiro até a
Paraiba, com algumas populagdes isoladas em enclaves Umidos (MARQUES et al. 2001;
MELGAREJO, 2003; SILVA et al. 2005).

Esta serpente é a maior serpente peconhenta brasileira, chegando a 3,5 m
de comprimento (SILVA et al. 2005). L. muta apresenta manchas escuras na cabeca
com uma forte lista pds-ocular caracteristica, padrao de coloragdo amarelado com
figuras romboidais escuras, ventre branco ou marfim e escamas ericadas na ponta da

cauda com coloragdo palida escura (MOSMANN, 2001) (Figura 12).



Essa espécie terricola tem habito noturno e durante o dia esconde-se em
tocas de animais e ocos de arvores caidas, alimentando-se de pequenos mamiferos
(MELGAREJO, 2003). Como estratégia de defesa vibram a cauda e desferem botes
(SILVA et al., 2005). Esta espécie constitui uma excecao para familia Viperidae por ser

ovipara (MOSMANN, 2001) e possuir cuidado parental aos ovos (SILVA et al., 2005) .
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Figura 12: Lachesis muta. http://www.itsnature.org/ground/creepy-crawlies-land/south-
american-bushmaster/

2.3 ACIDENTES OFIDICOS

No Brasil, os acidentes por animais peconhentos constituem um problema
de saude publica desde os mais remotos tempos. Em 31 de maio de 1560 houve o
primeiro relato de acidentes causados pelos diversos géneros de serpentes
peconhentas existentes no Brasil, como Bothrops, Crotalus e a Micrurus. Esse relato foi
escrito, na forma de carta, em S3o Vicente pelo jesuita espanhol José de Anchieta e
dirigida a seu superior Padre Diego Laynes em Roma (CARDOSO, 2003).

Apartir desta data até meados de 1900 os estudos sobre acidentes ofidicos

eram escassos, porém, em 1901, Vital Brasil ao iniciar a producdo de soro antiofidico




no Brasil, introduziu o “Boletim para observagdo de accidente ophidico” (Anexo A), que
era enviado juntamente com as ampolas de soro, para serem preenchidos com os
dados do paciente que fez uso do antiveneno, e devolvidos ao laboratério produtor.
Este boletim representou a base dos atuais sistemas nacionais de informag¢ao sobre
esse tipo de acidente. Por meio desse boletim, varios trabalhos foram publicados,
como o do préprio VITAL BRAZIL (1911), PENTEADO (1918), AMARAL (1930), BARROSO
(1944), FONSECA (1949) E MAGALHAES (1958).

Com o passar do tempo, outros modelos surgiram de ficha para a
notificacdo desses acidentes como os utilizados pelo Estado de S3o Paulo, pelos
Centros de Informacdo e Controle de IntoxicacGes, pelo Estado do Rio de Janeiro, pelo
Programa Nacional de Ofidismo, pelos Centros de Assisténcia toxicolégica, Pelo Estado
de Pernambuco (Anexo B), entre outros. Os estudos epidemioldgicos atuais analisam
as mesmas variaveis propostas por Vital Brasil, tais como sexo e idade da vitima, més
de ocorréncia do acidente, local da picada, género da serpente, tempo decorrido entre
o acidente e o atendimento e evolucao (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

Sendo assim, levando em consideracdo o levantamento nacional de
acidentes ofidicos no periodo de 1993 a 1995, acontecem anualmente em média cerca
de 20.000 acidentes no Brasil, sendo 12,7% ocorrentes na Regido Nordeste. Os
coeficientes de incidéncia nacional foram em média de 13,5 acidentes/100000
habitantes, sendo a regido Nordeste com a menor taxa de incidéncia em comparacgao
com as demais regides (6,84/100000 habitantes). Porém, no Nordeste as taxas de
mortalidade sdo elevadas (0,81%), sendo a taxa de letalidade nacional naquele periodo
de 0,45%. Os acidentes botrdpicos sdo os mais evidentes, constituindo 73,1% da

totalidade de todos os acidentes ofidicos no Brasil, ou 90,5% dos acidentes ofidicos,



considerando apenas os acidentes de importancia médica. O periodo do ano que
ocorrem maior numero de acidentes no Nordeste foi de janeiro a maio. As pessoas do
sexo masculino sd3ao mais acometidas (70%), e o local da picada foi
preponderantemente nos membros inferiores (70,8%). A letalidade nacional por
género de serpentes foi de 1,87% para Crotalus, seguido de Bothrops (0,31%), Lachesis
(0,95%) e Micrurus (0,36%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Segundo os dados do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo), no periodo de 1999 a 2003, a regido Nordeste apresentou 15.345 casos
de acidentes por serpentes, em média 3069 casos/ano, com incidéncia de 4,57
casos/100000 habitantes. A Bahia foi o estado que apresentou maior nimero de casos
(8.599, média de 1.719,8 casos/ano) e maior incidéncia média (13,16 casos/100000
hab.) no periodo, seguida do Maranhdo (2.871 casos, média de 574,2 casos/ano e
10,16 casos/100000 hab.). Alagoas ocupou o terceiro lugar em incidéncia (5,74
casos/100000, 680 casos), seguido de Ceara (3,24 casos/100000, 1203 casos), Piaui
(2,86 casos/100000, 406 casos), Pernambuco (2,81 casos/100000, 1113 casos), Paraiba
(2,03 casos/100000, 350 casos), Sergipe (0,72 casos/100000, 65 casos) e Rio Grande do
Norte (0,42 casos/100000, 58 casos) (Figura 13). Os estados com maiores taxas de
letalidade foram Rio Grande do Norte, Piaui e mais uma vez Pernambuco (LIRA-DA-
SILVA, 2009). E importante notar pelo conjunto de dados apresentados a
subnotificacdo no repasse de informacdes dos estados para o sistema nacional,
dificultando o conhecimento pleno acerca da epidemiologia de acidentes ofidicos,
principalmente no Nordeste brasileiro (LIRA-DA-SILVA, 2009; ALBUQUERQUE, 2005;

BOCHNER, 2002).
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Figura 13: Distribui¢ao dos acidentes ofidicos nos estados da regidao Nordeste no periodo de

1999 a 2003. Fonte: Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo

Estudos epidemioldgicos anteriores no estado de Pernambuco no periodo
de 1992 a 1994 indicaram uma incidéncia de 47% de acidentes botrdpicos na Regido
Metropolitana do Recife, com letalidade de 0,6% (GUARNIERI, 1996).

Levantamentos epidemioldgicos mais abrangentes no estado no periodo
de 1995 a 1997, com dados do SINAN, registraram 940 casos de acidentes ofidicos, em
média 313,3 acidentes/ano, sendo a maioria ocorrente na Zona Rural. A incidéncia
estadual dos acidentes foi calculada como sendo 4,23/100000 habitantes, que ao
serem observadas quanto a zona atingida, rural ou urbana, foram respectivamente de
13,11/100000 e 1,11/100000 habitantes. As regides semi-aridas do agreste e sertdo
constituiram 82,7% dos casos. Foi observada uma prevaléncia de acidentes botrépicos
no estado de 58,5% (n= 550), seguido dos acidentes crotdlicos de 13,5% (n= 126),
elapidicos (2%, n= 19) e laquéticos (0,4%, n= 4) (Figura 14). Em 25% dos casos ndo foi

informado o género da serpente causadora do acidente (n=235) e 0,6% dos acidentes



foi provocado por serpentes ndo peconhentas (n= 6). Desconsiderando os casos ndo
informados e n3ao pegonhentos, os acidentes botrdpicos constituiram 78,7% dos
acidentes e os crotdlicos 18%, sendo os primeiros prevalentes em todas as antigas

DIRES (Diretorias Regionais de Saude).
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Figura 14: Percentual de acidentes ofidicos distribuidos por género ocorridos no periodo de
1995 a 1997 nas regides semi-aridas do agreste e sertdo do estado de Pernambuco. Fonte:
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao

No estado do Ceard o levantamento epidemioldgico de acidentes ofidicos
peconhentos no periodo de 1992 a 1995 apresentou 688 casos, 172 casos/ano em
média, com sazonalidade observada de acidentes prevalentes nos meses de maio a

julho. As pessoas do sexo masculino foram as mais acometidas (75,6%, 10-19 anos), a

maioria trabalhadores rurais (62,7%), sendo o local da picada preponderantemente



nos membros inferiores (67,1%). A subnotificacdo quanto ao género da serpente
envolvida no acidente foi extremamente elevada de 31,8% (n= 219). Dos 469 casos
onde foi informado o género causador do acidente 88,3% foram relacionados ao
género Bothrops, 10,7% a Crotalus, 0,9% a Micrurus e 0,2% a Lachesis. A letalidade foi
de 0,7%, sendo 60% destes provocado por Crotalus (FEITOSA, 1997).

Levantamentos epidemioldgicos na Paraiba apresentaram a incidéncia de
277 casos provocados por serpentes registrados no CEATOX de Campina Grande, em
2005. As pessoas do sexo masculino foram as mais acometidas (71,8%) (Grafico 03) e a
maioria dos acidentes aconteceu em trabalhadores rurais, sendo o local atingido
preponderantemente os membros inferiores (73,6%). A sazonalidade observada foi
nos meses de maio a novembro. Os acidentes botrépicos foram prevalentes (71,5%),
seguido dos acidentes crotalicos (2,5%), elapidicos (1,1%) e em 24,9% ndo foi
informado o género causador. Apenas um 6bito foi registrado nesse periodo causado
por uma serpente botrdpica (LEMOS et al, 2009). Acidentes levantados no periodo de
1995 a 2000 no estado da Paraiba apresentaram sazonalidade importante nos meses
de marco a agosto, sendo as mais acometidas pessoas do sexo masculino e
trabalhadores rurais, sendo a faixa etdria mais atingida 10-49 anos. Em 770 casos
totais, o género Bothrops provocou 46,3% dos casos, seguido de Crotalus (10,1%),
Micrurus (1,7%). Casos de acidentes por serpentes ndo peconhentas foi de 12,7% e em
29,2% dos casos o género da serpente ndo foi informado (ALBUQUERQUE, 2005)

(Figura 15).
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Figura 15: Casos de acidente ofidico por género ocorridos no estado da Paraiba durante o
periodo de 1995 a 2000 (ALBUQUERQUE, 2005).

No periodo de 1995 a 2003 foram notificados 2.355 acidentes por
serpentes no estado, sendo 1.098 provocados por serpentes do género Bothrops
(46%), com prevaléncia de ocorréncia sazonal nos meses de marco a setembro. Dos
232 municipios do estado, a ocorréncia dos acidentes botrdpicos foi em 52 destes. A
subnotificacdo foi discutida como um fator importante na evolugdo dos estudos
epidemioldgicos e como objeto grave no que condiz com a evolugao da epidemiologia
de acidentes ofidicos para o pais

No ano de 2001 foram notificados 655 casos de acidentes botrépicos no
estado da Bahia, com incidéncia anual de cinco casos/100000 habitantes e letalidade
de 1%. A incidéncia foi maxima na microrregido Litoral Norte (21,9/100000 habitantes)
e extremamente elevada no municipio de Itanagra (92,9/100000 habitantes). Os
acidentes foram predominantes em homens, acometendo membros inferiores,

trabalhadores rurais e durante o periodo chuvoso .



O interessante é que a epidemiologia dos acidentes ofidicos aponta para
um perfil que se mantém inalterado ao longo dos ultimos 110 anos no Brasil. Ocorrem
com maior freqiéncia no inicio e no final do ano, em pessoas do sexo masculino, em
trabalhadores rurais, na faixa etdria produtiva de 15 a 49 anos, atingem sobretudo os
membros inferiores e a maioria desses acidentes é atribuida ao género Bothrops
(BOCHNER; STRUCHINER, 2003). Entretanto essa “inalteracdo” se da porque esses
dados se mantém em todo o territério nacional ou a subnotificacdo na maioria dos
estados do pais enfatiza o perfil da regido Sudeste?

A hipétese sobre a notificacdo em parte pode ser respondida por Bochner
e Struchiner (2003, p.13) que no mesmo trabalho, intitulado “Epidemiologia dos
acidentes ofidicos nos ultimos 100 anos no Brasil: uma revisdo”.

Bochner e Struchiner (2003, p.13) relatam que:

[...] Neste trabalho foram observados apenas quatro trabalhos de cunho nacional, dois
publicados em 1989, um em 1993 e o ultimo em 1998, sendo republicado em 2001. Mais
preocupante que o numero reduzido de estudos nacionais é o fato de o Ministério da Saude
(MS) publicar um trabalho em 1998, republica-lo em 2001, com dados referentes aos anos de
1990 a 1993, deixando claro que hoje vivemos num periodo de caréncia de informagdes, fruto

de pouca importancia politica que vem sendo dada a esse tipo de agravo a saude.
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Figura 16: Percentual de publica¢des sobre epidemiologia do acidente ofidico, nos ultimos 100
anos, distribuidas por regides brasileiras. Fonte: Bochner & Struchiner (2003).

2.4 PECONHAS OFIDICAS

As peconhas de serpentes sdo, provavelmente, os mais complexos de
todos os venenos, sendo constituidas por cations metdlicos (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
P, Co e Zn), carboidratos (freqlientemente na forma de glicoproteinas), nucleosideos,
aminas biogénicas, lipideos e aminodcidos livres. Entretanto, os principais
componentes da peconha da maioria das espécies sdo as proteinas e os peptideos,
podendo representar 90 a 95% do peso seco (BJARNASON E FOX, 1994; FRANCA;

MALAQUE, 2003).



Uma grande variedade de enzimas pode ser encontrada nas pegonhas
ofidicas, como fosfolipases, fosfodiesterases, fosfomonoesterases, L-aminodacido
oxidases, acetilcolinesterases, enzimas proteoliticas das classes serinoproteases e
metaloproteases, arginina esterases, 5’-nucleosidases, hialuronidases e NAD
nucleosidases. Além das enzimas, estdo presentes também peptideos dos quais
merecem destaque as neurotoxinas pré e pds-sindpticas, miotoxinas, cardiotoxinas,
potenciadores de bradicina (BPP) e inibidores de agregacdo plaquetaria (desintegrinas)
(RUSSELL et al. 1997; OUYANG et al. 1992). Entretanto, é importante ressaltar que nem
todas as peconhas apresentam esta variedade de componentes. As atividades
bioldgicas provenientes destas moléculas sao responsaveis pela maioria dos efeitos
téxicos nos envenenamentos ofidicos, que constituem um problema de Saude Publica
em todo Brasil, devido a ocorréncia de 20.000 acidentes por ano (MINISTERIO DA

SAUDE, 2001) (Tabela 2).

Tabela 2: Proteinas de venenos de serpentes ativadoras do sistema hemostatico.

Atividade funcional geral Atividade bioldgica especifica
Pr6-coagulantes Ativagao do fator V

Ativacao do fator X
Ativacido do fator IX
Ativagao de protrombina

Coagulagao do fibrinogénio

Anticoagulantes Ativagao de proteina C
Ligacio de proteina ao fator IX/X
Inibicao de trombina

Fosfolipase A
Fibrinoliticas Degradacao de fibrinogénio



Ativagao de plasminogénio
Interagdao com a parede vascular Hemorragicas
Ativagdo plaquetaria Indutores da agragacao plaquetaria

Inibidores da agregagao plaquetaria

Os estudos sobre as toxinas ofidicas tém como foco principal a purificacao
das mesmas, a caracterizacdo de suas ac¢des bioldgicas, a determinacdo da estrutura
molecular e o entendimento da relacdo estrutura-funcdo, visando o melhor
entendimento da fisiopatologia do envenenamento e a descoberta de toxinas

potenciais para o desenvolvimento de novas drogas (TAVARES et al. 2008).

2.4.1 TOXINAS GENERO ESPECIFICAS

2.4.1.1 Familia Elapidae — Género Micrurus
Estudos tém mostrado que as pegonhas de serpentes do género Micrurus
apresentam acgbes neurotdxicas, miotdxicas, hemorragicas e cardiovasculares (AIRD;
DA SILVA, 1991; DA SILVA JUNIOR et al., 1991; GUTIERREZ et al., 1992; FRANCIS et
al.,1997). Durante o envenenamento, as fracdes neurotdxicas destas peconhas se
manifestam clinicamente por parestesias e paralisias musculares. Essas toxinas podem
agir nas regides pré e pos-sindptica, bloqueando a comunicagdo neuromuscular

(MINISTERIO DA SAUDE, 2001; OLIVEIRA et al. 2008).

2.4.1.1.1 Micrurus ibiboboca (coral verdadeira)



A peconha de M. ibiboboca apresenta atividade hemolitica, é capaz de
induzir aumento de permeabilidade e possui componentes que podem interferir com
os fatores humorais associados a respostas proé-inflamatérias (TAMBOURGI et. al.
1990). Esta espécie possui peconha capaz de induzir alta atividade acetilcolinesterase,
L aminoacido oxidase, hialuronidase, fosfodiesterase, 5' nucleotidase, fosfolipasica e
mionecrdtica, porém auséncia das atividades hemorragica, fibrinolitica, trombina

simile e proteolitica sobre calicreina, plasmina e catepsina C (CASAIS E SILVA, 1995).

2.4.1.1.2 Micrurus lemniscatus carvalhoi (coral verdadeira)

A peconha de M. Ilemniscatus carvalhoi apresenta atividade
acetilcolinesterase, L aminoacido oxidase, fosfolipasica, fosfodiesterase, 5'
nucleotidase, e mionecrética, porém auséncia das atividades hialuronidase,
hemorragica, fibrinolitica, trombina simile e proteolitica sobre calicreina, plasmina e
catepsina C (CASAIS E SILVA, 1995).

A potente atividade fosfolipasica A, e agao neurotodxica pods-sinaptica
(CECCHINI et al. 2005), provavelmente, é decorrente da acdo sinérgica de quatro
fosfolipases A, capazes de induzir dano neuronal, alteragbes motoras e

eletroencefalogréficas, bem como convulsdes (OLIVEIRA et al. 2008).

2.4.1.2 Familia Viperidae
2.4.1.2.1 Géneros Bothrops e Bothriopsis (jararacas)
Apesar da existéncia de variagOes interespecificas e intraespecificas na
composicdo e atividades das diferentes peconhas botrdpicas, um quadro

fisiopatoldgico qualitativamente similar pode ser observado, sendo caracterizado por:



a) dano tecidual local, traduzido por hemorragia, mionecrose, hiperalgesia,
edema e infiltrado celular;

b) distlrbios na coagulacdo, incluindo a ativacdo da cascata seguida de
deplecdo de fatores da coagulacdo e incoagulabilidade sanguinea; e

c) disturbios renais, podendo evoluir para a insuficiéncia renal aguda
(Gutiérrez e Lomonte, 1989). A insuficiéncia renal aguda pode ser causada por necrose
tubular aguda ou necrose cortical decorrente da acdo direta de proteases ou pela
deposicdo de microtrombos na circulagcdo (Amaral, 1986; Jorge e Ribeiro, 1990). Estes
efeitos, atuando sinergicamente, podem desencadear o choque hipovolémico, que
constitui a principal causa de morte do envenenamento botrépico (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1989).

Na literatura ndo existem estudos acerca da peconha da espécie B. lutzi,
dessa forma, trataremos aqui apenas das espécies B. erythromelas, B. leucurus e

Bothriopsis bilineata.

2.4.1.2.1.1 Bothriopsis bilineata (jararaca-verde)

Ainda ndo existe qualquer estudo publicado sobre a peconha da serpente
Bothriopsis bilineata. As Unicas informacgdes disponiveis sobre a espécie referem-se a
identificacdo da alta atividade proteolitica sobre calicreina, trombina e plasmina e a
capacidade de induzir inflamagdo via recrutamento neutrofilico na cavidade peritoneal
de animais experimentais inoculados com a pe¢onha de B. bilineata smaragdina,

subespécie encontrada na Amazoénia.

2.4.1.2.1.2 Bothropoides erythromelas (jararaca malha-de-cascavel)



A peconha de B. erythromelas possui 83,7% de sua composicdo formada
por proteinas e sua por¢ao inorganica é representada por altos niveis dos ions Na, Cl,
K, Ca e Zn e baixas quantidades dos elementos Rb, Se, Cr, Br e Sb (Vasconcelos, 1996).
Essa peconha destaca-se das demais do género por apresentar uma das mais potentes
atividades coagulantes do grupo devido a potentes ativadores de fator Il e X (SANCHES
et al. 1992; FERREIRA et al. 1992), e diferencia-se pela auséncia da atividade trombina
simile, (NAHAS et al. 1979; FURTADO et al. 1991; MARUYAMA et al. 1992), baixa
atividade miotdxica e discreto efeito neurotéxico (ZAMUNER et al. 2004)

Além dessas, as atividades caracteristicas do género sdo encontradas na
peconha de B. erythromelas, destacando-se a atividade hemorragica (VASCONCELOS,
1996; VALENCA, 1997), a capacidade de promover a migracdo de neutrofilos via
liberacdo de mediadores quimiotaticos do acido araquidonico (FLORES et al. 1993), a
atividade potenciadora de bradicina, a potente atividade fibrinolitica (ARAUJO, 2004) e
o efeito nefrotéxico que induz o decréscimo da pressdao de perfusdo e da resisténcia
vascular.

A peconha de B. erythromelas induz, em cades, coagulopatia similar a
observada em vitimas humanas de acidentes botrdpicos: hipofibrinogenemia,
trombocitopenia moderada, consumo dos fatores Il, V e X da coagulacdo, bem como
uma incoagulabilidade sanguinea logo apds uma breve fase de hipercoagulacdo
(VASCONCELOS, 1996). Essa peconha também induz gengivorragia, petéquias
hemorrdagicas cutaneas, hematuria e hemorragia aguda sistémica, levando ao
comprometimento dos pulmdes, rins e figado de animais experimentais (TORRES,

1995; VALENCA, 1997).



Estudos de biodistribuicdo revelaram que a peconha de B. erythromelas
tende a concentrar-se na local do inoculo, bem como no estdmago e intestinos
(VASCONCELOS et al. 1998). A curva de distribuicio e eliminacdo dessa peconha
revelou rdpida meia vida de distribuicdo e lenta meia vida de eliminacdo. A
farmacocinética da peconha de B. erythromelas foi alterada pela injecdo de soro anti-
botrdpico, devido ao processo de redistribuicdo de 20% da pegonha do tecido para o
compartimento vascular, onde ocorre a neutralizacdo (ROCHA et al. 2008).

Trés alternativas para otimizacdo do tratamento foram testadas: o uso do
soro monoespecifico anti-erythromelas, que é duas vezes mais eficiente do que o soro
antibotropico comercial em neutralizar as atividades coagulante, hemorragica,
necrozante, fosfolipasica e letalidade da peconha de B. erythromelas; a associa¢do da
soroterapia convencional e da heparina, que na dose de 6 IU foi capaz de neutralizar as
atividades edematogénica e fosfolipasica da peconha e aumentar a efetividade do soro
anti-botrépico (BOECHAT et al., 2001); e o tratamento com soro-anti-botrdpico isolado
de Didelphis marsupialis, que foi efetivo na neutraliza¢ao dos efeitos induzidos por
esta peconha em rim isolado (MARTINS et al. 2005).

Apesar da existéncia de vdrios estudos com a peconha total de B.
erythromelas na ultima década, até o momento apenas cinco toxinas foram
purificadas: 1) berytractivase, uma metaloprotease ativadora de protrombina de 78
KDa, que converte protrombina em meizotrombina, de forma independente do
complexo protrombinase (SILVA et al. 2003); 2-3) berytrogina 1 e 2, metaloproteases
hemorragicas de 55 KDa (SABINO PINHO, 2005); 4) Be-X1, uma metaloprotease
ativadora de Fator X de 45 kDa (ESCOBAR, 2006); e BE-I-PLA,, uma fosfolipase A, acida

com potente atividade inibidora de agregacdo plaquetdria induzida por colageno e



acido araquidonico (ALBUQUERQUE MODESTO et al. 2006). A grande dificuldade de
purificar toxinas da peconha de B. erythromelas, caracteriza-las e estudar os seus
mecanismos de agao reside no baixo rendimento da peg¢onha por extragao, devido ao
pequeno tamanho dessa espécie, e ao baixo rendimento das toxinas decorrente da
alta complexidade da peconha.

Além das toxinas purificadas, trés clones foram sequenciados a partir da
biblioteca de cDNA da glandula de pegonha desta serpente e correspondem as toxinas
ja purificadas berytractivase e BE-I-PLA, e ao fator de crescimento do endotélio
vascular (svWEGF) cuja ocorréncia na peconha ainda ndo foi confirmada (SILVA et al.

2003; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al. 2004; MODESTO et al. 2006;).

2.4.1.2.1.3 Bothrops leucurus (jararaca do rabo branco)

A peconha de B. leucurus possui atividades coagulante e hemorragica,
edematogénica e necrosante similares as demais espécies do género (SANCHEZ et al.
1992), bem como alta atividade fosfolipasica, miotoxicidade e capacidade de inibir a
contracdo induzida por acetilcolina em fibras musculares, o que sugere um possivel
papel deletério na transmissdo neuromuscular (PRIANTI et al. 2003).

Recentemente foram purificadas sete enzimas da peconha de B. leucurus:
1-2) Bleu-H1 e Bleu-H2, metaloproteinases da classe PIV com alta atividade
hemorragica e ativadora de fator X, sendo Bleu-H2 consideravelmente mais ativa que
Bleu-H1 (CORREIA, 2006); 3) leucurolysina-a, metaloproteinase fibrino(geno)litica de
23 KDa, inibidora da agregacdao plaquetdria induzida por ADP e ndo-hemorragica
(BELLO et al. 2006), com efeito citotoxico em células endoteliais e atividade

edematogénica (GREMSKI et al. 2007); 4) leucurolysina-B, uma metaloproteinase



fibrino(geno)litica de 55 KDa, que inibe a agregacdo plaquetdria induzida por colageno,
degrada componentes da matriz extracelular e é um potente agente hemorragico
(SANCHES et. al. 2007); 5) leucurobina, uma serinoproteinase de 35 KDa, com atividade
trombina simile capaz de clivar o fibrinopeptideo A do fibrinogénio humano, formando
codgulos instaveis de fibrina (MAGALHAES et al. 2007); 6-7) b/D-PLA, e b/K-PLA,,
fosfolipases A, basicas de 14 KDa; b/D-PLA, apresenta ag¢do citotdxica e anticoagulante,
sem interferir cm a agregacao plaquetaria induzida por colageno, acido araquidénico
ou ADP, capaz de estimular o crescimento de tumores de Ehrlich, sem agir na
angiogénese, com atividade fosfolipasica 20 vezes maior que b/K-PLA, (HIGUCHI et al.

2007).

2.4.1.2.2 Género Lachesis
O género Lachesis é representado por serpentes de grande porte que,
chegam a secretar 4 ml de peconha liquida, o equivalente a aproximadamente um
grama de pegonha seca. Os acidentes por estas serpentes apresentam caracteristicas

comuns ao envenenamento botrépico, sendo entretanto rotineiramente mais graves

(BARRAVIEIRA, 1994).

2.4.1.2.2.1 Lachesis muta (surucucu)

A peconha de L muta apresenta forte atividade coagulante e
desfibrinogenante que resulta em incoagulabilidade sanguinea, potente atividade
proteolitica produzindo intensa lesdo tecidual local; induz um quadro hemorragico
caracterizado por sangramentos local e sistémico, além de apresentar atividade

neurotdxica e acdo inflamatéria acompanhada de edema e intensa hiperalgesia



(KAMIGUTI; CARDOSO, 1989; ROSENFELD et al. 1959; SANCHEZ et al. 1992;
MINISTERIO DA SAUDE, 2001; MALAQUE; FRANCA, 2003). Muitas toxinas deste género
foram purificadas da peconha da subespécie L. muta muta encontrada na regido
Amazonica, enquanto apenas seis foram isoladas da peconha de L. m. rhombeata: 1)
metaloproteinase com atividades hemorragica e fibrinogenolitica (SANCHEZ et al.
1991); 2) desintegrina (SCARABOUGH et al. 1993); 3) LMR-47, serinoproteinase com
atividade trombina simile (45 a 47 KDa), que libera preferencialmente fibrinopeptideos
A do fibrinogénio humano e apresenta 100% de homologia com uma trombina simile
isolada da peconha de L. muta muta (AGUIAR et al. 1996); 4) serinoproteinase
calicreina simile (32 KDa), com efeito hipotensivo em ratos anestesiados (GIOVANNE-
DE-SIMONE et al. 1997) e ativadora de plasminogénio (SANCHEZ et al. 2000), 5)
fosfolipase A, (DAMICO et al. 2005); e 6) lectina tipo-C, ligante de galactosideos (DE-

SIMONE et al. 2006).

2.4.1.2.3 Género Crotalus

A pegonha crotalica quase nao induz reagdes no local da picada, podendo
estar presente um discreto edema na regido acometida e parestesia ou anestesia local
possivelmente relacionadas a acdo antinociceptiva da peconha. Com relacdo as
manifestacdes sistémicas, alteracdes neuromusculares sdo evidenciadas nas primeiras
horas do acidente com presenca de ptose palpebral, diplopia e flacidez da musculatura
da face, podendo ocorrer ainda uma insuficiéncia respiratéria aguda decorrente de
paralisia da musculatura intercostal e/ou diafragmatica. Ja a miotoxicidade manifesta-
se por mialgia e pelo escurecimento da urina devido a mioglobindria (BUCARETCHI,

2002). Em casos graves, a deposicdo de mioglobina nos tubulos renais pode evoluir



para insuficiéncia renal aguda (AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2003). Alteracbes na
coagulacdo sanguinea acometem cerca de 50% dos acidentados, sendo caracterizada
pelo aumento do tempo de sangramento ou mesmo pela incoagulabilidade sangliinea

devido ao consumo de fibrinogénio, Fator V e proteina C (JORGE; RIBEIRO, 1992).

2.4.1.2.3 Crotalus durissus (cascavel)

A pegonha crotalica é do tipo coagulante, neurotdxica, miotdxica e
nefrotdxica (SANTORO et al. 1999; MARTINS et al. 2002, AZEVEDO-MARQUES et al.
2003). De grande importancia epidemioldgica para a regido Nordeste do pais, a
peconha de C. d. cascavella e seus componentes ainda sdo pouco explorados. Até o
momento apenas sete toxinas foram purificadas: 1) convulxina, glicoproteina de 60 a
78,4 KDa, com ac¢do agregante plaquetaria (MARLAS, 1982); 2-3) fosfolipase A, basica
(15 KDa) e crotapotina acida (9 KDa) que consistem nas subunidades da crotoxina; 4)
crotoxina, com ac¢do neurotodxica, nefrotdxica, letal e edematogénica (MARTINS et al.
2002; RANGEL-SANTOS et al. 2004; BEGHINI et al. 2004); 5) crotamina, peptideo (4,9
KDa) capaz de induzir espasmos na musculatura esquelética (TOYAMA et al. 2005); 6)
Casca LAO, L-amino oxidase (68 KDa) que induz agregacdo plaquetdria, possui acdo
anti-leishmania, in vitro, observada em promastigotas de Leishmania amazonenseis, e
inibe o crescimento bacteriano de cepas Gram-negativas e Gram-positivas devido ao
rompimento da membrana plasmatica (TOYAMA et al. 2005); 7) serinoproteinase (28
KDa) com atividade fibrinolitica e agregante plaquetaria (FONSECA et al. 2006); 8)
lectina tipo C, considerada isoforma da convulxina, com a¢do agregante plaquetaria e
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (RADIS-

BAPTISTA et al. 2006).



242 METALOPROTEASES DE PECONHAS OFIDICAS (SVMPs)

O impacto das Metaloproteases de peconhas ofidicas (SVMPs) sobre a
hemostasia tem sido altamente estudado, demonstrando que s3ao capazes de agir
sobre fatores soluveis, proteinas da Matriz extra celular (MEC) e também em
componentes celulares. A acdo destas toxinas envolve a sua propriedade catalitica,
antiadesiva, e também seus efeitos na ativacdo celular e na liberacdo de componentes
bioativos. Mais de 100 representantes deste grupo de toxina ja foram descritos,
incluindo isoenzimas da mesma espécie (MATSUl et al. 2000). Os venenos,
particularmente da familia Viperidae, contém uma variedade de SVMPs que possuem
um papel fundamental nas alteragdes hemostaticas e na injuria tecidual observadas
apods o envenenamento (BRAUD, et al. 2000). Estas alteragbes resultam em hemorragia
severa, decorrente da interferéncia das SVMPs com o sistema de coagula¢do e/ou
formacado do tampao hemostdtico ou por degradar membrana basal e componentes da
MEC (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; KAMIGUTI et al. 1996a). Sugere-se que as acdes
promovidas pelas SVMPs e por outros componentes de veneno, que também atuam
na hemostasia, como serinoproteases, fosfolipases A2 e lectinas tipo C, sdo em parte,
uma estratégia para imobilizacdo da presa (FAIZ et al. 1996).

As SVMPs, juntamente com as ADAMs, (A Disintegrin And
Metalloproteinase) compdem subfamilia M12 das metaloproteinases, também
denominadas de reprolisinas. Elas apresentam homologia entre seus dominios

metaloproteinases e em muitos casos, a homologia também é compartilhada por



outros dominios localizados na porg¢do carboxi-terminal do dominio metaloproteinase
(BJARNASON; FOX, 1994; FOX;LONG, 1998).

As SVMPs consistem de uma série de enzimas dependente de zinco que
apresentam diferentes massas moleculares. Proteinas deste grupo estdo presentes em
grande quantidade em venenos de serpentes da familia Viperidade. Porém, trabalhos
demonstram a purificagdao de SVMPs provenientes de venenos de algumas espécies de
serpentes da familia Elapidae e Colubridae (ASSAKURA et al. 1994, KAMIGUTI et al.
2000; MATSUI et al. 2000). Os precursores das SVMPs sdo latentes, compostos por
multidominios, que sdo processados, resultando em moléculas enzimaticamente ativas
ou em um grupo de produtos, denominado disintegrinas, desprovido de atividade
catalitica. A analise do cDNA (Complementary Deoxyribonucleic acid) e das seqiiéncias
das SVMPs demonstram que este grupo de proteinas esta relacionado com as MMPs e
as ADAMs, a partir de um gene ancestral comum (MOURA-DA-SILVA et al. 1996b).

A divergéncia das MMPs originou o precursor de multidominios das SVMPs
e ADAMS e foi acompanhada pela conservagao das estruturas relacionadas a catalise
como os dominios pré- e metaloproteinase, presentes nas MMPs, como também, pela
adicdo de novos dominios (disintegrina, tipo-disintegrina e rico em cisteinas) na
mesma posicdo do dominio hemopexina presente nas MMPs (MOURA-DA-SILVA et al.
1996b). O pré-dominio esta aparentemente envolvido com a inativacdo da enzima no
interior da glandula de veneno. Esta estrutura apresenta uma seqiiéncia conservada,
PKMCGYV (Pro-Lys-Met-Cys-Gly-Val), também presente no pré-dominio das MMPs, que
estd correlacionada com o mecanismo cysteine-switch, responsavel pela ativacdo
destas proteinas por protedlise do pro-dominio (BODE et al. 1993; STOCKER et al.

1995).



O dominio metaloproteinase das SVMPs possui a principal estrutura
funcional do dominio metaloproteonase das MMPs: a seqliéncia relacionada ao sitio
de ligacdo do atomo de zinco HEXXHXXGXXH. Ainda neste dominio, encontra-se a
seqliéncia estrutural Met-turn ClI/VM que tem o papel na estabilizacdo estrutural dos
trés residuos de histidina envolvidos na catalise (BODE et al. 1993; STOCKER et al.
1995). Apesar de muitas proteinas da familia das ADAMs possuirem atividade
enzimatica, em algumas, a regido que codifica a seqliéncia de ligacdo com o zinco
apresenta mutacdes com a substituicdo de histinas essenciais, resultando em
moléculas enzimaticamente inativas (MOURA-DA-SILVA et al. 1996a). O dominio
disintegrina foi inicialmente correlacionado com as disintegrinas classicas ou RGD-
disintegrinas, purificadas de venenos de viperideos. Estas moléculas sdo capazes de
interagir com integrinas de plaquetas com alta afinidade através da seqiiéncia RGD
(HUANG et al. 1987).

Atualmente ja foram descritos diferentes dominios disintegrinas contendo
substituicdes funcionais na seqiiéncia RGD (CALVETE et al. 2005). No dominio tipo-
disintegrina, as ADAMs e algumas SVMPs apresentam a maioria dos residuos de
cisteinas conservados na mesma posicao em relacdo a estrutura das RGD-disintegrinas,
porém, verifica-se substituicdes no tripeptideo RGD. Esses dominios sdo entdo
denominados de tipo-disintegrinas e sdo expressos em combinacdo com o dominio
rico em cisteinas na suaporc¢do carboxi-terminal (BJARNASON; FOX, 1994; HITE et al.
1994; PAINE et al. 1992).

De acordo com os dominios, as SVMPs sdo classificadas em quatro grupos

principais representados na figura 17:



a) as SVMPs da classe P-l sdo as menores representantes do grupo,
apresentam na forma ativa apenas o dominio metaloproteinase;

b) nas SVMPs da classe P-ll, os dominios metaloproteinase e disintegrina
sdo juntamente sintetizados, porém, no veneno, geralmente é encontrado o produto
processado que contém somente o dominio disintegrina: disintegrinas classicas;

c) nas SVMPs da classe P-lll, ao dominio catalitico sdo adicionados os
dominios tipo-disintegrina e rico em cisteinas, também presentes nas ADAMs (PAINE
et al. 1992). SVMPs da classe P-lll sdo encontradas no veneno na forma mondmeros ou
dimeros contendo os dominios metaloproteinase, tipo-disintegrina e rico em cisteinas,
ou ainda em formas processadas, inativas enzimaticamente, desprovidas do dominio
metaloproteinase;

d) as SVMPs da classe P-IV s3o dimeros que consistem de duas
subunidades apresentando uma organizagao estrutural similar das P-Ill SVMPs, com a
adicdo, através de pontes de dissulfeto, de um dominio tipo lectina (FOX; LONG, 1998).

As SVMPs estdao relacionadas principalmente com as atividades
fibrino(geno)litica e hemorragica, observadas apds o envenenamento. A especificidade
das SVMPs pelos substratos é ampla, sendo relacionada com proteinas do plasma,
componentes da MEC localizados na membrana basal da microvasculatura
(BARAMOVA et al. 1989; 1990a; FOX; LONG, 1998). A clivagem de proteinas da
membrana basal, com a subseqtiente fragilidade capilar, constitui um dos mecanismos

da hemorragia induzida pelas SVMPs (BJARNASON et al. 1988; GUTIERREZ et al. 2005).
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Figura 17: Classificagdo estrutural das SVMPs. P: peptideo sinal; Pro: pro-dominio Proteinase: dominio
metaloproteinase; S: espagador; Dis: dominio disintegrina; Dis-Like: dominio tipo disintegrina; Cys-Rich:
dominio rico em cisteina, Lec: dominio ligante de lectina. Fonte: Fox e Serrano, 2008.

Diversas atividades estdo atribuidas a organizacdo estrutural de dominios
apresentada pelas SVMPs. Em geral, as SVMPs da classe P-I sdo enzimas fibrinoliticas,
fracamente hemorragicas que podem apresentar atividades mionecrdtica e proé-
inflamatéria (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Por outro lado, postula-se que a
presenca dos dominios tipo-disintegrina e rico em cisteinas das SVMPs fornecem um
potente efeito hemorragico, atuando nas proteinas da membrana basal das células
endoteliais e também inibindo a agregacdo plaquetdria dependente de colageno
(KAMIGUTI et al. 1996a). Além disso, as SVMPs da classe P-1ll também possuem agdo
pro-inflamatdria e ativam diversos tipos celulares, mostrando-se um grupo versatil em
relacdo a diversos sistemas dependentes de interacdo célula-MEC (LAING; MOURA-DA-

SILVA, 2005).



Dentre as SVMPs do tipo Plll uma atividade biolégica tem chamado a atencao.
Foi demonstrado que essas metaloproteases possuem a capacidade de induzir
apoptose em células endoteliais, sendo estas entdo denominadas Proteinas indutoras

de apoptose vascular (VLAIPs) (TAVARES, et al. 2008).



2.4.3PROTEINAS INDUTORAS DE APOPTOSE VASCULAR (VLAIPs)

Em organismos multicelulares, a apoptose, mecanismo que leva a morte programada
das células, é essencial para muitos processos fisioldgicos, tais como o desenvolvimento
normal, estabelecimento de tolerdncia imunoldgica e degeneracdo de tecidos. Estudos
sugerem que o processo apoptético de células endoteliais vasculares, ndo sé regulam a

angiogénese, como também promovem a regressao das células vasculares, sdo importantes na
cura de ferimentos, na progressdo de tumores e na metdstase, também apresentam uma
parte critica na homeostase, como coagulacdo sanguinea, contracdo dos vasos e

controle da permeabilidade vascular (YIN et al, 2000).

A possibilidade de impedir a progressao do cancer tem sido alvo de diversos
estudos, e a aniquilacdao de células endoteliais vasculares recrutadas pelos tumores
para o fornecimento de nutrientes e crescimento pode constituir a fonte para tal busca

(FOLKMAN, 1971). Na verdade, o rompimento do processo de formacdo de novos vasos
sanguineos estd se tornando um meio médico eficaz de interromper o crescimento tumoral.
Sua investigacdo pode ajudar a desenvolver novas terapias e medicamentos (ZHONG; BOWEN,

2006).

Até agora, as toxinas das serpentes, potencialmente capazes de conter a
proliferacao das células do endotélio vascular, podem constituir fortes candidatas para
o desenvolvimento de drogas anti-angiogénese no combate ao cancer (RADIS-

BAPTISTA, 2005; SWENSON et al. 2007).

Em 1997, foi relatado o isolamento e a purificacdo de uma proteina do veneno

de Crotalus atrox, que apresentava a capacidade de induzir apoptose vascular, sendo



denominada VAP-1 (MASUDA et al. 1997). VAP1 é considerada a primeira proteina
indutora de apoptose vascular, sendo uma SVMP do tipo PIll, com uma massa
molecular de 110 kDa e ponto isoelétrico de 8,5. Posteriormente, VAP2, uma proteina
monomérica com massa molecular de 55 kDa, que mata especificamente células
endoteliais vasculares (VECS) em cultura, também foi purificada do veneno da mesma

(MASUDA et al. 1998) (Figura 18).

Figura 18: Estrutura tridimensional da
VAP1 revela a presengca dos dominios Metaloprotease, Disintegrina e Rico em cisteina
caracteristico de uma Metaloprotease da Classe PIIl (TAKEDA et al. 2006).



O mecanismo pelo qual VAP1 induz apoptose em VECS parece envolver a3, a6
e B 1l-integrinas, bem como a integrina-associado a proteina CD9, uma vez que os
anticorpos dirigidos a essas proteinas de membrana inibem a morte celular (ARAKI et
al. 2002). Além disso, a ativacdo das proteinas caspases, acompanhada da

fragmentacdo severa de células é adicionalmente induzida por VAP1 (MARUYAMA et

al. 2005) (Figura 19).

Figura 19: Efeito da VAP2 sobre a viabilidade celular. Células tratadas com 1,5 pg/ml de VAP2.
Apods 48h as células foram observadas ao microscépio, aumento x100. (A) VEC; (B) RSMC-3
células musculares de camundongo; (C) TIG-7 fibroblastos humano. Apoptose em A mas ndo
em B e C. fonte (MASUDA et al. 1998).

Estudos anteriores de morte celular in vitro estabeleceram caracteristicas
morfoldgicas que sdo tipicas de apoptose, ou seja, condensacdo nuclear, formacdo de
bolhas na superficie da célula, resultando na formacdo de corpos apoptdticos e
fragmentacdo do DNA (YOU et al. 2003).

Com a descoberta das VAPs, outras proteinas que apresentam a mesma

capacidade de induzir a apoptose passaram a ser clonadas e purificadas. Dentre elas,



encontra-se uma metaloprotease hemorragica, halysase, isolada a partir do veneno de
serpente Gloydius halys, que também induz apoptose em células endoteliais. A analise
da sequéncia codificante do cDNA revelou que esta enzima consiste de dominios
multifuncionais, incluindo um dominio prdé-proteina, um dominio protease, um
dominio disintegrin-like e um dominio rico em cisteina. Halysase inibe fortemente a
proliferacao de células endoteliais de veia umbilical de humano de uma forma dose-
dependente, bem como a aderéncia das células extracelulares a matriz extracelular de
proteinas (YOU, et al. 2003).

Recentemente, metaloproteases de veneno de serpente tais como HV1
(MASUDA, 2001) foram notificadas por induzir extensa morte celular em células
endoteliais vasculares humanas. HV1 foi isolada do veneno de Trimeresurus flavoridis e

apresenta 85% de similaridade com VAP1.

Uma proteina indutora de apoptose de células endoteliais humanas (VLAIP)
também foi purificada, clonada e caracterizada do veneno da Vipera lebetina. Esta
metaloprotease heterodimérica é uma glicoproteina com massa molecular de
aproximadamente 106 kDa. Esta SMVP hidrolisa cadeia A-a e de forma mais lenta a

cadeia B-B do fibrinogénio (TRUMMAL et al. 2005).



2.5 ABIOLOGIA MOLECULAR

A abordagem bioquimica classica com venenos animais necessita de
grandes quantidades de material bruto para isolar os componentes individuais e,
posteriormente, uma grande quantidade suficiente de determinado componente para
a sua caracterizagdo. Assim, venenos cuja fonte é escassa ou cujos componentes estdo
presentes em baixa concentrag¢ao tendem a ser ignorados. A biologia molecular mudou
esse panorama a partir dos fins da década de 80 mostrando-se uma poderosa técnica a
disposicdo dos laboratérios que trabalham com toxinas animais (MIDDLEBROOK,
1991). As toxinas recombinantes podem ser produzidas em grande quantidade.

(ADAMS; OLIVEIRA, 1994).

2.5.1 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR)

A PCR consiste em amplificar copias de DNA “in vitro”, usando os elementos
basicos do processo de replicagdo natural do DNA. E o método para rapida
amplificacdo de sequéncias especificas de DNA. Apesar de representar um grande
avanco na tecnologia do DNA recombinante, a PCR apresenta limitacdes quando
utilizada como método quantitativo. Isto se deve a dificuldade da quantificacdo do
produto da PCR, pois esta reacdo origina uma quantidade de produtos semelhantes,
independentemente da quantidade inicial do DNA molde presente na reacdo (KUBISTA

et al., 2006).

Essa limitacdo provocou a necessidade de criagdo de uma técnica mais

especifica para andlises quantitativas. Higuchi e colaboradores (1992) introduziram a



PCR em tempo real, permitindo a quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA (NOVAIS
et al., 2004; KUBISTA et al., 2006; DUSSAULT et al., 2006). A PCR em tempo real realiza
a quantificacdo destes acidos nucléicos de maneira precisa e altamente reproduzivel,
pois determina seus valores durante a fase exponencial da reacdo (NOVAIS et al.,
2004). As caracteristicas relevantes da PCR em tempo real sdo rapidez, especificidade,
sensibilidade e quantificacdo. E realizada em um sistema de tubos fechados e n3o
requer nenhuma manipulacdo de amostra pds-PCR. Portanto, o potencial de
contaminacdo da PCR no laboratério é reduzido, uma vez que os produtos
amplificados podem ser analisados e eliminados sem abertura dos tubos de reagdo.
Em segundo lugar, este método suporta o uso de um gene de normalizacdo-controle,
como B-actina. A analise é efetuada em tempo real durante a fase de acumula¢do do

produto (DUSSAULT et al., 2006).

A curva de quantificacdo dos acidos nucléicos através da PCR em tempo real é
dividida em 3 fases: a linha basal na qual ndo ha produtos de PCR suficientes para
detectar fluorescéncia, a fase log em que a quantidade de produtos de PCR dobra a
cada ciclo, e a fase platd onde ndo ha mais aumento no numero de produtos
(WILHELM et al., 2003). O ponto na curva, dentro da fase exponencial, no qual a
quantidade de fluorescéncia ultrapassa o sinal da linha basal (em inglés “background”)
€ chamado de valor de ciclo do “threshold” (Ct) (DUSSAULT et al., 2006). Este ponto é
de crucial importancia, pois, permite determinar a concentracdo de acidos nucléicos

com maior acuidade (Krene et. al., 2005; WILHELM et al., 2003, Livak et al., 1995).

A PCR em tempo real pode ser utilizada para diversas aplicagdes, tais como:

quantificacdo do numero de cdpias de transgénicos, identificacdo de organismos



geneticamente modificados, deteccdo e quantificacdo de patdgenos, entre outras. E
também um sensivel método para detec¢ao de acidos nucléicos, porque permite um
alcance dinamico na quantificacdo de uma grande quantidade de alvos (Krene et. al.,

2005).

Na PCR em tempo real existem dois métodos de quantificacdo: a detec¢do nao-
especifica e a especifica. O método que utiliza Syber Green, um fluoréforo com
excitacdo e emissao maxima de 494nm e 521nm (DUSSAULT et al., 2006), que se liga
a fita-dupla de DNA, emitindo uma fluorescéncia verde detectada pelo sistema de
recepcdao do equipamento (NOVAIS et al., 2004), é o exemplo mais utilizado de
deteccdo ndo-especifica. O TagMan, uma sonda altamente especifica para a
sequéncia-alvo, libera fluorescéncia apenas na presenca do produto de PCR de

interesse.

A PCR em tempo real baseia-se na detec¢dao dos produtos amplificados de DNA
ligados as moléculas fluorescentes, que aumentam a intensidade da emissdo a medida
gue o produto da PCR acumula-se em cada ciclo (DUSSAULT et al., 2006). A emissdo da
fluorescéncia é gravada durante cada ciclo e representa a quantidade do produto
amplificado (NOVAIS et al., 2004). A plataforma da PCR em tempo real requer um
sistema 6tico para excitacdo da fluorescéncia e outro para a recepcdao da emissdo. As
informacgbes adquiridas sdo transmitidas para softwares que analisam e calculam os

dados finais da reacdo (Figura 20).
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Figura 20: PCR em tempo real com sonda TagMan®, (F) Fluoréforo, (Q) Quencher. Fonte:
Novais e Pires-Alves (2004).

Como um protocolo adicional, pés-PCR, da PCR em tempo real, a curva de
“melting” pode ser realizada a fim de que as sequéncias amplificadas sejam
caracterizadas (WILHELM et al., 2003). A curva de melting é realizada pelo
aquecimento lento e gradual do amplicon na presenca de fluoréforo. Na medida em
gue a amostra aquece, a fluorescéncia decresce rapidamente (AKEY et al., 2001). A
curva de melting baseia-se no principio de que cada fita-dupla de DNA apresenta sua
temperatura de melting (Tm) especifica, que é definida como a temperatura em que
50% do DNA fita-dupla torna-se fita simples, coincidindo com o mais acentuado

decréscimo do sinal do fluoréforo. Esta fase pode ser identificada mais simples e




convenientemente como um pico gerado pela derivacdao negativa da curva de melting

(WILHELM et al., 2003).

A curva de melting é primariamente determinada pelo comprimento e grau do
conteudo de guanina-citosina do DNA fita-dupla (WITTWER et al., 2001) e realizando a
diferenca entre diferentes amplicons tém sido aplicada a diversas analises como
verificacdo de niveis de expressao de diferentes transcritos. Tal curva também permite
identificar a formacao de produtos ndo especificos, bem como de dimeros de primers

(Krene et al., 2000) (Figura 21).
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Figura 21: Curva de amplificacgdo do PCR em Tempo Real. C; — Cycle de Threshold. A
amplificagdo mostra 3 fases distintas (1) linha basal: ndo houve produtos da PCR suficiente
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e (3) fase platd: ndo ha mais aumento no nimero de produtos. Fonte: Novais e Pires-Alves
(2004).
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3. OBIJETIVOS

3.1 Estudos epidemiologicos

1. Contribuir para a melhoria das informacgdes disponibilizadas no pais referente
aos acidentes ofidicos de Pernambuco.

2. Apresentar o perfil epidemiolégico dos acidentes ofidicos desde a fundacao do
Centro de Referéncia em acidente ofidico de Pernambuco.

3. Relatar um caso especifico de acidente raro.

3.2 Estudos moleculares

1. Clonar e analisar quantitativamente genes precursores distintos de
metalloproteases indutoras de apoptose vascular em espécies de viperideos
representantes da América do Sul.
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Resumo

Acidentes ofidicos caracterizam-se como problema de saude publica, causando
danos e sofrimento ao acidentado, podendo levar a 6bito. Estima-se uma média de
20000 acidentes/ano no Brasil, a maioria provocada por serpentes do género
Bothrops. Os levantamentos epidemioldgicos em Pernambuco sdo incompletos, e
aqueles voltados aos protocolos do CEATOX-HR encontram-se atualmente
defasados. Nosso estudo atualiza o conhecimento acerca de todos os acidentes
ofidicos pegonhentos atendidos desde a fundagdo do referido centro toxicoldgico, e
langa nova luz na compreensao dos padrdes de acidentes no estado. Os dados
foram analisados com o auxilio do software Package for the Social Sciences (SPSS)
versao 14.0. No periodo de 1992-2009 foram atendidos 821 casos de importancia
médica, média de 45,6 casos/ano. Os acidentes crotalicos predominaram nas
cidades abrangidas pela I Geréncia Regional de Saude (GERES), enquanto os
acidentes botropicos aumentam em frequéncia nas cidades distantes da Zona da
Mata, em regides aridas. Mais da metade dos casos atendidos no CEATOX foram
oriundos de cidades abrangidas por outras GERES. Os casos de 6bito se deveram
principalmente a fatores como o tempo levado desde o acidente ao atendimento, a
distancia de deslocamento e a faixa etaria, do que pelo género de serpente
envolvida no acidente. Evidencia-se aqui a necessidade de um levantamento mais
amplo, a fim de elucidar completamente o ofidismo no estado de Pernambuco, .

Palavras-Chave: Ofidismo, Serpentes, Epidemiologia, Nordeste, Crotalus, Bothrops,
Viperidae, Elapidae, Distribuicdao Geografica.



Abstract

Snake accidents are characterized as public health problems that cause damage
and suffering in man, some evolving to death. About 20000 accidents each year
occur in Brazil, the majority provoked by snakes of genus Bothrops. The
epidemiological data from Pernambuco are incomplete and those researches on
protocols of CEATOX-HR (Center of Toxicological Assistance - Hospital da
Restauragdo) are actually lagged. Our study actualize the knowledge of all
venomous snake cases attended at CEATOX-HR since its foundation, and points to
a new comprehension on patterns of these accidents in the state. Data were
analyzed using version 14.0 of the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
software. In the period of 1992-2009 were attended 821 cases, mean of 45.6
cases/year. The crotalic accidents were predominant in the cities included to the I
Regional Department of Health (GERES), although bothropic cases increase in
frequency in the cities distant from forest and coastline zones, in arid regions.
More than a half of attended cases at CEATOX were derived from cities included in
other GERES. Death cases occurred meanly by the factors as the time since
accident and attendance, distance of displacement and age group, than the genus of
the snake causer of the accident. Here are evident the necessity of a major
epidemiological study in the direction of a complete knowledge about snakebite in
the state of Pernambuco.

Keywords: Snakebite, Snakes, Epidemiology, Northeastern, Crotalus, Bothrops,
Viperidae, Elapidae, Geographical Distribution.

Introducao

Existe no Brasil uma diversidade de 365 espécies de serpentes distribuidas
em 75 géneros, sendo apenas quatro desses géneros de elevada importancia
meédica: Caudisoma (cascavéis), Bothrops (jararacas), Bothriopsis, Lachesis
(surucucus) e Micrurus (corais-verdadeiras). Estes géneros reunidos apresentam
59 espécies peconhentas (16% das espécies catalogadas no pais) ocorrentes em
diferentes regioes do territorio nacional e que podem provocar envenenamentos
sérios com necessidade de intervencdes médicas apropriadas de acordo com cada
género .

Em recente publicacdo sobre os levantamentos de serpentes de interesse
médico na Regido Nordeste é citado a ocorréncia de cinco espécies de jararacas no
estado de Pernambuco (Bothropoides erythromelas, Bothrops leucurus, Bothrops
lutzi, Bothrops moojeni e Bothriopsis bilineata), uma Unica espécie de cascavel
(Crotalus durissus) e surucucu (Lachesis muta), além de trés espécies de corais-

verdadeiras (Micrurus coralinus, M. ibiboboca e M. lemniscatus), representando



17% das espécies pegonhentas do pais. Cabe notar também que Crotalus durissus,
B. erythromelas e B. leucurus sao espécies cosmopolitas nos estados nordestinos .
Ha ainda registro de ocorréncia da espécie B. neuwiedi piauhyensis na regido do Sdo
Francisco , entretanto esta espécie foi sinonimizada com B. lutzi consideradas
assim como uma Unica espécie .

As serpentes citadas anteriormente, juntamente com espécies nao-
peconhentas de interesse médico provocam os diversos acidentes na regido .
Levando em consideracdo o levantamento nacional de acidentes ofidicos no
periodo de 1993 a 1995, acontecem anualmente em média cerca de 20.000
acidentes, sendo 12,7% ocorrentes na Regido Nordeste. Os coeficientes de
incidéncia nacional foram em média de 13,5 acidentes/100000 habitantes, sendo a
regido Nordeste com a menor taxa de incidéncia em comparagdo com as demais
regioes (6,84/100000 habitantes). Porém, no Nordeste as taxas de mortalidade sdo
elevadas (0,81%), sendo a taxa de letalidade nacional naquele periodo de 0,45%.
Os acidentes botropicos sdao os mais evidentes, constituindo 73,1% da totalidade
de todos os acidentes ofidicos no Brasil, ou 90,5% dos acidentes ofidicos,
considerando apenas os acidentes de importancia médica. A sazonalidade de
acidentes no Nordeste foi de janeiro a maio. As pessoas do sexo masculino sdo
mais acometidas (70%), A letalidade nacional por género de serpentes foi de
1,87% para Crotalus, seguido de Bothrops (0,31%), Lachesis (0,95%) e Micrurus
(0,36%) .

Segundo os dados do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo), no periodo de 1999 a 2003, a regido Nordeste apresentou 15.345
casos de acidentes por serpentes, em média 3069 casos/ano, com incidéncia de
4,57 casos/100000 habitantes. A Bahia foi o estado que apresentou maior nimero
de casos (8.599, média de 1.719,8 casos/ano) e maior incidéncia média (13,16
casos/100000 hab.) no periodo, seguida do Maranhdo (2.871 casos, média de
574,2 casos/ano e 10,16 casos/100000 hab.). Alagoas ocupou o terceiro lugar em
incidéncia (5,74 casos/100000, 680 casos), seguido de Ceara (3,24 casos/100000,
1203 casos), Piaui (2,86 casos/100000, 406 casos), Pernambuco (2,81
casos/100000, 1113 casos), Paraiba (2,03 casos/100000, 350 casos), Sergipe (0,72
casos/100000, 65 casos) e Rio Grande do Norte (0,42 casos/100000, 58 casos). Os

estados com maiores taxas de letalidade foram Rio Grande do Norte, Piaui e



Pernambuco . E importante notar pelo conjunto de dados apresentados o descaso
com o repasse de informacdes dos estados para o sistema nacional, dificultando o
conhecimento pleno acerca da epidemiologia de acidentes ofidicos, principalmente
no Nordeste brasileiro .

Estudos epidemiologicos anteriores no estado de Pernambuco no periodo
de 1992 a 1994 indicaram uma incidéncia de 47% de acidentes botrépicos na
Regido Metropolitana do Recife, com letalidade de 0,6% . Levantamentos
epidemiolégicos mais abrangentes no estado no periodo de 1995 a 1997, com
dados do SINAN, registraram 940 casos de acidentes ofidicos, em média 313,3
acidentes/ano, sendo a maioria ocorrente na Zona Rural. A incidéncia estadual dos
acidentes foi calculada como sendo 4,23/100000 habitantes, que ao serem
observadas quanto a zona atingida, rural ou urbana, foram respectivamente de
13,11/100000 e 1,11/100000 habitantes. As regides semi-aridas do agreste e
sertdo constituiram 82,7% dos casos. Foi observada uma prevaléncia de acidentes
botropicos no estado de 58,5% (n= 550), seguido dos acidentes crotalicos de
13,5% (n= 126), elapidicos (2%, n= 19) e laquéticos (0,4%, n= 4). Em 25% dos
casos ndo foi informado o género da serpente causadora do acidente (n=235) e
0,6% dos acidentes foi provocado por serpentes ndao pegonhentas (n= 6).
Desconsiderando os casos nao informados e ndo peconhentos, os acidentes
botrépicos constituiram 78,7% dos acidentes e os crotalicos 18%, sendo os
primeiros prevalentes em todas as antigas DIRES (Diretorias Regionais de Saude).
A letalidade no estado foi calculada em 0,85% (n= 9), sendo 0,72% para o género
Bothrops e 2,38% para Crotalus .

Para a Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco, os municipios
pernambucanos estdo agrupados em 10 Gerencias Regionais de Saude (GERES),
sediadas em municipios centralizados pela sua situacdo geografica e/ou pela sua
importancia politico-econémica e populacional. A primeira GERES esta localizada
na Regido Metropolitana do Recife (RMR), sendo o CEATOX, localizado no Hospital
da Restauracao - PE, a inica unidade aplicadora de soro antiofidico.

Visto a escassez de conhecimento epidemiologico de acidentes ofidicos no
Nordeste e no estado de Pernambuco, o presente estudo representa um passo na
direcdo do conhecimento pleno dos acidentes ofidicos no estado, considerando um

mapeamento por municipios e por tipos de acidentes em todos os registros



ofidicos na I Geréncia Regional de Saude (GERES), centro de referéncia estadual no
atendimento toxicologico de abrangéncia de apenas 10,3% da totalidade de
municipios do estado, mas que em realidade atende acidentes oriundos de outras
GERES e também de outros estados.

Dessa maneira o objetivo do presente estudo é apresentar os resultados
referentes aos acidentes ofidicos quanto ao ano de ocorréncia, tipos de serpentes
envolvidas e distribuicao espacial no estado, discutindo com os escassos estudos
epidemioldgicos do estado, sendo os resultados do levantamento epidemiolégico
dos acidentes registrados no CEATOX-HR (I GERES), realizado por nosso grupo de

pesquisas.

Metodologia

Os casos de acidentes ofidicos do presente estudo foram levantados a partir
dos registros de protocolos do Centro de Assisténcia Toxicologica do Hospital da
Restauracdo (CEATOX-HR), localizado na cidade do Recife, Pernambuco, Brasil,
indexado a I Geréncia Regional de Satude (I GERES), unidade de abrangéncia aos
casos de intoxicagao em 10,3% das cidades do estado (n= 19), ocorridas na capital
e Regido Metropolitana e algumas cidades da Zona da Mata (Abreu e Lima,
Aracoiaba, Cabo de Santo Agostinho, Camaragibe, Cha Grande, Fernando de
Noronha, Goiana, Igarassu, Ipojuca, Ilha de Itamaracj, Itapissuma, Jaboatao dos
Guararapes, Moreno, Olinda, Paulista, Pombos Recife, Sio Lourenco da Mata e
Vitéria de Santo Antdo) . Consideramos os protocolos de acidentes no periodo de
1992 a 2009, perfazendo assim todos os acidentes ofidicos de importancia
toxicologica registrados desde a fundacdao do CEATOX-HR até o momento atual.

Casos de acidentes ofidicos ndo-pegconhentos ou sem importancia médica
foram excluidos da analise. A presente andlise de dados buscou identificar os casos
apresentados pelo CEATOX-HR de acordo com as cidades e GERES de origem dos
acidentes, ano, sazonalidade, tipos de serpentes envolvidas e 6bitos. Os dados

foram analisados no pacote estatistico SPSS versao 13.0.

Resultados e Discussao



No periodo de 1992 a 2009 foram notificados 821 casos de acidentes
causados por serpentes peconhentas no CEATOX-HR (I GERES), atendendo em
média 45,6 casos/ano, com incidéncia de 0,49 acidentes/100000 hab. A incidéncia
dos acidentes foi considerada relativamente baixa quando comparada a média de
incidéncia para o Nordeste (7,6 acidentes/100000 hab) e expressivamente baixa,
28 vezes menor, quando comparada a média nacional (13,9 acidentes/100000
hab) (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A maioria dos acidentes foi provocada pelo género Crotalus (n= 524;
63,8%), seguido dos acidentes para o género Bothrops (n= 234; 28,5%), Lachesis
(n=20; 2,4%) e Micrurus (n=7; 0,9%). Esta alta incidéncia de acidentes crotalicos
em relacao aos botropicos contradiz a estatistica nacional de pelo menos 108 anos
de estudos epidemiolégicos do acidente ofidico (BOCHNER; STRUCHINER, 2003;
PINHO; PEREIRA, 2001). Como neste estudo foram analisados dados de 18 anos,
uma amostra bastante significativa, podemos afirmar que o género Crotalus é o
responsavel pela maioria dos acidentes na RMR e esse fato se harmoniza com a
atual distribuicdo geografica da subespécie Crotalus durissus cascavella endémica
da caatinga nordestina (SOARES, 2001; PINHO, 2002; MARIZ, 2004; OBSERVACAO
PESSOAL).

Em trinta e seis casos nao foram informados nos protocolos o tipo de
serpente envolvida no acidente, constituindo um total de 4,4% dos casos, sendo
que em 22 destes foram administradas a soroterapia e os demais 14 considerados
na andlise apenas por terem sido registrados como casos peconhentos,
subnotificados quanto ao tipo de acidente e realizacdo de soroterapia, mesmo
assim a subnotificacdo foi baixa comparada a outros estudos (FEITOSA, MELO et al.
1997; ALBUQUERQUE, COSTA et al. 2005; ALBUQUERQUE, FERNANDES et al.
2005; LEMOS, ALMEIDA et al. 2009).

Os acidentes ofidicos atendidos no CEATOX-HR deveriam se restringir para
as cidades pernambucanas abrangidas pela I GERES (Figura 1), observamos que
mais da metade dos casos (49,6%) provém de outras cidades incluidas nas demais
GERES, 4,5% dos casos sdo oriundos de outros estados (n= 37) e apenas 42,9% dos

casos (n=352) oriundos da I GERES e em 3% dos casos (n= 25) ndo foi informado a



GERES de origem (Tabela 1). Nenhum acidente ocorrido na GERES VIII foi
encaminhado ao CEATOX-HR.

Nao sabemos o real motivo da imigracdo de pacientes provenientes de
outros estados, principalmente Paraiba e Bahia, porém podemos supor que o
CEATOX-HR seja a unidade de referéncia no atendimento mais préxima do local de
acidente e/ou mais conhecida talvez por ser de referéncia e também por estar
situada na capital pernambucana, entretanto o aumento do tempo decorrido entre
o acidente e o atendimento certamente agrava o quadro clinico do paciente visto
que as toxinas da pegonha continuam circulantes e ativas.

A incidéncia de acidentes para as demais GERES nao foi calculada visto que
ndo foram coletados dados dos acidentes atendidos em suas unidades de
referéncia, e a apresentacdo desses resultados apenas se demonstrardo confusos e

irreais.

GERES IX

GERES W1

. GERES XI'..~

= |GERES VIl
{

Figura 1. Distribuicdo dos municipios do estado de Pernambuco quanto as Geréncias

Regionais de Saude (GERES).

Excetuando-se os dados apresentados para a I GERES, nao informados
(concomitantemente GERES e género de serpente, n= 25) e dados de outros
estados (n=37), verificou-se 56,02% de acidentes crotalicos (n= 407), seguido de
36,86% de acidentes botropicos, acidentes laquéticos (3,44%) e acidentes
elapidicos (0,49%). Em 3,19% dos casos nao foi informado o género causador do
acidente.

Avaliando apenas os acidentes ocorridos nas cidades abrangidas pela I
GERES foi possivel verificar que a ocorréncia de 352 acidentes (42,9% do total de
casos registrados no CEATOX-HR). Os acidentes crotdlicos foram os mais
prevalentes (77%), seguido dos acidentes botropicos (15%) e acidentes elapidicos

e laquéticos com taxas iguais (1%). Em 6% dos casos nao foi informado o género



causador da serpente. A taxa anual de acidentes na [ GERES foi 19,56 casos/ano e a
incidéncia foi 0,49/100000 habitantes.

Realizamos uma andlise de variancia considerando como fator principal o
Tipo de Acidente e a variavel dependente GERES de origem do acidente,
encontrando diferencas estatisticamente significativas (x*= 102,912; gl= 3;
p<0,001). Nesta analise excluimos os casos onde ndo foi informado a GERES,
analisando assim 760 casos. Analises a posteriori demostraram diferengas entre os
acidentes crotalicos e botrépicos (p<0,001), crotalicos e laquéticos (p= 0,021) e
botrépicos e elapidicos (p= 0,016). Com o intuito de identificar as diferengas entre
a variavel GERES em relacao ao tipo de acidente, realizamos nova andlise de
variancia considerando agora a varidvel GERES como fator principal e Tipo de
Acidente como varidvel dependente. A interacdo entre a GERES e o tipo de acidente
foi estatisticamente significativa (x°= 178,009; gl.= 10; p<0,001). Anélises a
posteriori revelaram diferencas entre I e II GERES (p<0,001), I e IV GERES
(p<0,001), I e V GERES (p<0,001), I e VI GERES (p<0,001), I e X GERES (p<0,01),1 e
XI GERES (p<0,01), I GERES e outros estados (p<0,001), II e III GERES (p<0,001),
III e IV GERES (p<0,001), IIl e V GERES (p<0,001), III e VI GERES (p<0,001), Ill e X
GERES (p<0,001), I1I e XI GERES (p<0,001), III GERES e outros estados (p<0,001), e
VI e VII GERES (p= 0,015) (Tabela 1). Essas analises afirmam que ha diferenca

entre o tipo de acidente e local de ocorréncia.

Tabela 1. Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos no CEATOX-HR no periodo de
1992 a 2009, de acordo com o tipo de acidente e as GERES de origem dos acidentes. (*NI=
ndo informado).

Geréncia Tipo de Acidente Total

Regsl;;l:; de NI*  Crotalico Botropico Laquético Elapidico N %
NI* 0 16 8 0 1 25 3
I GERES 21 271 52 4 4 352 42,9
I1 GERES 3 20 29 6 1 59 7,2
[II GERES 6 140 8 5 0 159 19,4
IV GERES 2 44 74 0 1 121 14,7
V GERES 1 9 12 2 0 24 2,9
VI GERES 1 3 18 0 0 22 2,7
VII GERES 0 5 2 0 0 7 09
IX GERES 0 2 0 0 0 2 0,2
X GERES 0 1 3 0 0 4 05
XI GERES 0 4 4 1 0 9 1,1



Outros Estados 2 9 24 2 0 37 4,5
Total n 36 524 234 20 7 821
% 4,4 63,8 28,5 2,4 0,9 100

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo percentual dos casos de acidentes

ofidicos nas cidades pernambucanas no periodo investigado e segundo o tipo de

serpente causadora dos acidentes. Em apenas 25 casos (3,05%) ndo foram

informadas as cidades de origem dos acidentes. Trinta e sete casos atendidos no

CEATOX-HR foram oriundos de outros estados (4,4%). Observamos no periodo

pesquisado a ocorréncia de acidentes em 114 cidades pernambucanas (61,6% de

todos os municipios), sendo aquelas com maior frequéncia de casos Cabo de Santo

Agostinho (52 casos), Jaboatdo dos Guararapes (51 casos) e Recife (48 casos), estas

abrangidas pela I GERES.

Tabela 2. Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos no CEATOX-HR no periodo de
1992 a 2009, de acordo com o tipo de acidente e as cidades de origem dos acidentes. * NI=
nao informado. ** C= crotalico, B= botrdpico, L= laquético, E= elapidico, n= total de

casos/cidade.
. Tipo de acidente (%)** . Tipo de acidente (%)**

Cidades NIF C B L E 0 Cidades NIF C B L E 0
NI* 00 640 320 00 4,0 25 ]Jupi 0,0 0,0 1000 0,0 00 1
Abreu e Lima 5,0 95,0 0,0 0,0 0,0 20 Jurema 0,0 50,0 50,0 0,0 00 2
Afogados da
Ingazeira 0,0 333 66,7 00 00 3 Lagoadoltaenga 0,0 0,0 100,0 0,0 00 1
Agrestina 0,0 1000 0,0 0,0 0,0 1 LagoadoOuro 0,0 250 250 500 00 4
Agua Preta 9,1 90,9 0,0 0,0 0,0 22 Lagoados Gatos 0,0 100,0 0,0 0,0 00 1
Aguas Belas 0,0 429 571 00 0,0 7 Limoeiro 0,0 50,0 50,0 0,0 00 2
Alagoinha 0,0 0,0 1000 00 00 2 Macaparana 14,3 28,6 429 00 143 7
Altinho 0,0 0,0 1000 00 0,0 2 Machados 0,0 1000 0,0 0,0 00 1
Amaraji 11,1 88,9 0,0 0,0 0,0 9 Maraial 0,0 1000 0,0 0,0 00 1
Aracgoiaba 0,0 1000 0,0 0,0 0,0 2 Mirandiba 0,0 66,7 33,3 0,0 00 3
Arcoverde 0,0 33,3 667 00 00 3 Moreilindia 0,0 1000 0,0 0,0 00 1
Barra de 0,0 100,0 0,0 00 0,0 1 Moreno 0,0 72,7 27,3 0,0 0,0 11
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O estado de Pernambuco é subdividido em seis diferentes regioes,
principalmente devido ao clima: Regido Metropolitana, Zona da Mata, Agreste,
Sertao e Sdo Francisco (Figura 2-A). Os acidentes elapidicos foram raros, existentes
apenas nas cidades de Bonito (IV GERES), Macaparana (II GERES), Cabo de Santo
Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Recife e Sao Lourenc¢o da Mata (I GERES), com
um caso cada de um total de sete casos registrados no periodo de 1992-2009,
sendo um dos casos nao informado a cidade de origem do mesmo. Os acidentes
laquéticos ocorreram em 11 diferentes cidades, sendo a maioria delas
pertencentes as GERES I e III. Em Lagoa do Ouro (V GERES), Santa Cruz da Baixa
Verde (XI GERES) e Timbauba (II GERES) prevaleceram os acidentes laquéticos. A
maioria dos acidentes elapidicos e laquéticos ocorreu em cidades da Regido
Metropolitana e Zona da Mata, e apenas a cidade de Jaboatdo dos Guararapes
apresentou ocorréncia de ambos os tipos de acidentes. Também foi observada a
ocorréncia de acidente elapidico em uma cidade do Agreste, bem como acidentes
laquéticos foram observados em uma cidade do Agreste e uma do Sertdo (Figura 2-
B).

A prevaléncia de acidentes crotalicos ocorre em praticamente todas as
cidades, entretanto, em 43 cidades os acidentes botropicos foram mais freqiientes
que os crotalicos, sendo 39,5% destas pertencentes a IV GERES, 20,9%
pertencentes a Il GERES, a V e VI GERES apresentaram 14% cada, e demais GERES
atingidas foram a I, VII, X e XI GERES. A I, IV, V, VI e X GERES ainda apresentaram
prevaléncia de acidentes botropicos sobre os crotalicos. Na I GERES apenas a
cidade de Goiana apresentou maior numero de acidentes botrépicos. Os Acidentes
botrépicos se estenderam desde a Regido Metropolitana e Zona da Mata, também
se concentrando em diversas cidades do Agreste, Sertao e Sao Francisco (Figura 2-
C). Os acidentes crotalicos se concentraram nas cidades da Regido Metropolitana e
Zona da Mata, mas também foram observados casos em cidades do Agreste, Sdo

Francisco e Sertao, embora em menor propor¢do do que os acidentes botrépicos



nessas regides. Os acidentes crotalicos foram prevalentes na I, III, VII e IX GERES

(Figura 2-D).

Figura 2. A) Subdivisdo estadual em regides climaticas e Regido Metropolitana. P> Regido
Metropolitana, P Zona da Mata, » Agreste, Sertdo e  Sdo Francisco; B) Distribuigio
dos acidentes elapidicos e laquéticos nos municipios pernambucanos. P Acidentes
elapidicos,  Acidentes laquéticos e » Ambos; C) Distribui¢do dos acidentes botrépicos
nos municipios pernambucanos. Legenda de acordo com o ndmero de casos por cidade,

1-5, 6-10 e » 11-15. D) Distribuicio dos acidentes crotalicos nos municipios
pernambucanos. Legenda de acordo com o nimero de casos por cidade, = 1-5, » 6-10, »>

11-15, » 16-20, » 21-30, » 31-40 e P 41-50.

Novamente verificou-se prevaléncia do acidente crotalico em relacdo ao
botrépico no estado, porém quando comparamos os percentuais obtidos das
outras GERES e da GERES I podemos indicar um padrdo de acidente, onde os
acidentes crotdlicos aumentam em direcdo ao litoral com diminuicdo dos
botrépico, enquanto os acidentes botrépicos aumentam em direcao ao interior do
estado com relativa diminuicdo dos acidentes crotalicos. Entretanto os dados
obtidos das outras GERES sao incipientes sendo necessaria uma melhor
amostragem para confirmar nossa hipdtese.

Foram notificados 12 ébitos nos casos atendidos no CEATOX-HR durante o

periodo de 1992 a 2009, sendo 58,3% (n= 7) destes provocados por serpentes do



género Crotalus. Os 6bitos provocados por Bothrops aconteceram em cidades da II
(n=1), IV (n= 3) e XI GERES (n= 1). Os acidentes crotalicos provocaram 6bitos em
cidades da I (n=2), IIl (n= 1), IV (n= 1), V (n= 1), VII (n= 1) e XI GERES (n= 1).
Anélise de variancia foram realizadas considerando a variavel independente Obito
e variaveis dependentes Sexo, Ano, Tipo de Acidente, GERES, Tempo decorrido do
acidente e Idade. Observamos diferencas estatisticamente significativas para as
interacdes entre Obito e Tempo decorrido do acidente (X*= 6,272; gl= 1; p=
0,012), Obito e GERES (x2= 7,098; g.l.= 1; p= 0,008) e Obito e Idade (x?= 8,928; gl.=
1; p= 0,003). Observamos que seis acidentes fatais aconteceram em pessoas com
mais de 60 anos, quatro desses provocados por Bothrops. Um acidente botrépico
fatal ocorreu na faixa etaria de 45-59 anos. Um acidente crotalico fatal aconteceu
na faixa etaria < 15 anos e quatro acidentes crotalicos fatais acontecerem em faixa
etaria entre 16 a 44 anos. Sendo assim nossos dados corroboram com o da
literatura onde os 6bitos dependem do tempo de atendimento sendo mais graves
em pacientes com idade acima de 60 anos (LEMOS et al., 2009; LIRA-DA-SILVA et
al. 2009a; LIRA-DA-SILVA et al. 2009b).

Os acidentes ocorreram com maior freqiiéncia nos meses de marg¢o a maio,
representativos 46,6% dos casos totais nos dezoito anos investigados diferindo da
ocorréncia nacional onde predominam de janeiro a abril associados ao aumento da
temperatura e pluviosidade (MISE et al. 2007). Entretanto quando comparados o
meés de ocorréncia do acidente e o tipo de acidente foi possivel verificar diferenca
estatisticamente significativa (x*= 44,331; gl.= 11; p<0,001). Anélises a posteriori
indicaram diferencas (p<0,05) entre os acidentes e os meses de margo e julho,
mar¢o e setembro, maio e julho, e junho e julho. A estatistica afirma que os
acidentes crotdlicos se concentraram nos meses de mar¢o a maio, enquanto os
acidentes botrépicos, mais esparsos, concentraram-se nos meses de abril a agosto
(Figura 3). Os acidentes laquéticos foram registrados principalmente nos meses de
marco a maio e setembro a outubro, enquanto os acidentes elapidicos foram
registrados principalmente nos meses de setembro a dezembro.

Analisando o tipo de acidente com relacdo aos meses (janeiro a dezembro) e
anos (1992 a 2009), excluindo apenas os casos em que o tipo de acidente nao foi
informado (n=785), encontramos diferencas estatisticamente significativas para a

interacdo entre tipo de acidente e ano (x°= 13,795; gl.= 3; p= 0,003) e tipo de



acidente e més (x*= 25,482; gl.= 3; p<0,001). Andlises a posteriori mostraram
diferencgas significativas entre o tipo de acidente e ano apenas para os acidentes
provocados por Crotalus e Bothrops (p= 0,001), e quanto a interagdo entre tipo de
acidente e més para Crotalus e Bothrops (p<0,001), Crotalus e Micrurus (p= 0,01) e
Bothrops e Lachesis (p= 0,036).

Nao é ao acaso que os acidentes por género ocorrem em determinada época
do ano talvez sejam devido aos aspectos biologicos dos espécimes como forrageio
e reproducdo, aumento ou diminui¢do da temperatura e da pluviosidade, aumento
da atividade humana préximo aos locais de ocorréncia das serpentes (NICOLETI et
al. 2010; MISE et al. 2007, ROJAS et al. 2007; PINHO et al. 2002; BORGES et al.
1999).

--------- Crotalicos

Botropicos

Out ) Abr

Jul

Figura 3. Sazonalidade de acidentes crotalicos (n= 524) e botrépicos (n= 234) no estado

de Pernambuco registrados no CEATOX-HR, no periodo de 1992 a 2009.

Desde a fundacdo do CEATOX-HR, o ano de 2003 apresentou a maior taxa de
acidentes (n=111) enquanto em 1998, primeiro ano de funcionamento, houve a
menor taxa de notificagdes onde ocorreram apenas 17 atendimentos. Os acidentes

crotalicos prevaleceram em praticamente todos os anos (47,37-95,65%) exceto no




ano de 2005 cuja prevaléncia de acidentes botrépicos (75%) atendidos
ultrapassou o de acidentes crotalicos (18,75%) (Tabela 2). Analises de variancia
considerando o Ano como fator principal e variavel dependente tipo de Acidente
foi estatisticamente significativa (x*= 92,265; g.l.= 17; p<0,001). O nimero de casos
e percentuais de acidentes e significancias das diferengas a posteriori entre os anos

siao sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia e porcentagens anuais de acidentes ofidicos atendidos no CEATOX-
HR no periodo de 1992 a 2009, de acordo com o género da serpente. Em destaque o Unico
ano (2005) em que o acidente botrdpico prevaleceu com relacdo ao crotalico.

Tipo de Acidente p
Ano NI Crotalus Bothrops Lac:esz Mlc;uru Total (a=0,05)
n % N % n % n % n %

1992 a 1 4,17 14 5833 8 3333 0 0,00 1 417 24 -
1993 b 0 0,00 18 47,37 17 4474 1 2,63 2 5,26 38 efgh,ik
1994 ¢ 0 000 17 6538 8 30,77 1 385 0 0,00 26 -
1995 d 0 0,00 17 6538 9 34,62 0 0,00 0 0,00 26 -
1996 e 0 0,00 22 9565 1 435 0 0,00 O 0,00 23 b,h
1997 f 4 1081 30 81,08 2 541 0 0,00 1 270 37 b,n,0,q
1998 g 2 11,76 14 8235 0 000 1 588 0 0,00 17 b,n
1999 h 5 1250 28 70,00 6 15,00 1 250 0 0,00 40 b,n,0
2000 i O 000 36 8571 6 1429 0 0,00 0 0,00 42 b,n
2001 j O 000 46 7797 9 1525 3 508 1 1,69 59 -
2002 k 11 20,75 36 6792 6 11,32 0 0,00 0 0,00 53 blm,n,o0,p,q
2003 1 7 631 64 5766 38 34,23 2 1,80 0 0,00 111 k,n
2004 m 3 698 21 48,84 18 4186 1 233 0 0,00 43 K
[2006 n 1 313 6 1875 24 7500 1 3,13 0 0,00 32 efghiklr |
2006 o 0O 0,00 22 5500 14 3500 3 7,50 1 2,50 40 f,hk
2007 p 1 1,79 39 6964 11 1964 5 893 0 0,00 56 K
2008 q 1 1,20 42 50,60 39 4699 0 0,00 1 1,20 83 fk
2009 r 0O 000 52 7324 18 2535 1 141 0 0,00 71 N

Nao observamos diferencas estatisticas entre o tipo de acidente e sexo,
embora 77,8% dos acidentes tenham sido acometidos em pessoas do género
masculino, ficando claro que essa freqiiéncia é devida a casuistica do encontro,

pois o sexo masculino apresenta maior atividade fora do lar (ROJAS et al. 2007).



Conclusoes

Crotalus durissus cascavella (cascavel) foi o principal agente etiolégico dos
acidentes na regido metropolitana do Recife (RMR) em Pernambuco, contrariando
a estatistica nacional e responsavel pela maioria dos ébitos, com maior freqiiéncia
na Zona da Mata, enquanto os acidentes botrépicos, ocorreram nas regides mais
aridas. Os acidentes elapidicos e laquéticos se concentraram na Zona da Mata. Os
homens sdo mais acometidos, na faixa etdria produtiva, o pico dos acidentes
coincide com o periodo de atividades das serpentes. Existe relacdo entre o tempo
de atendimento e a letalidade, sendo maiores de 60 anos os mais susceptiveis. Os
dados epidemiolégicos acerca dos acidentes ofidicos em todo o estado encontram-
se desatualizados, no entanto, o presente estudo representa um avango com vistas
a obter no futuro o conhecimento pleno do ofidismo no Estado. E necessério
priorizar a qualificacdo e atualizacdo de equipes de epidemiologia com intuito de

atingir esse fim.
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ABSTRACT

We describe the first confirmed accident by L. muta attended at Hospital da
Restauracdo in Pernambuco state. The patient presented gingival hemorrhage, edema,
pain, ecchymosis and coagulation time alteration. Treatment was realized with venous
hydration, corticoids and antibothropic-lachetic serum therapy. The patient leaved the
hospital five days after entrance in the health service with passages in toxicological
and pediatric departments.

Keywords: Snakebite; Toxinology; Epidemiology; Bushmasters

RESUMO

Descreve-se o primeiro acidente confirmado por L. muta muta atendido no Hospital da
Restauracdo em Pernambuco. O paciente apresentou gengivorragia, edema, dor,
equimose e alteragGes no tempo de coagulacdo. O tratamento foi realizado mediante
hidratacdo venosa, corticoides e aplicacdo de soroterapia antibotrdpica-laquética.
Apds cinco dias, recebeu alta hospitalar, tendo passado por dois servicos distintos, a
toxicologia e a pediatria.

Palavras-chaves: Acidente Ofidico; Toxinologia; Epidemiologia; Surucucu.

Introduction

From all accidents caused by lethal animals, snakebite is often the most serious.
Therefore, it is a public health issue, globalizing all regions of Brazil, leading to the necessity of

early adequate antivenom therapy .

Moreover, it is estimated five hundred cases by 100.000 inhabitants with 20.000
deaths yearly in Africa, Asia and Latin America. In the USA more than 8.000 cases yearly are

notified . In Brazil, according to the Ministry of Health, it occurs between 19.000 to 22.000



snakebites yearly with 0.45% of lethality caused by snakes of Viperidae family (genus

Bothropoides, Bothrops, Bothriopsis, Crotalus and Lachesis) .

The genus Lachesis has unique specie in Brazil, Lachesis muta, known as bushmaster in
USA, Bosmeester in Suriname, Daya and Guiama and Manaré in Venezuela, Verrucosa in
Colémbia, Cascavel Pua and Pucarara in Bolivia, diamante and cascavel muda in countries of

Spanish language and, Surucucu in Brazil .

Lachesis muta is the major Brazilian poisonous snake, 3.5 m long, presenting dark spots
in the head with a characteristic strong post-ocular strike, yellow color pattern with dark
rhomboidal figures, white or ivory belly and bristly scales tip to tail with pale to dark . This
terrestrial specie has nocturne habit and during the day it is found in animal burrows and
hollows of fallen trees, little mammals are its’ favorite food . Its defense strategies consist in

vibrate the tail producing a characteristic sound and bite .

Lachesis muta is known as Surucucu, Surucutinga, Surucucu-de-fogo or Surucucu-pico-
de-jaca in Pernambuco, a Brazilian state. This specie is exclusive of Brazilian fauna inhabiting
reminiscent of Atlantic and Amazonian Rain Forests and being distributed in all territoryfrom
the North of Rio de Janeiro (Southeast) until Paraiba state (Northeast), it can also be found in

isolated populations in humid enclaves .

Due to be a snake of forest areas cases of envenomation are rare . The action of
venom and symptomatology are similar of the bothropic accident; futhermore, some affected
people shows clinical alterations in the local of the bite. Pain, edema, heat and flushing are
similar to bothropic accidents and diagnostic could be confused. Coagulation time could be
altered and contributes to systemic hemorrhage. Whatever the patient could present vagal
stimulation as bradycardia, diarrhea, arterial hypotension and shock . The specific treatment is

realized with lachetic antivenom ministration or bothropic-lachetic antivenom .

In the present work we related a case of accident caused by Lachesis muta treated at
Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX), located at Hospital da Restauracdo, Recife,

Pernambuco, and the specimen was identified by specialists.

Case Report

Male child, 13 years old, from rural zone of Igarassu-PE, gives entrance at Hospital da

Restauragao with history of snake bite in the left foot two hours before (Fig.01). It comes to



health service referring bite local pain, vomit and abdominal pain. Physical exams revealed
awareness, orientation, eupneic, somnolence, gingival hemorrhage, apparent marks of the bite
in the affected local with continuous bleeding. Alterations on coagulation were detected
(Coagulation Time= +10m, Bleeding Time: 2’30”, Prothrombin Time and Activated Prothrombin
Time were undetected). Renal function and platelet counting were normal. The bothropic-
lachetic antivenom therapy was realized with 10 ampoules, and corticoid was applied before
the treatment. Clinical evolution and improvement of systemic symptoms was observed after
48 hours from antivenom therapy, absence of coagulation alterations, however, with discrete
edema, pain and ecchymosis in the local of the bite. These conditions were sufficient to
patient be leaved from CEATOX-PE. The pediatric department accompanied the case and
oriented treatment with antibiotics of developed cellulites in the local bitten. After this,

patient leaved the hospital five days after accident.

Discussion

This case report is the first confirmed case of snakebite by Lachesis muta in a
male child from the city of Igarassu-PE (Fig. 01). The animal was captured and
identified at Laboratério de Animais Peconhentos e Toxinas (LAPTx/UFPE) and was
incorporated at CEATOX animal collection.

This city is located next to the Itamaraca Island in the Pernambuco. It is limited
in the north by the city of Goiana, in the south by Paulista city and Abreu e Lima city, in
the east by Itamaracd, Itapissuma and Atlantic Ocean and by Tracunhaém city and
Aragoiaba city in the west. Igarassu city is an anthropic region with intense human
activities on cane sugar culture with vestiges of well conserved subperennial Atlantic
Rain Forest, mixed with semideciduous Forest. These environmental characteristics are
favorable to reproduction of Lachesis muta and propitious accidents with humans.

Among rare reports of Lachesis accidents in the literature , and considering
most of the cases diagnosed and treated at Hospital da Restauracdo, all accidents
followed the standard characteristics, including the regional area.

The present case demonstrated symptomatology background similar to others
cases published in national literature. In general, lachetic accidents presents
pronounced local effects as pain, edema, ecchymosis, hemorrhagic blisters and tissue

necrosis, and causes sequelae like muscular tissue lost and amputation of the



extremities affected. Coagulation alterations occur mainly by defibrination. Other
symptoms could be presented as nausea, vomit, diarrhea, hypotension, bradycardia,
abdominal pain and renal failure, in this last symptom, if the accident was not
identified and treated with urgency .

The case reported reveals initial symptoms and consequences in the post-
treatment of an envenomation by Lachesis, precociously identified and treated (2 h
after bite). This fact was favorable to fast clinical evolution and improvement observed
in the patient, without tissue commitment and treated with specific antivenom
therapy.

In conclusion, snakebite shows complex symptomatology backgrounds that are
variable according the time between accident and treatment. Consequently, to
decrease risks to patient is necessary immediate identification of the specimen and
diagnostic of symptoms. Clinical data of snake accidents complications has not been
considered in a serious manner at Brazilian clinical knowledge. So, a politics of
continuous capacitating of health professionals from different health services that
receives snakebite accidents considering the actual status of knowledge on the field is
necessary, once a time some of these workers became prisoners of the National
Manual of Diagnostic and Treatment of Accidents by Venomous Animals. This manual
is the most important guide on clinical treatment of venomous animal accidents
adopted in Brazil, but it is extremely outdated at the present. It could sound like a
repetitive conclusion; however, it is a real fact that few hospitals in Brazil have enough
quality to the treatment and the urge for a change is highlighted for years. More
directional governmental actions are in need, mainly due to a high increase of the
accidents since 2003 to present in which the mean of accidents exceeded 26.500 in all

country with more than a hundred deaths by year.
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Figure 01: (A) Lachesis muta e (B) Points of inoculation of the fangs of Lachesis patient's left
leg.
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RESUMO

As serpentes de pegonhentas do Estado de Pernambuco pertencem as familias
Colubridae (Boiruna maculata, Boiruna sertaneja, Philodryas olfersii e
Philodryas patagoniensis), Elapidae (Micrurus ibiboboca e Micrurus
leminiscatus) e Viperidae (Bothropoids erythromelas, Bothrops leucurus,
Bothriopsis bilineata, Crotalus durissus cascavella e Lachesis muta) sendo
responsaveis pelos acidentes ofidicos de ocorréncia no estado. Devido a
grande variedade de enzimas produzidas em suas glandulas de veneno,
resultantes de diferentes sintomatologias e com potencial farmacoldgico,
estudos vem sendo realizados sobre a sua constituicdo. O presente estudo tem
como objetivo atualizar dados sobre as pesquisas realizadas com as pegonhas
das serpentes de importancia médica encontradas em Pernambuco. A maioria

dos estudos s&o oriundos de monografias e dissertagbes nao publicadas em



revistas cientificas, porém produzidas sob orientacdo de professores com

renomada experiéncia na area.

PALAVRAS-CHAVE: Toxinas, Serpentes, Estado de Pernambuco.

ABSTRACT

The venomous snakes of the State of Pernambuco belong to the families
Colubridae (Boiruna maculata, Boiruna sertaneja, Philodryas olfersii e
Philodryas patagoniensis), Elapidae (Micrurus ibiboboca e Micrurus
leminiscatus) and Viperidae (Bothropoids erythromelas, Bothrops leucurus,
Bothriopsis bilineata, Crotalus durissus cascavella e Lachesis muta) is
responsible for the occurrence of snakebites in the state. The large variety of
enzymes produced in their venom glands, resulting in different symptomatology
and pharmacological studies have been carried out on its constitution. This
study aims to update data on research conducted with the venoms of snakes of
medical importance found in Pernambuco. Most studies were from unpublished
dissertations and papers in scientific journals, but produced under the guidance

of renowned professors with experience in the area.

KEYWORDS: Toxins, Serpents, State of Pernambuco.
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1. INTRODUGAO

As peconhas de serpentes sdo, provavelmente, os mais complexos de
todos os venenos, atuando tanto na imobilizagdo da presa quanto na digestao
dos tecidos animais. S&o constituidas por cations metalicos (Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P, Co e Zn), carboidratos (frequentemente na forma de glicoproteinas),
nucleosideos, aminas biogénicas, lipideos e aminoacidos livres. Entretanto, os
principais componentes da peconha sao as proteinas e os peptideos (90 — 95%

do peso seco), responsaveis pela maioria das atividades bioldgicas (1,2).

Uma grande variedade de enzimas pode ser encontrada nas pegonhas
ofidicas, como fosfolipases, fosfodiesterases, fosfomonoesterases, L-
aminoacido oxidases, acetilcolinesterases, enzimas proteoliticas das classes
serinoproteases e metaloproteases, arginina esterases, 5’-nucleosidases,
hialuronidases e NAD nucleosidases. Além das enzimas, estdo presentes
também peptideos dos quais merecem destaque as neurotoxinas pré e poés-
sinapticas, miotoxinas, cardiotoxinas, potenciadores de bradicina (BPP) e
inibidores de agregagcdo plaquetaria (desintegrinas) (3,4). Entretanto, €

importante ressaltar que nem todas as peconhas apresentam esta variedade



de componentes. As atividades biologicas provenientes destas moléculas sao

responsaveis pela maioria dos efeitos toxicos nos envenenamentos ofidicos.

No Brasil, os acidentes ofidicos tém importdncia médica e
epidemioldgica constituindo um problema de saude publica. No pais sao
registrados anualmente 20.000 acidentes ofidicos, dos quais 13,8% ocorrem na
regido Nordeste, que é a primeira em letalidade (0,81%), seguindo-se do

Centro-Oeste (0,63%), Norte (0,53%), Sul (0,33%) e Sudeste (0,26%) (5).

No estado de Pernambuco, o género Bothrops foi responsavel por
78,7% dos acidentes ofidicos no periodo de 1995 a 1997, com indice de
letalidade de 0,72%. A maior propor¢cdo de acidentes botropicos ocorreu no
interior do estado, enquanto os acidentes crotalicos predominaram na zona
litordnea (6). Os levantamentos realizados por Guarnieri et al. (7), no periodo
de 1992 a 1994, e por Pinho (8), de 2000 a 2002, ambos na Regiao
Metropolitana do Recife, demonstraram um decréscimo de 47% para 14,8%
dos acidentes com o género Bothrops, respectivamente, com consequente
aumento proporcional dos acidentes por cascavéis. Esses dados séo
preocupantes do ponto de vista médico, uma vez que os acidentes por
cascavéis sao mais graves do que os botropicos e que a densidade
demografica da regido metropolitana de Recife é muito maior do que a do

interior de Pernambuco.

A investigacdo das toxinas ofidicas tem como focos principais a
purificacdo das mesmas, os estudos de suas agdes bioldgicas, a determinagao
da estrutura molecular e o entendimento da relagao estrutura-funcéo. Varias
Instituicdes brasileiras de ensino e/ou pesquisa estdo voltadas para estes

campos, das quais se destacam o Instituto Butantan — SP, a Fundacao



Ezequiel Dias — MG e o Instituto Osvaldo Cruz - RJ. A distribuicdo heterogenia
desses Institutos ao longo do Brasil, com grande concentragdo na regido
Sudeste, possibilitou um conhecimento proporcional das pegonhas de
serpentes caracteristicas de cada regido. O Nordeste €& especialmente
prejudicado pela caréncia de profissionais, restringindo-se a um ou dois grupos

de pesquisa na Bahia, Pernambuco e Ceara.

A UFPE vem ha anos estudando as peg¢onhas das serpentes da regiao,
desenvolvendo pesquisas na area de caracterizagao, estrutura e funcao de
algumas familias de toxinas, bem como de seus receptores-alvos nas células.
O presente estudo teve como objetivo atualizar dados sobre as pesquisas
realizadas com peconhas das serpentes de importancia médica encontradas

em Pernambuco.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata-se de um estudo retrospectivo de todas as
pesquisas realizadas sobre as toxinas ofidicas das serpentes de Importancia
Médica de ocorréncia em Pernambuco. Os dados aqui utilizados sao
provenientes de levantamentos bibliograficos oriundos de monografias,
dissertacbes e teses, além de artigos cientificos de revistas especializadas na
area em bases de dados nacionais e internacionais da area de Toxinologia e

apresentados na forma de Lista comentada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



Segundo Mariz (9), as serpentes de peconhentas do Estado de
Pernambuco pertencem as familias Colubridae (Boiruna maculata, Boiruna
sertaneja, Philodryas olfersii e Philodryas patagoniensis), Elapidae (Micrurus
ibiboboca e Micrurus leminiscatus) e Viperidae (Bothrops erythromelas,
Bothrops leucurus, Bothriopsis bilineata, Crotalus durissus cascavella e

Lachesis muta rhombeata).

3.1 Familia Colubridae

A familia Colubridae possui a 65% das 2900 espécies de serpentes
descritas atualmente em todo o mundo, dos quais 40% apresentam glandula de
Duvernoy associada a uma dentigdo opistdglifa. Assim como nas glandulas de
peconha das serpentes proteroglifas e solendglifas, na glandula de Duvernoy
ocorre a sintese de varias toxinas, incluindo enzimas (10). Segundo Mariz (9),
em Pernambuco encontram-se apenas trés espécies de serpentes opistdglifas
da familia Colubridae: Boiruna maculata, Boiruna sertaneja, Philodryas olfersii e

Philodryas patagoniensis.

Assakura et al. (11) analisando a pegonha total de P. olfersii observaram
aspectos semelhantes as peconhas do género Bothrops, tendo sido
evidenciadas as atividades hemorragica, edematogénica e fibrin(ogen)olitica.
Por outro lado, ao contrario da maioria das pegonhas botrépicas, a pegonha de
P. olfersii demonstrou baixa atividade fosfolipasica e auséncia das atividades

trombina-simile, procoagulante e agregante plaquetaria.

Resultados similares aos de Assakura et al. (11) foram obtidos com a

peconha da espécie P. patagoniensis. De acordo com Acosta et al. (12), esta



peconha apresenta uma alta atividade proteolitica, forte acdo hemorragica e
capacidade de degradar o fibrinogénio in vitro. Ja segundo Peichoto et al. (13)
a mesma é capaz de induzir edema e necrose e nao apresenta atividade

fosfolipasica.

De acordo com Ching et. al. (14) a similaridade da pegonha de P. olfersii
com as peconhas botropicas pode explicar a base molecular da eficacia do
soro antibotropico para neutralizar a toxicidade desta peconha. De fato, a partir
da biblioteca de cDNA da glandula de Duvernoy de P. olfersii, os autores
observaram a presenga da maioria das classes de toxinas encontradas na
familia Viperidae tais como: serinoproteinases, metaloproteinases, lectinas tipo-

C, e um peptideo natriurético tipo C (CNP).

Até o momento, poucas toxinas da peconha de P. olfersii foram isoladas.
Os relatos restringem-se a purificagdo de cinco enzimas fibrin(ogen)oliticas,
sendo quatro metaloproteinases e uma serinoproteinase (11), além de uma
miotoxina com 20.000 Da de massa molecular e desprovida de atividade
fosfolipasica (15). Os efeitos miotoxicos e neurotdxicos da pegonha de P.
olfersii ja haviam sido anteriormente descrito por Prado-Franceschi et al. (15),
tendo sido estas atividades recentemente relatadas também para a espécie P.

patagoniensis (16).

Da peconha de P. patagoniensis, apenas recentemente foi isolada a
primeira toxina (17). A enzima, denominada patagonfibrase, é uma
metaloproteinase a-fibrinogenolitica com massa molecular de 53.224 Da,
indutora de intensa hemorragia local e sistémica, necrose e com acéo inibidora

da agregacgao plaquetaria. Com base nestes resultados, os autores atentam



para a possivel relevancia desta toxina na patogénese dos envenenamentos

causados por esta espécie.

Com relagao as espécies Boiruna maculata e Boiruna sertaneja, nao ha
relatos na literatura quanto a composicdo da sua peconha e atividades
biolégicas. Apenas um relato de caso de acidente com B. maculata esta
descrito na literatura, ndo tendo o mesmo ocorrido no estado de Pernambuco.
O acidente, caracterizado por forte edema e hemorragia local, foi tratado com

soro antibotrépico (18).

3.2 Familia Elapidae — Género Micrurus

Estudos tém mostrado que as peconhas de serpentes do género
Micrurus apresentam acg¢des neurotdxicas, miotoxicas, hemorragicas e
cardiovasculares (19, 20,21). Durante o envenenamento, as fracdes
neurotdxicas destas pegonhas se manifestam clinicamente por parestesias e
paralisias musculares. Essas toxinas podem agir nas regides pré e poés-

sinaptica, bloqueando a comunicagéo neuromuscular (5,22).

3.2.1 Micrurus ibiboboca (coral verdadeira)

A peconha de M. ibiboboca apresenta atividade hemolitica, € capaz
de induzir aumento de permeabilidade e possui componentes que podem
interferir com os fatores humorais associados a respostas pré-inflamatérias
(23). Esta espécie possui pegonha capaz de induzir alta atividade
acetilcolinesterase, L aminoacido oxidase, hialuronidase, fosfodiesterase, 5'
nucleotidase, fosfolipasica e mionecrética, porém auséncia das atividades
hemorragica, fibrinolitica, trombina simile e proteolitica sobre calicreina,

plasmina e catepsina C (24).



3.2.2 Micrurus lemniscatus carvalhoi (coral verdadeira)

A peconha de M. lemniscatus carvalhoi apresenta atividade
acetilcolinesterase, L aminoacido oxidase, fosfolipasica, fosfodiesterase, 5'
nucleotidase, e mionecrotica, porém auséncia das atividades hialuronidase,
hemorragica, fibrinolitica, trombina simile e proteolitica sobre calicreina,
plasmina e catepsina C (24).

A potente atividade fosfolipasica A, e acdo neurotdxica pos-sinaptica
(25), provavelmente, é decorrente da agao sinérgica de quatro fosfolipases A,
capazes de induzir dano neuronal, alteragdes motoras e eletroencefalograficas,

bem como convulsdes (22).

3.3 Familia Viperidae
3.3.1 Géneros Bothrops e Bothriopsis (jararacas)

Apesar da existéncia de variacoes interespecificas e intraespecificas
na composicao e atividades das diferentes peconhas botrépicas, um quadro
fisiopatolégico qualitativamente similar pode ser observado, sendo
caracterizado por:

a) dano tecidual local, traduzido por hemorragia, mionecrose,
hiperalgesia, edema e infiltrado celular;

b) disturbios na coagulagao, incluindo a ativagdo da cascata seguida
de deplecéao de fatores da coagulagao e incoagulabilidade sanguinea;

c) disturbios renais, podendo evoluir para a insuficiéncia renal aguda
(26). A insuficiéncia renal aguda pode ser causada por necrose tubular aguda
ou necrose cortical decorrente da agao direta de proteases ou pela deposi¢cao

de microtrombos na circulacdo (27). Estes efeitos, atuando sinergicamente,



podem desencadear o choque hipovolémico, que constitui a principal causa de
morte do envenenamento botropico (26).

Na literatura ndo existem estudos acerca da peconha da espécie B.
lutzi, dessa forma, trataremos aqui apenas das espécies B. erythromelas, B.

leucurus e Bothriopsis bilineata.

3.3.1.1 Bothriopsis bilineata (jararaca-verde)

Ainda nao existe qualquer estudo publicado sobre a peconha da
serpente Bothriopsis bilineata. As unicas informacdes disponiveis sobre a
espécie referem-se a identificacdo da alta atividade proteolitica sobre
calicreina, trombina e plasmina e a capacidade de induzir inflamagao via
recrutamento neutrofilico na cavidade peritoneal de animais experimentais
inoculados com a peconha de B. bilineata smaragdina, subespécie encontrada

na Amazobnia.

3.3.1.2 Bothropoides erythromelas (jararaca malha-de-cascavel)

A peconha de B. erythromelas possui 83,7% de sua composigcao
formada por proteinas e sua porgao inorganica € representada por altos niveis
dos ions Na, Cl, K, Ca e Zn e baixas quantidades dos elementos Rb, Se, Cr, Br
e Sb (29). Essa pegonha destaca-se das demais do género por apresentar uma
das mais potentes atividades coagulantes do grupo devido a potentes
ativadores de fator Il e X (28,30), e diferencia-se pela auséncia da atividade
trombina simile, (31,32,33), baixa atividade miotoxica e discreto efeito
neurotoxico (34).

Além dessas, as atividades caracteristicas do género séao

encontradas na peconha de B. erythromelas, destacando-se a atividade



hemorragica (29,35), a capacidade de promover a migragado de neutréfilos via
liberacdo de mediadores quimiotaticos do acido araquidénico (36), a atividade
potenciadora de bradicina, a potente atividade fibrinolitica (37) e o efeito
nefrotdxico que induz o decréscimo da pressao de perfusdo e da resisténcia
vascular.

A peconha de B. erythromelas induz, em caes, coagulopatia similar a
observada em vitimas humanas de acidentes botrdpicos: hipofibrinogenemia,
trombocitopenia moderada, consumo dos fatores Il, V e X da coagulagcédo, bem
como uma incoagulabilidade sanguinea logo apds uma breve fase de
hipercoagulagcao (29). Essa pegonha também induz gengivorragia, petéquias
hemorragicas cutaneas, hematuria e hemorragia aguda sistémica, levando ao
comprometimento dos pulmdes, rins e figado de animais experimentais (35,38).

Estudos de biodistribuicdo revelaram que a peconha de B.
erythromelas tende a concentrar-se na local do inoculo, bem como no
estdmago e intestinos (29). A curva de distribuigao e eliminagao dessa pegonha
revelou rapida meia vida de distribuicdo e lenta meia vida de eliminagdo. A
farmacocinética da pegonha de B. erythromelas foi alterada pela injecdo de
soro anti-botrépico, devido ao processo de redistribuicdo de 20% da pegonha
do tecido para o compartimento vascular, onde ocorre a neutralizagéo (39).

Trés alternativas para otimizagao do tratamento foram testadas: o
uso do soro monoespecifico anti-erythromelas, que é duas vezes mais eficiente
do que o soro antibotrépico comercial em neutralizar as atividades coagulante,
hemorragica, necrozante, fosfolipasica e letalidade da peconha de B.
erythromelas; a associagdo da soroterapia convencional e da heparina, que na
dose de 6 IU foi capaz de neutralizar as atividades edematogénica e

fosfolipasica da pegonha e aumentar a efetividade do soro anti-botrépico (40); e



o tratamento com soro-anti-botropico isolado de Didelphis marsupialis, que foi
efetivo na neutralizagao dos efeitos induzidos por esta peconha em rim isolado
(41).

Apesar da existéncia de varios estudos com a peconha total de B.
erythromelas na ultima década, até o momento apenas cinco toxinas foram
purificadas: 1) berytractivase, uma metaloprotease ativadora de protrombina de
78 KDa, que converte protrombina em meizotrombina, de forma independente
do complexo protrombinase (42); 2-3) berytrogina 1 e 2, metaloproteases
hemorragicas de 55 KDa (43); 4) Be-X1, uma metaloprotease ativadora de
Fator X de 45 kDa (44); e BE-I-PLA,, uma fosfolipase A, acida com potente
atividade inibidora de agregacédo plaquetaria induzida por colageno e acido
araquidénico (45). A grande dificuldade de purificar toxinas da peconha de B.
erythromelas, caracteriza-las e estudar os seus mecanismos de agéo reside no
baixo rendimento da pegonha por extragao, devido ao pequeno tamanho dessa
espécie, e ao baixo rendimento das toxinas decorrente da alta complexidade da
peconha.

Além das toxinas purificadas, trés clones foram sequenciados a
partir da biblioteca de cDNA da glandula de peg¢onha desta serpente e
correspondem as toxinas ja purificadas berytractivase e BE-I-PLA; e ao fator de
crescimento do endotélio vascular (svWEGF) cuja ocorréncia na pegonha ainda

nao foi confirmada (42-45-46).

3.3.1.3 Bothrops leucurus (jararaca do rabo branco)
A peconha de B. leucurus possui atividades coagulante e
hemorragica, edematogénica e necrosante similares as demais espécies do

género (28), bem como alta atividade fosfolipasica, miotoxicidade e capacidade



de inibir a contracdo induzida por acetilcolina em fibras musculares, o que
sugere um possivel papel deletério na transmissao neuromuscular (47).
Recentemente foram purificadas sete enzimas da peconha de B.
leucurus: 1-2) Bleu-H1 e Bleu-H2, metaloproteinases da classe PIV com alta
atividade hemorragica e ativadora de fator X, sendo Bleu-H2
consideravelmente mais ativa que Bleu-H1 (48); 3) leucurolysina-a,
metaloproteinase fibrino(geno)litica de 23 KDa, inibidora da agregacao
plaquetaria induzida por ADP e ndao-hemorragica (49), com efeito citotoxico em
células endoteliais e atividade edematogénica (50); 4) leucurolysina-B, uma
metaloproteinase fibrino(geno)litica de 55 KDa, que inibe a agregacao
plaquetaria induzida por colageno, degrada componentes da matriz extracelular
e é um potente agente hemorragico (51); 5) leucurobina, uma serinoproteinase
de 35 KDa, com atividade trombina simile capaz de clivar o fibrinopeptideo A
do fibrinogénio humano, formando coagulos instaveis de fibrina (52); 6-7) b/D-
PLA; e b/K-PLA,, fosfolipases A, basicas de 14 KDa; b/D-PLA; apresenta acéo
citotoxica e anticoagulante, sem interferir cm a agregacao plaquetaria induzida
por colageno, acido araquidénico ou ADP, capaz de estimular o crescimento de
tumores de Ehrlich, sem agir na angiogénese, com atividade fosfolipasica 20

vezes maior que b/K-PLA;(53).

3.3.2 Género Lachesis
O género Lachesis € representado por serpentes de grande porte
que, chegam a secretar 4 ml de peconha liquida, o equivalente a
aproximadamente um grama de pegonha seca. Os acidentes por estas
serpentes apresentam caracteristicas comuns ao envenenamento botrdpico,

sendo, entretanto rotineiramente mais graves (54).



3.3.2.1 Lachesis muta (surucucu)

A peconha de L. muta apresenta forte atividade coagulante e
desfibrinogenante que resulta em incoagulabilidade sanguinea, potente
atividade proteolitica produzindo intensa lesdo tecidual local; induz um quadro
hemorragico caracterizado por sangramentos local e sistémico, além de
apresentar atividade neurotdxica e acao inflamatéria acompanhada de edema e
intensa hiperalgesia (2,5,28,55,56). Muitas toxinas deste género foram
purificadas da pegonha da subespécie L. muta muta encontrada na regiao
Amazobnica, enquanto apenas seis foram isoladas da peconha de L. m.
rhombeata: 1) metaloproteinase com atividades hemorragica e fibrinogenolitica
(28); 2) desintegrina (57); 3) LMR-47, serinoproteinase com atividade trombina
simile (45 a 47 KDa), que libera preferencialmente fibrinopeptideos A do
fibrinogénio humano e apresenta 100% de homologia com uma trombina simile
isolada da pegonha de L. muta muta (58); 4) serinoproteinase calicreina simile
(32 KDa), com efeito hipotensivo em ratos anestesiados (59) e ativadora de
plasminogénio (60), 5) fosfolipase A, (61); e 6) lectina tipo-C, ligante de

galactosideos (62).

3.3.2.2 Género Crotalus
A peconha crotalica quase nao induz reacdes no local da picada,
podendo estar presente um discreto edema na regido acometida e parestesia
ou anestesia local possivelmente relacionadas a acdo antinociceptiva da
peconha. Com relagdo as manifestacbes sistémicas, alteracdes
neuromusculares sao evidenciadas nas primeiras horas do acidente com

presenca de ptose palpebral, diplopia e flacidez da musculatura da face,



podendo ocorrer ainda uma insuficiéncia respiratéria aguda decorrente de
paralisia da musculatura intercostal e/ou diafragmatica. Ja& a miotoxicidade
manifesta-se por mialgia e pelo escurecimento da urina devido a mioglobinuria
(63). Em casos graves, a deposigao de mioglobina nos tubulos renais pode
evoluir para insuficiéncia renal aguda (64). Alteragdes na coagulagcéo
sanguinea acometem cerca de 50% dos acidentados, sendo caracterizada pelo
aumento do tempo de sangramento ou mesmo pela incoagulabilidade

sanguinea devido ao consumo de fibrinogénio, Fator V e proteina C (27).

3.3.2.2.1 Crotalus durissus (cascavel)

A peconha crotalica € do tipo coagulante, neurotoxica, miotdxica e
nefrotdoxica (64,65,66). De grande importancia epidemioldgica para a regiao
Nordeste do pais, a pegonha de C. d. cascavella e seus componentes ainda
sdo pouco explorados. Até o momento apenas sete toxinas foram purificadas:
1) convulxina, glicoproteina de 60 a 78,4 KDa, com agao agregante plaquetaria
(67); 2-3) fosfolipase A, basica (15 KDa) e crotapotina acida (9 KDa) que
consistem nas subunidades da crotoxina; 4) crotoxina, com agao neurotdxica,
nefrotdxica, letal e edematogénica (68,69,70); 5) crotamina, peptideo (4,9 KDa)
capaz de induzir espasmos na musculatura esquelética (71); 6) Casca LAO, L-
amino oxidase (68 KDa) que induz agregacao plaquetaria, possui agao anti-
leishmania, in vitro, observada em promastigotas de Leishmania
amazonenseis, € inibe o crescimento bacteriano de cepas Gram-negativas e
Gram-positivas devido ao rompimento da membrana plasmatica (71); 7)
serinoproteinase (28 KDa) com atividade fibrinolitica e agregante plaquetaria

(72); 8) lectina tipo C, considerada isoforma da convulxina, com acao



agregante plaquetaria e atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (73).

4. AGRADECIMENTOS

A todos os estudantes que se propuseram a realizar esses estudos, a
Universidade Federal de Pernambuco, ao Laboratério de Imunopatologia Keizo
Assami, ao CNPq por conceder as bolsas de Doutoramento (de J.M.C, J.A.E),

de Mestrado (de M.S.S.P) e de iniciagao cientifica (de T.V).

5. REFERENCIAS

1. Bjarnason JB, Fox JW. Hemorragic metalloproteinases from snake venoms.
Pharmac.Ther. 1994;62:325-372.

2. Franca FOS, Fan HW, Malaque CMS, Cardoso JLC. O Paciente Vitima de Animais
Peconhentos |. Acidentes Ofidicos e Soroterapia. In: Velasco IT, Karam JA, Cruz



10.

11.

12.

13.

Neto LM, Caramez MPR, Gattaz MD Ed. Propedéutica na Emergéncia. Sdo Paulo:
Ed. Atheneu, 2003: 23:347-358.

Russell FE. Snakes and Snakebite in Central America. Toxicon. 1997; 35:1469-
1522.

Ouyang C, Teng CM, Huang ETF. Characterization of snake venom components
acting on blood coagulation and platelet function. Toxicon. 1992;30(9):945-66.

Ministério da Saude DO Brasil, 2001. Manual de Diagndstico e Tratamento de
Acidentes por Animais Pegonhentos. Brasilia, COMED/ASPLAN/FNS.

Aquino WK. Epidemiologia e clinica dos acidentes ofidicos no estado de
Pernambuco. [Dissertacido de Mestrado]. Recife (PE): Universidade Federal de
Pernambuco; 1999. 100p.

Guarnieri MC, Andrade LR, Lima PK. Poisonous animal accidents in Pernambuco,
Brazil: an epidemiological retrospective study from 1992 to 1994, In: International
Society on Toxinology: Pan american section fifth pan american symposium on
animal, plant and microbial toxins, Frederick, Maryland, USA, Toxicon. 1996;324.

Pinho MSS. Levantamento dos acidentes ofidicos ocorridos em Recife (Pe) e das
Serpentes encontradas nas Industrias da BR-101. [Monografia]. Recife (PE):
Universidade Federal de Pernambuco. 2003. Paginas?

Mariz, |. ldentificagdo de serpentes de importdncia médica do estado de
Pernambuco. [Monografia]. Recife (PE): Universidade Federal de Pernambuco.
2004. 45p.

Mackessy, SP. Biochemistry and Pharmacology of Colubrid Snake Venoms.
Journal Toxicology-Toxin Reviews. 2002;21:43-83.

Assakura MT, Salomdo MG, Puorto G, Mandelbaum FR. Hemorrhagic,
fibrinogenolytic and edema-forming activities of the venom of the colubrid snake
Philodryas olfersii (green M. M.T. da Rocha & M. de F. D. Furtado snake). Toxicon.
1992;30(4):427-438.

Acosta O, Leiva LC, Peichoto ME, Marufiak S, Tebler P, Rey L. Hemorrhagic
activity of the Duvernoy’s gland secretion of the xenodontine colubrid Philodryas
patagoniensis from the north-east region of Argentina. Toxicon. 2003;41:1007-12.

Peichoto ME, Acosta O, Leiva L, Teibler P, Marufiak S, Ruiz R. Muscle and skin
necrotizing and edema-forming activities of Duvernoy’s gland secretion of the



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

xenodontine colubrid snake Philodryas patagoniensis from the north-east of
Argentina. Toxicon. 2004;44:589-596.

Ching ATC, et al. Some aspects of the venom proteome of the Colubridae snake
Philodryas olfersii revealed from a Duvernoy's (venom) gland transcriptome. FEBS
Lett. 2006;580:4417-22.

Prado-Franceschi J, Hyslopy, S, Cogo JC, Andrade AL, Assakura MT, Cruz-Héfling
MA, RODRIGUES-SIMIONI L The effects of Duvernoy’s gland secretion from the
xenodontine colubrid Philodryas olfersii on striated muscle and the neuromuscular
junction: partial characterization of a neuromuscular fraction. Toxicon.
1996;34(4):459-466.

Carreiro da Costa RS, et al. Neuromuscular action of venom from the South
American colubrid snake Philodryas patagoniensis. Comp. Biochem. Physiol. C.
Toxicol. Pharmacol. 2008;148(1):31-8.

Peichoto MEP, et al. Purification and biological activities of patagonfibrase, an
alpha-fibrinogenase from Philodryas patagoniensis snake venom. Biochimica et
Biophysica Acta. 2007;1770:810-819.

Santos-Costa MC, Outeiral AB, D’agostini FM, Hele L. Envenomation by the
Neotropical Colubrid Boiruna maculata (Boulenger, 1896): A Case Report. Rev.
Inst. Med. trop. S. Paulo. 2000;42(5):283-286.

Aird SD, Jorge da Silva NJ. Comparative enzymatic composition of Brazilian coral
snake (Micrurus) venom. Comp. Biochem. Physiol. 1991; 99:287-294.

Gutiérrez JM, Rojas G, da Silva JR, NufAes NJ. Experimental myinecrosis induced
by the venoms of South American Micrurus (coral snakes). Toxicon;
1992;30(10):1299-1302.

Francis BR, DA SILVA NJ, SEEBART C, CASAIS E SILVA LL, Schmidt JJ, Kaiser
Il. Toxins isolated from the Venon of the Brazilian Coral Snake (Micrurus frontalis
frontalis) include Hemorrhagic type phospholipases A2 and postsynaptic
neurotoxins. Toxicon;1997;35:193-203.

Oliveira DA, et al. Phospholipases A2 isolated from Micrurus lemniscatus coral
snake venom: behavioral, electroencephalographic, and neuropathological aspects.
Brain. Res. Bull. 2008;75(5):629-39.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Tambourgi DV, dos Santos MC, Furtado MF, de Freitas MC, DA Silva WD, Kipnis
TL. Pro-inflammatory activities in elapid snake venons, Br. J. Pharmacol.
1994;112(3).

Casais-e-Silva LL. Caracterizacdo das atividades biolodgicas e enzimaticas do
veneno de duas espécies de Micrurus (Serpentes; Elapidae) do Estado da Bahia.
[Dissertagdo de Mestrado]. Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo. 1995.

Oliveira, DA; et al. Phospholipases A2 isolated from Micrurus lemniscatus coral
snake venom: behavioral, electroencephalographic, and neuropathological aspects.
Brain. Res. Bull. 2008;75(5):629-39.

Gutiérrez JM, Lomonte B. Local tissue damage induced by Bothrops snake
venoms, a review. Memorias do Instituto Butantan. 1989;51(14):211-33.

Jorge MT, Ribeiro LA. Acidentes por serpentes peconhentas do Brasil. Rev. Ass.
Med. Bras. 1990;36:66-77.

Sanches EF, Freitas TU, Ferreira-Alves DL, Velarde DT, Diniz MR, Cordeiro MN.
Agostini-Gotta G, Diniz CR. Biological activities of venom from South American
snakes. Toxicon. 1992;30(1):95-103.

Vasconcelos CML, et al. Distribution of 131l-labeled Bothrops erythromelas venom
in mice. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. 1998;31:439-43.

Ferreira ML, Moura-da-Silva AM, Franga FOS, Mota |, Cardoso J L. Toxic activities
of venom from nine Bothrops species and their correlation with lethality and
necrosis. Toxicon. 1992;30:1603-608.

Nahas L, Kamiguti AS, Barros MAR. Thrombin-like and factor X-activator
components of Bothrops snake venoms. Thombs. Haemostas. (Stuttg).
1979;41:314-28.

Furtado MF, Maruyama M, Kamiguti AS, Antonio LC. Comparative study of nine
Bothrops snake venons from adult female snakes and their offspring. Toxicon.
1991;29:219-26.

Maruyama M, Kamigutl AS, Tomy SC, Antonio LC, Sugiki M, Mihara H. Prothrobin
and factor x activating properties of Bothrops erythromelas venom. Annals of
Tropical Medicine and Parasitology. 1992;80:549-56.



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Zamunér SR, Cruz-Hofling MA, Corrado AP, Hyslop S, Rodrigues-Simioni L.
Comparison of the neurotoxic and myotoxic effects of brazilian Bothrops venoms
and their neutralization by commercial antivenom. Toxicon. 2004; 44:259-271.

Valenca RC. Estudo do processo hemorragico induzido pela pegonha de Bothrops
erythromelas. [Dissertacdao de Mestrado]. Recife (PE): Universidade Federal de
Pernambuco. 1997.

Flores CA, Zappellini A, Prado-Franceschi J. Lipoxygenase-derived mediators may
be involved in in vivo neutrophil migration induced by Bothrops erythromelas and
Bothrops alternatus venoms. Toxicon. 1993;31: 1551-59.

ARAUJO IP. Caracterizacdo da atividade fibrinolitica e purificacdo parcial de
fibrinogenase(s) da peconha de Bothrops erythromelas (jararaca malha de
cascavel). [Monografia]. Recife (PE): Universidade Federal de Pernambuco. 2004.

TORRES BS. Alteragbes pulmonares provocadas pelo veneno da Bothrops
erythromelas: estudo experimental em caes. [Dissertagdo de Mestrado]. Recife
(PE): Universidade Federal de Pernambuco. 1995. paginas

Rocha ML, Valenga RC, Maia MBS, Guarnieri MC, Araujo IC, Araujo DAM.
Pharmacokinetics of the venom of Bothrops erythromelas labeled with 1311 in mice.
Toxicon. 2008;52(3):526-29.

Boechat ALR, Paiva CS, Franca FS, Dos-Santos MC. Heparin-antivenom
association: differential neutralization effectiveness in Bothrops atrox and Bothrops
erythromelas envenoming. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo. 2001; 43(1):7-14.

Martins AMC, et al. Actions of anti-bothropic factor from Didelphis marsupialis on
renal effects of Bothrops erythromelas venom. Toxicon. 2005;46:595-99.

Silva MB, et al. A prothrombin activator from Bothrops erythromelas (jararaca-da-
seca) snhake venom: characterization and molecular cloning. Biochem. J.
2003;369:129-39.

Pinho MSS. Purificacdo e caracterizagédo parcial de duas toxinas hemorragicas da
peconha de jararaca malha de cascavel, Bothrops erythromelas (SERPENTES,
VIPERIDAE). [Dissertacdo de Mestrado]. Recife (PE): Universidade Federal de
Pernambuco. 2005.



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Escobar JAC. Purificacdo de um ativador de Fator X da pegonha de Bothrops
erythromelas (Serpentes, Crotalinae). [Monografia]. Recife (PE): Universidade
Federal de Pernambuco. 2006.

De Albuquerque Modesto JC, et al. BE-I-PLA2, a novel acidic phospholipase A2
from Bothrops erythromelas venon: isolation, cloning and characterization as potent
anti-platelet and inductor of prostaglandin 12 release by endothelial cells. Biochem
Pgharmacol. 2006;72:377-84.

Junqueira-de-Azevedo ILM, Silva MB, Chudzinski-Tavassi AM, Ho, P.L.
Identification and cloning of snake venom vascular endothelial growth factor
(svWEGF) from Bothrops erythromelas pitviper. Toxicon. 2004;44:571-75.

Prianti jr ACG, et al. Effect of Bothrops leucurus venom in chick biventer cervicis
preparations. Toxicon. 2003;41:595-603.

Correia JM. Purificagdo e caracterizagao parcial de duas hemorraginas ativadoras
de fator X da pegonha de Bothrops leucurus (jararaca do rabo branco) (Wagler,
1824). [Dissertacdo de Mestrado]. Recife (PE): Universidade Federal de
Pernambuco. 2006.

Bello CA, et al Isolation and biochemical characterization of a fibrinolytic proteinase
from Bothrops leucurus (white-tailed jararaca) snake venom. Biochimie.
2006;88:189-200.

Gremski LH, et al. Cytotoxic, thrombolytic and edematogenic activities of
leucurolysin-a, a metalloproteinase from Bothrops leucurus snake venom. Toxicon.
2007;50:120-134.

Sanchez EF, et al. Structural and functional cgaracterization of a P-Il
metalloproteinase, leucurolysin-B, from Botrhops leucurus venom. Arch. Bioch. And
Biofhy. 2007;468:193-204.

Magalhaes A, et al. Purification and properties of a coagulant thrombin-like enzyme
from the venom of Bothrops leucurus. Comp. Biochem. Phys. 2007; 146:565-75.

Higuchi DA, et al. Purification and partial characterization of two phospholipases A2
from Bothrops leucurus (white-tailed-jararaca) snake venom. Biochimie.
2007;89(3):319-28.

Barraviera, B. Venenos animais: uma visdo integrada. Rio de Janeiro: Ed. De

publicacbes cientificas, 1994.



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Kamiguti AS, Cardoso JLC. Haemostatic changes caused by the venoms of South
American snakes. Toxicon. 1989;27:955-963.

Rosenfeld G, Hampes OG, Kellen EMA. Coagulant and fribrinolytic activity of
animal venoms; determination of coagulant and fribrinolytic index of different
species. Mem. Inst. Butantan. 1959;59:143—-163.

Scarabouch RM, et al. Characterization of the integrin-specificities of disintegrins
isolated from American pit viper venoms. J. Biol. Chem. 1993; 268:1058-1065.

Aguiar AS, Alves CR, Melgarejo A, Giovanni-Simone S. Purification and partial
characterization of a thrombin-like/gyroxin enzyme from bushmaster (Lachesis
muta rhombeata) venom. Toxicon. 1996; 34(5):555-65.

Giovani-de-Simone S, et al. Purification, properties and N-terminal amino acid
sequence of a kallikrein-like enzyme from the venom of Lachesis muta rhombeata
(Bushmaster). J. Protein Chem. 1997;16:809—-18.

Sanchez EF, et al. Isolation of a proteinase with plasminogen-activating activity
from Lachesis muta muta (Bushmaster) snake venom. Arch. Biochem. Biophys.
2000;378:131-141.

Damico DCS, et al. Novello Neurotoxic and myotoxic actions from Lachesis muta
muta (surucucu) whole venom on the mouse and chick nerve—muscle preparations.
Toxicon. 2005;46:222-29.

De-Simone SG, Netto CC, Silva JR FP. Simple affinity chromatographic procedure
to purify-galactoside binding lectins. Journal of Chromatography B. 2006;838:135-
38.

Bucaretchi F, et al. Snakebites by Crotalus durissus ssp in children in Campinas,
Sao Paulo, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop. Sdo Paulo. 2002;44(3) 133-38.

Azevedo-Marques M, Cupo P, Hering SE. Acidentes por animais pegonhentos:
Serpentes peconhentas. Medicina. 2003;36:480-90.

Santoro ML, et al. Comparison of the biological activities in venoms from three
subspecies of the South American rattlesnake (Crotalus durissus terrificus, C.
durissus cascavella and C. durissus collilineatus). Comp. Biochem. Physiol. C
Pharmacol. Toxicol. Endocrinol. 1999;122(1):61-73. Erratum in: 1999. Comp.
Biochem. Physiol. C. Pharmacol. Toxicol. Endocrinol. 1999;123(3):293.



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Martins AM, et al. Determination of Crotalus durissus cascavella venom
components that induce renal toxicity in isolated rat kidneys. Toxicon. 2002;
40(8):1165-171.

Marlas G, Bon C., Relationship between the pharmacological action of crotoxin and
its phospholipase activity. Eur. J. Biochem. 1982; 25: 157-165.

Martins AM, et al. Determination of Crotalus durissus cascavella venom
components that induce renal toxicity in isolated rat kidneys. Toxicon. 2002;
40:1165-71.

Rangel-Santos A, Dos-Santos EC, Lopes-Ferreira M, Lima C, Cardoso DF, Mota,
Ell. A comparative study of biological activities of crotoxin and CB fraction of
venoms from Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus cascavella and
Crotalus durissus collilineatus. Toxicon. 2004; 43(7):801-10.

Beghini DG, Rodrigues-Simioni L, Toyama MH, Novello JC, DA Cruz-Héfling MA,
Marangoni S. Neurotoxic and myotoxic actions of crotoxin-like and Crotalus
durissus cascavella whole venom in the chick biventer cervicis preparation.
Toxicon. 2004;43(3):255-6.

Toyama OD, et al. Structure-function relationship of new crotamine isoform from
the Crotalus durissus cascavella. Protein J. 2005; 24(1):9-19.

Fonseca FV, et al. Characterization of a new platelet aggregating factor from
crotoxin Crotalus durissus cascavella venom. Protein J. 2006;25(3):183-92.

Radis-Baptista G, et al. Crotacetin, a novel snake venom C-type lectin homolog of
convulxin, exhibits an unpredictable antimicrobial activity. Cell Biochem Biophys.
2006;44(3):412-23.



J Venom Anim Toxins incl Trop Dis

(© 2009 Journal Citation Reports,
published by Thomson Reuters)

ISSN 1678-9199

Preparations of Originals

Manuscripts should be written in English and submitted online (www.jvat.org.br -
“Online Submission”). The copies should be typed in a Word file with 25 mm
margins on all sides (on size A4 paper), Arial 12 pt font, justified, 1.5 line spacing.
Full papers should be organized in the following order:

- Title (should be clear, descriptive and not too long)

- Name(s) of author(s)

— Affiliations of author(s)

- Abstract

- Key words (indexing terms, normally 3 to 6 items)

- Conflicts of interest

- Financial source (information concerning research grants)

- Trial Registration Number (when applicable)

- Correspondence to: (complete postal address, full telephone, fax number and
email of the corresponding author)

- Introduction

- Materials (or patients) and methods

- Results

- Discussion

- Conclusions (when applicable)

- Acknowledgements

- References

- Tables

- Figure captions

— Tables (separate files)

- Figures (separate files)

References

Authors must verify references against the original documents before submitting
the article. The journal has just adopted the Vancouver style for references;
therefore, all the submitted manuscripts, hereafter, must follow this guideline.
Nevertheless, papers presenting the new reference style will be published starting
in 2009.

References should be numbered in the order in which they appear in the text. The
full list of references, at the end of the article, must follow the Vancouver style
(http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). In the text, identify
references with Arabic numerals on the line (not superscript) and in parentheses,
e.g. (7, 38)".

Examples of reference style:

- Standard journal article (list the first six authors followed by “et al.”)

1. Ferreira Junior RS, Barraviera B. Tissue necrosis after canine bothropic



http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
http://www.jvat.org.br/home.asp?include=instructions&include2=&busca=&seu_email=&seu_nome=&sua_duvida=&banner=N&usuario=&senha=&thesi=&seqbanner=84#homepage

envenoming: a case report. J Venom Anim Toxins. 2001;7(2):302-12.

2. Almeida RAMB, Silva GF, Llanos JC, Winckler CC, Gomes MRB, Biagioni DS, et al.
Cytomegalovirus and Toxoplasma gondii seroprevalence in a Brazilian liver
transplant waiting list. J Venom Anim Toxins incl Trop Dis. 2007;13(4):881-4.

- Chapter in a book

3. Chaud-Netto J, Gobbi N, Malaspina O. Biologia e técnicas de manejo de abelhas e
vespas. In: Barraviera B, editor. Venenos animais: uma visao integrada. Rio de
Janeiro: EPUC; 1994. p. 173-93.

- Conference paper

4. Haddad Junior V. Clinical aspects of accidents caused by aquatic animals. In:
Proceedings of the Seventh Symposium of the Brazilian Society on Toxinology
(SBTx); 2002 Sep 16-20; Pirendpolis, Brazil. Sdo Paulo: Sociedade Brasileira de
Toxinologia, 2002. p. 28.

- Part of a homepage/website

5. PubMed [homepage on the Internet]. Bethesda: U.S. National Library of
Medicine; c1993-2008 [updated 2008 October 22; cited 2008 October 23].
Available from: http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed.

- Dissertations and theses

6. Ferreira Junior RS. Comparagao da resposta imune humoral, da capacidade de
neutralizagdo dos soros anticrotalicos produzidos em ovinos jovens, avaliagdo
clinica e ponderal entre animais inoculados com veneno de serpente Crotalus
durissus terrificus nativo ou irradiado com Cobalto-60 [doctoral dissertation].
Botucatu (SP): Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista; 2005.
132p.

Illustrations

All illustrations (line drawings, photographs and graphs) should be submitted as
separate files, preferably in JPG, TIFF or XLS format. Audio or video clip should be
sent separately in MP3, WMA, WAV, and AVI, MOV, WMV, MPG files, respectively.
Figures should be numbered according to their sequence in the text and each one
must have a caption (included at the end of the manuscript). References should be
made in the text to each illustration. Explanations should be given in the figure
legends, so that drawn text in the illustrations should kept to a minimum.

Tables

Authors should take notice of the limitations set by the size and layout of the
journal. Therefore, large tables should be avoided. Tables should be numbered
according to their sequence in the text, where all tables must be mentioned.


http://www.jvat.org.br/home.asp?include=instructions&include2=&busca=&seu_email=&seu_nome=&sua_duvida=&banner=N&usuario=&senha=&thesi=&seqbanner=84#homepage
http://www.jvat.org.br/home.asp?include=instructions&include2=&busca=&seu_email=&seu_nome=&sua_duvida=&banner=N&usuario=&senha=&thesi=&seqbanner=84#homepage
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed

Apéndices

Manuscrito de artigo cientifico 4
Tavares, N.A; Correia, et al., 2008

Expression of mRNAs coding for VAP1/crotastatin-like metalloproteases in
the venom glands of three South American pit vipers assessed by
quantitative real-time PCR

Artigo publicado na Toxicon



Toxicon 52 (2008) 897-907

Contents lists available at ScienceDirect

Toxicon

journal homepage: www.elsevier.com/locate/toxicon

Expression of mRNAs coding for VAP1/crotastatin-like metalloproteases
in the venom glands of three South American pit vipers assessed by
quantitative real-time PCR

N.A.C. Tavares?, .M. Correia?, M.C. Guarnieri®, J.L. Lima-Filho?,
A.R.B. Prieto-da-Silva ¢, G. Radis-Baptista **

2 Department of Biochemistry and Laboratory of Inmunopathology Keizo Asami — LIKA, Federal University of Pernambuco,

Av. Professor Moraes Rego 1235, Cidade Universitaria, Recife, PE 50670-901, Brazil

b Laboratory of Venomous Animals and Toxins — LAPTx, Federal University of Pernambuco, Av. Professor Moraes Rego 1235, Cidade Universitdria,
Recife, PE 50670-901, Brazil

€Molecular Toxinology Laboratory, Butantan Institute, Av. Vital Brazil 1500, Sdo Paulo, SP 05503-900, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 11 July 2008

Received in revised form 27 August 2008
Accepted 29 August 2008

Available online 27 September 2008

Snake venom metalloproteases encompass a large family of toxins, with approximately
200 members already catalogued, which exhibit a diversity of structures and biological
functions. From this relatively large number, only a dozen examples of apoptosis-inducing
metalloproteases, like VAP1 and 2 from the venom of Crotalus atrox, are known. Since most
VAP1-like toxins ever characterized were purified from the venom of Viperidae species
inhabiting diverse places on earth, we investigate the expression of VAP-like metal-
loproteases in the venom gland of three representative pit vipers of the Brazilian territory.
By molecular cloning and quantitative real-time polymerase chain reaction, using as
calibrator gene the Crotalus durissus terrificus homolog of VAP1, named crotastatin, it is
reported here that VAP1/crotastatin-like homologues in the venom gland of Bothrops atrox,
C. d. cascavella and Lachesis m. rhombeata are expressed at different levels. Hence,
batroxstatins, the crotastatin-like precursors from B. atrox, are expressed 87 times more
than crotastatin-1, from C. d. cascavella, and 7.5-fold that lachestatins, from L. m. rhombeata.
Moreover, in silico structural analysis of amino acid sequences indicates that batroxstatin-
2, crotastatins and lachestatin-1 and -2 which share the archetypal motifs and metal-
binding sites of VAP1, are subgrouped in a branch that comprises some apoptosis-inducing
toxins.
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1. Introduction

Metalloproteases constitute a large family of biologically
active proteins isolated from the venom of diverse Viperidae
(Crotaliane and Viperinae) species (Ramos and Selistre-de-
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Araujo, 2006). Snake venom metalloproteinases (SVMPs)
comprise zinc-dependent enzymes of the reprolysin family.
Fundamentally, the members of such metalloprotease
subgroup are structurally classified into four main classes (P-I,
P-II, P-III, or P-IV), according to the presence of distinct protein
domains. Metalloproteases of P-I class (20-30 kDa) includes
enzymes presenting only a metalloproteinase domain; P-II
enzymes (30-60 kDa) possess both the metalloproteinase
and a disintegrin-like domain; P-IIl (60-100 kDa) have the
two domains of P-II in addition to a cysteine rich domain; and
members comprised in P-IV class have all the aforementioned
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domains linked to a type-C lectin subunit by disulfide bridges
(Hite et al., 1994; Bjarnason and Fox, 1995). Based on proteo-
lytic processing of latent precursor pro-proteinases and the
formation of dimeric structures, representative members are
further subclassified with the PII and PIII classes (Fox and
Serrano, 2005), reflecting the vast modular diversity of
SVMPs. Moreover, the proteolytic processing of PII and PIII
SVMPs give rise respectively to the disintegrins and dis-
integrin-like toxins (Calvete et al., 2005).

Snake venom metalloproteases induce severe hemor-
rhagic disturb - an activity associated in some part to their
proteolytic domain (Gutiérrez et al., 2005). However addi-
tional data have showed that these enzymes are also
responsible for local myonecrosis, skin damage, inflam-
matory reaction, inhibition of platelet aggregation, and
induction of apoptosis in endothelial cells (Ramos and
Selistre-de-Ara(jo, 2006; Moura-da-Silva et al., 2007). This
latter effect is particularly worth of note, since one strategy
to undermine cancer progression is to target and aniquilate
vascular endothelial cells which are recruited by tumor for
blood (and nutrient) supply and growth (Folkman, 1971). In
fact, the disruption of the process of new blood vessel
formation (angiogenesis) is becoming an effective medical
management to arrest tumor growth (Zhong and Bowen,
2006). Thus far, snake toxins potentially able to restrain
vascular endothelial cell proliferation might constitute
promising candidates for the development of anti-angio-
genic peptide drugs against cancer (Radis-Baptista, 2005;
Swenson et al., 2007).

In 1997, Masuda and collaborators reported the purifi-
cation of the first vascular apoptosis-inducing protein
(VAP1) from the hemorrhagic venom of Crotalus atrox
(Masuda et al., 1997). VAP1 is a disulfide-bridged homo-
dimer P-III SVMP with a molecular mass of 110 kDa and an
isoelectric point of 8.5. Thereafter, VAP2, a monomeric
protein with a molecular mass of 55 kDa and an acidic
character (pI 4.5), which kills specifically vascular endo-
thelial cells (VECs) in culture, was also purified from the
same venom source (Masuda et al., 1998). The mechanism
by which VAP1 induces apoptosis in VECs seems to involve
a3-, 06-, and Bq-integrins, as well as the integrin-associated
protein CD9, since antibodies directed to these membrane
proteins inhibit cell death (Araki et al., 2002). Moreover,
activation of caspase accompanied of severe cell fragmen-
tation is additionally induced by VAP1 (Maruyama et al.,
2005).

Since the time that VAP1 and 2 were first purified and
cloned, a stepwise increase in the number of reports about
the ability of other SVMPs in inducing apoptosis in endo-
thelial cells have been published (Masuda et al., 2001; You
et al,, 2003; Wu and Huang, 2003; Tanjoni et al,, 2005;
Baldo et al., 2008). Hence, from the venom of Trimeresurus
flavoviridis the first identified ortholog of VAP1, named
HV1, was purified. HV1 is a homodimeric VAP1-like met-
alloprotease, with a molecular mass of 110 kDa and
showing 85% of similarity with VAP1, capable of inducing
extensive cell death in vascular endothelial cells (Masuda
et al.,, 2001). Another example of VAP-like toxin is halysase,
from the snake venom of Gloydius halys. It belongs to class
P-III SVMP with hemorrhagic-inducing properties, and
with a strong capacity to inhibit the proliferation of human

umbilical vein endothelial cells in a dose-dependent
manner. Halyase is another example, in which the inhibi-
tion of cell adhesion to extracellular matrix proteins, and
the hydrolysis of fibronectin, vitronectin, and type- IV
collagen, as well o181 and a5f1 integrins, and the ¢-chain of
fibrinogen, contribute to cell death (You et al., 2003, 2006).
A human endothelial cell apoptosis-inducing protease
(VLAIP) was also purified, cloned and characterized from
the venom of Vipera lebetina. This metalloprotease is
a heterodimeric glycoprotein with molecular mass of about
106 kDa. This SVMP hydrolyzes the Aa-chain and more
slowly the BB-chain of fibrinogen (Trummal et al., 2005).

Albeit this progress, nothing is known until now about
VAP-like proteins and their transcripts in the venom and
venom glands of a South American pit viper snakes.
Therefore, our interest was to verify whether South
American rattlesnakes (C. durissus sp.) and two other pit
vipers, from the genus Bothrops and Lachesis, inhabiting
different geographical regions of Brazil, express VAP1-like
genes in their venom glands. By molecular cloning and
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR), we present data in this work that reveal the existence
of distinct precursors and variable level of expression of
VAP-like metalloprotease in the venom glands of these
South American pit vipers.

2. Materials and methods
2.1. Snake specimens

Specimens of three genus of South American pit vipers
(Crotalinae subfamily) were from distinct laboratories of
Herpetology, in Brazil: Bothrops atrox, captured in Serra de
Itapipoca (Ceara, CE, Brazil), was from Federal University of
the Ceara (Fortaleza, CE, Brazil); Crotalus durissus terrificus,
captured in Martindpolis (Sdo Paulo, SP, Brazil), was from
Butantan Institute (Sdo Paulo, SP, Brazil); Crotalus durissus
cascavella, captured in the neighborhood of Recife (Per-
nambuco, PE, Brazil), was from Federal University of Per-
nambuco (Recife, PE, Brazil), and Lachesis muta rhombeata,
captured in Igarassu (Pernambuco, PE, Brazil), was from
Federal Rural University of Pernambuco (Recife, PE, Brazil).
All snakes were adult specimens, catched in the nature, as
above mentioned, and maintained in the laboratory for no
longer than 1 month. The animals used in this investigation
presented no signals of any known reptile disease.

The venom glands were removed from a single spec-
imen of each sampled snake species 3 days after venom
extraction, when the maximum level of RNA synthesis is
achieved (Rottenberg et al., 1971). Then, the glands were
quickly frozen in liquid nitrogen, and stored in deep freezer
(at —80 °C) until used.

2.2. Preparation of mRNAs from Viperidae venom glands and
first strand cDNA synthesis

Frozen venom glands were finely powdered in a mortar
and pestle under liquid nitrogen, and total RNA was puri-
fied using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
according to the manufacturer’s instructions. The quality
and yield of total RNA were verified by the integrity of 28S
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and 18S rRNA, through denaturing agarose gel electro-
phoresis, and spectrophotometrically using the ratio 260/
280 nm.

Poly(A™)-RNA was purified from total RNA by a complex
of oligo(dT)-biotin and streptavidin-MagneSphere para-
magnetic particles (PolyATract system, Promega, Madison,
WI, USA). The mRNAs were quantified and used for cDNA
synthesis. ImProm-II reverse transcriptase (Promega,
Madison, WI, USA) was used to prepare the full length
cDNA, as follow: mRNA (1.2 pg) from all Viperidae venom
glands were mixed with 500 ng oligo-dT primer (Promega,
Madison, WI, USA), in a final volume of 14 ul, heated to
70°C for 10 min, to disrupt possible secondary structures,
and quickly cold on ice. Thereafter, a total of 100U of
reverse transcriptase were combined with 1 mM of each
deoxynucleoside triphosphate (dNTPs), 40 U of RNase
inhibitor, and RNase-free water to make a final reaction
volume of 25 pl. The reverse transcription was conducted at
42 °C for 60 min, and finally heated to 70 °C for 15 min.

2.3. Homology screening-PCR of VAP-like homologue in
Crotalus durissus terrificus venom gland cDNA library

A Crotalus durissus terrificus venom gland cDNA phage
library was constructed with the gland tissue of a single
adult animal, as described in Radis-Baptista et al. (1999).
The library was titering and pools of approximately 10°
plaque forming units (pfu) were used as template in
several separated homology screening polymerase chain
reactions (HR-PCRs). Each reaction, in a final volume of
50 ul, was constituted by 2.5U of Platinum Taq DNA
polymerase, 2.0 mM of MgCl,, dNTPs, of 0.2 uM of each
forward and reverse primer, in high fidelity PCR buffer
(60 mM Tris-SO4, pH 8.4, 18 mM ammonium sulfate,
2.5 mM MgS0Og4). The primers utilized to isolate the C. d.
terrificus VAP-like toxin cDNA were the SVAT-SE1
(5'-GAACAACAAAGATACTTGAACGCCA-3’) and SVAT-AS2
(5’-TGATGTGAATACACCCTACTAA-3'), which correspond
exactly to the 5’ and 3’-stretch of the encoding nucleotide
sequence of mature VAP1 toxin homodomain. The cloned
C. d. terrificus VAP-like cDNA was sequenced as further
described.

2.4. Quantitative real-time PCR analysis

The cloned C. d. terrificus VAP-like cDNA, named ‘cro-
tastatin’ (GenBank accession number DQ224420), encom-
passes a sequence of 1266 nucleotides (1266 bp), which
encodes the three typical SVMPs’ protein domains: zinc-
dependent metalloprotease (ZnMc superfamily or adama-
lysin II like subfamily), disintegrin (DISIN superfamily) and
cysteine rich domain (ADAM CR superfamily). Based on
crotastatin cDNA sequence, the primes SVAT-ASRT1
(5’- TAACTGAGCATTATCATGACTTTTGC-3’) and SVAT-SERT2
(5'-ACGGTTACTGCTACAATGGGAA-3’) were synthesized
(Integrated DNA Technologies - IDT, Coralville, IA, USA) and
used in combination with SVAT-SE1 and SVAT-AS2,
respectively, in all experiments of quantitative real- time
polymerase chain reaction (qRT-PCR). The primer pair
SVAT-SE1/SVAT-ASRT1 was used to amplify a sequence of
300 bp (RT1), which corresponds to the initial 5'-stretch of

the zinc-dependent metalloprotease domain of crotastatin
and VAP1, while the pair SVAT-SERT2/SVAT-AS2 was to
generate an amplicon of 350 bp (RT2), which covers the 3'-
terminal cysteine rich domain of crotastatin. The standard
curve of crotastatin amplification was constructed by serial
dilution of a cDNA solution, which was measured spectro-
photometrically at 260 nm.

To convert the number of copies of crotastatin mRNA in
the venom glands of all pit vipers used in this work,
the following formula was wused: number of
copies = (amount * 6.022 x 10?)/(length = 1 x 10° = 650).
Thus, 1pg of 1266 bp double-stranded (ds-) cDNA =
7.32 x 10'1 molecules.

The single-stranded cDNA (ss-cDNA) samples of each
South American pit viper venom glands (i.e., B. atrox, C. d.
cascavella and L. m. rhombeata) were diluted to yield
synthesized single-stranded (ss) cDNA equivalent to 0.8
and 0.08 ng of mRNA per reaction (20 pl). The specific
primer pairs were used (SVAT-SE1/SVAT-ASRT1 and SVAT-
SERT2/SVAT-AS2). Amplification of crotastatin-like cDNAs
were carried out in the Rotor-Gene 3000 operated with its
respective software, version 6.0.19 (Corbett Research,
Mortlake, Australia). Each reaction consisted of: 1 pl of ss-
cDNA solution (0.8 and 0.08 ng of reverse transcribed
messenger RNA), 500 nM of primers, 10 pl of SYBR Green
PCR Core Reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), in a final reaction volume of 20 pl. Amplification
conditions were as follows: 95 °C (30s), 55°C(305s), 72 °C
(20s) in 45 repetitions. Levels of f—actin transcript proved
to be stable among the tissues in all reactions of qRT-PCR
amplification. Fluorescence was collected at 494- 521 nm
during the extension phase.

Specificity of each reaction was ascertained after
completion of the amplification protocol. This was achieved
by performing the melting procedure (55-90 °C; 1°C/5 s).
Additionally, the melting curves and melting temperature
(Tym) were used to discriminate distinct crotastatin-like
cDNA precursors. Finally, the PCR products were separated
on a 1.8% agarose gel, stained with 0.5 pg/ml of ethidium
bromide, and visualized with an UV transilluminator (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA).

2.5. Data analysis

Threshold and threshold cycle (Ct) values were auto-
matically determined by Rotor Gene 6.0.19 software,
using default parameters. The Ct and T, data were
expressed as mean of two or more measurements & SEM.
The absolute quantification of crotastatin-like in South
American pit viper venom glands was done as described
by Overbergh et al. (1999). The values (copy numbers)
were normalized to one microgram of messenger RNA.
The copy number of molecules was presented as mean of
nine measurements + SEM. The corresponding real-time
PCR efficiencies (E) of cycles in exponential phase were
calculated from the given slopes (S) in Rotor Gene 6.0.19
software, according to the equation: E = 100-1%) — 1. The
linearity was expressed as square of Pearson correlation
coefficient (R?).
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2.6. Cloning of crotastatin-like cDNAs from the venom gland
of B. atrox, C. d. cascavella and L. m. rhombeata pit vipers

Crotastain-like double-stranded complementary DNA
(ds-cDNA) were prepared by reverse transcription coupled
to polymerase chain reaction (RT-PCR) as follow: 1.0 pug of
each mRNA pool prepared from snake venom glands of
Bothrops atrox (Bat), Lachesis muta rhombeata (Lam), and
Crotalus durissus cascavella (Cdc) was separately combined
with 1.0 ug of oligo-dT primer (Promega, Madison, WI,
USA) and sterile deionized water (to a total volume of
14 pul). The RNA and oligo-dT mixture was heated at 70 °C
for 10 min, to disrupt possible secondary structures, and
then quickly cooled on ice. Thereafter, a total of 100 U of
ImProm-II reverse transcriptase (Promega, Madison, WI,
USA), in reaction buffer, were combined with 1 mM of each
deoxynucleoside triphospahte (dNTPs), 40 U of RNase
inhibitor, and RNase-free water to make a final reaction
volume of 25 pl. The reverse transcription was conducted at
42 °C for 60 min. The reaction was halted by heat-inacti
vating the reverse transcriptase at 70 °C for 15 min. The ds-
cDNA products were diluted 50-fold and an aliquot of 2 pl
were transferred to a high fidelity PCR mixture, using the
primers SVAT-SE and SVAT-AS, as above detailed. The
VAP1/crotastatin-like cDNAs were subcloned into pGEM-T
Easy Vector System (Promega, Madison, WI, USA), and
plasmids of positive clones were sequenced as follows in
Section 2.7.

2.7. Nucleotide sequencing, alignment and functional
dendrogram

All cloned South American Crotalinae VAP1/crotasta-
tin-like cDNAs were sequenced by the dideoxy chain
termination method, using the dye terminator chemistry
(DYEnamic ET Dye Terminator kit, GE Healthcare, Pis-
cataway, NJ, USA) and the MegaBACE 750 DNA Analysis
System (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Each clone
was sequenced twice with both sense and antisense 5'-
and 3’-flanking primers and the contig sequence was
assembled with the software SeqMan (Lasergene,
DNAStar Inc, Madison, WI, USA). The annotated nucleo-
tide sequences were submitted to Gen Bank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) and received the following
sequential accession numbers: EU733631, EU733639,
EU733640, EU733641, EU733642, and EU733643.

The crotastatin-like cDNAs were in silico translated, and
the deduced amino acid sequences were compared against
all entries in the GenBank database, using the BLASTp
program (Altschul et al., 1997). Multiple sequence align-
ment was conducted by the ClustalW2 program, available
at http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustaw2 (Brooksbank et al.,
2003), and the structural characteristics of each predicted
protein was manually annotated based on data from the
literature.

The dendrogram of the South American pit viper VAP1/
crotastatin-like homologues and the best scored snake
venom metalloproteases type-IIl mature toxins (SVMP-III)
was inferred using the neighbor-joining method (Saitou
and Nei, 1987). The optimal tree with the sum of branch
length = 4.19500254 was presented as topology only. The

percentage of replicate trees in which the associated toxins
clustered together in the bootstrap test (500 replicates) was
indicated next to the branches (Felsenstein, 1985). The
evolutionary distances were computed using the ]JTT
matrix-based method (Jones et al, 1992), taking the
number of amino acid substitutions per site as unit. All
positions with alignment gaps and missing data were
eliminated for pairwise sequence comparison. There were
a total of 423 positions in the final dataset. Phylogenetic
analyses were conducted by using the MEGA4 (Tamura
et al., 2007). All mature toxins sequences were aligned with
MUSCLE3.6 (Edgar, 2004) using groups of amino acid
similarity GA, ST, MVLI, KR, EQDN, FWYH, C, P.

3. Results

3.1. Homology screening PCR of crotastatin — a VAP-like
metalloprotease from C. durissus terrificus venom gland

Homology screening- polymerase chain reaction (HS-
PCR) of C. d. terrificus snake venom cDNA phage sub-
libraries, using SVAT oligonucleotides as primers, yielded
positive amplicons immediately after the first round of PCR
selection. The positive phage clones were separately stored
for further analysis, but the products of amplification were
subcloned and sequenced. Such HS-PCR product, named
crotastatin, is 1266 bp long and its nucleotide sequence
shares 98% of identity with the same region of VAP1 cDNA
from Crotalus atrox, with which it aligns. It codes for
a mature toxin of 421 residues of amino acids (97% of
similarity with VAP1), with a theoretical molecular mass of
approximately 46,500 Da and a pl of 6.4. The deduced
protein encompasses the three domains: Zn-metal-
loprotease, disintegrin and cysteine rich domain (CRD),
composed of 206, 77 and 121 residues of amino acids,
respectively, and a spacer of 17 residues between the
metalloprotease and disintegrin domains - a structure that
is typical of P-III family of snake venom metalloproteases
(Fig. 1). Crotastatin also presents the Zn®>* -binding motif
(-HEMGHNLMDH-) - a structural characteristics of
members of metzincin family -, as well the ECD-motif,
which is part of the disintegrin domain of some metal-
loproteases (Cidade et al., 2006).

3.2. Real-time PCR melting curves reveal polymorphism in
crotastatin-like genes

Melting curves can be produced in experiments of
quantitative real- time PCR (qRT-PCR). Using this approach,
melting temperature (Ty,) of each amplicon can be deter-
mined, in which the value of Ty, denotes the product length
and its base composition. The primer pair SVAT-SE1/SVAT-
ASRT1, and SVAT-SERT2/SVAT-AS2, that anneal to the 5'-
terminal of crotastatin and VAP1 and the 3’-region cysteine
rich domain of crotastatin (Fig. 2A), were combined and
used to generate the two amplicons (Fig. 2B) and their
respective curves of melting. The qRT-PCR product of cro-
tastatin amplification, RT1°“ and RT2°, have main
melting temperatures of 77.85+0.12 (n=12) and
79.95+0.17 (n=12), respectively. Another melting
temperature of RT1, % crotastatin segment is given at
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1 gaacaacaaagatacttgaacgccaaaaaatacgtgaagcttttcctagttgcggactac
E Q 0 R Y L N A K Y v X L F L v A D Y 20

61 ataatgtacttgaaatatggccgcaatttaactgctgtaagaacaagaatgtatgatatt
I M Y L K Y G R N T A V R T M Y D I 40

121 gacaatgttataactccgatttacca tatgaatattcatgtagcactggttggcecta
D NV I T P I X H M N I H V A L V G L 60

181 gaaatttggtccaacacagataaaatta tgcagtcatcagcagatgttactttggac
E I W S N T D K I vV 0 §S s A DV T L D 80

241 ttatttgcaaagtggagagcgacagatt tgagccgcaaaagtcatgataatgctcag
L F A K W R A T D L S R K S H D N A Q 100

301 ttactcacgggcattaacttcaatggaccaactgcaggacttggttacttgggecggcecata
L L T G I N F NG P T A G L G Y L G G I 120

361 tgcaatacgatgtattctgcaggaattgttcaggatcatagcaaaatacatgatttggtt
cC N T M ¥ S A G I V Q D H S K I H D L Vv 140

421 gcaattgcaatagcccatgaaatgggtcataatctgggcatggatcatgacaaagatacc
A I A I A H EMGUHNULGMDUHTUDZ K D T 160

481 tgtacttgcgggactaggccatgtattatggctggggecactaagectgtgaagcetteocttt
c T ¢ 6 T R P C I MASGA ATL S CE A S F 180

541 ctgttcagcgattgtagtcagaaagatcatcaggagtttcttattaaaaacatgcctcaa
L F S D C S Q KD HQ EF LTI K DNMUP Q 200

601 tgcattctcaagaaacccttgaaaacagatgttgtttcacctgcagtttgtggaaattac
Cc I L K K P L K T D V V 5 P A V C G N Y 220

661 tttgtggaggtgggagaagaatgtgactgtgggcctcctagaacttgtcgagatccatge
F VvV EV G E E CDCG P P RTCR D P C 240

721 tgtgatgctgcaacctgtaaactgagacaaggagcacagtgtgcagaaggactgtgttgt
C DAATTCI KTULU R QG AU QT CH AETGTUL C C 260

781 gaccaatgcagatttaagggagcaggaacagaatgccgggcagcaaaggatgagtgtgac
D @ C R F K G A G E C R A A K D E C D 280

841 atggctgatgtctgcactggccgatctactgaatgtacagatcgcttccaaaggaatgga
M A DV C T G R S E C T D R F Q R N G 300

901 caaccatgcaaaaacaacaacggttact acaatgggaaatgccccatcatggcagac
Q P C K N NN G Y Y N G K ¢ P I M A D 320

961 caatgtattgctctctttgggccaggtgcaactgtgtectcaagatgecatgttttcagttt
Q C I A L F G P G T VvV 8§ Q D A C F Q F 340

1021 aatcgtgagggcaatcattatggctactgcagaaaggaacaaaatacaaaaattgcatgt
N R E G N H Y G Y R K E Q N T K I A C 360

1081 gaaccacaagatgtaaaatgtggcaggttatactgcttccctaattcacctgaaaacaag
E P Q DV K C G R L Y CF P N S P E N K 380

1141 aatccttgcaatatctactattcacccaatgatgaagataagggaatggttcttcctgga
N P C N I ¥ ¥ s P N D E D K G M V L P G 400

1201 actaaatgtgcagatggaaaggcctgcagcaacgggcaatgtgttgatgtgaatacaccc
T K C A D G K A C S N G Q C V D V N T P 420

1261 tactaa

Ystcp 421

Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of Crotalus durissus terrificus VAP-like toxin (crotastatin, Sta) mRNA, partial cds (GenBank accession number
DQ224420). The gene sequence, corresponding to the mature crotastatin (1266 bp, numbered in the left side of the sequence), codes for a protein of 421 residues
with a metalloprotease domain (dark gray box), a disintegrin domain (unlabeled) and the conserved cysteine rich domain (light gray box). The spacer connecting
the disintegrin and the CRD is indicated by an underline. The doubled underlined DECD peptide shows the replacement to the typical RGD motif found in most

snake venom disintegrins.

76.46 + 0.20, what indicates that at least two genes might
be actively expressed. Melting temperatures of crotastatin-
like genes were determined for the homologues of crotas-
tatin from the venom gland of B. atrox, C. d. cascavella and L.
m. rhombeata, using single-stranded cDNA as template
(Table 1). These data reveal that more than two
homologous crotastatin-like genes are expressed in the
venom gland of B. atrox and L. m. rhombeata.

3.3. Quantification of crotastatin-like transcripts in the
venom glands of species of Bothrops, Crotalus and Lachesis by
gRT-PCR

Since the melting curves reveal that crotastatin-like
homologues are being expressed in the venom gland of
these three principal genus of South American pit vipers,

the absolute quantification of each transcript were con-
ducted. Optimized calibration curves for quantification of
crotastatin-like expression were obtained with serial dilu-
tion of crotastatin ds-cDNA (3.51 x 10'° copies/ul), and the
primer pairs SVAT-SE1/SVAT-ASRT1, and SVAT-SERT2/
SVAT-AS2, which amplify the segments RT1 and RT2,
respectively. A good coefficient of correlation (R*-value)
and better efficiency (E) were obtained with the amplifi-
cation curve for RT1 (Fig. 3, insert), where the copy number
(concentration) was given according to the following
equation: copy nr= 1070264+ Ct+12125) (g _ g gg;

=0.99, and E = 0.84) In Table 1, the absolute quantifi-
cation of crotastatin-like genes expression in each venom
gland is compared and normalized in terms of total amount
of transcripts (messenger RNA, mRNA). From these data,
it was verified that B. atrox expresses 87 times
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Fig. 2. Schematic strategy for the study of crotastatin-like polymorphism using real-time PCR. Specific primers, pairs P1/P1’ (SVAT-SE1/SVAT-ASRT1) and P2/P2’
(SVAT-RTSE2/SVAT-AS2) were synthesized based on the 5'- and 3'-coding region of the crotastatin gene (GenBank accession number DQ224420), which
correspond to part of the conserved metalloprotease and cysteine rich domains. These primer pairs were used to generate standard melting curves (A). The
melting curves for three different pool of Viperidae single-stranded cDNAs were compared: Bothrops atrox (Bat), Crotalus durissus cascavella (Cdc), and Lachesis
muta (Lam). Blu stands for Bothrops lutzi. The real- time PCR products (RT1 and RT2) corresponding to the amplification products of our strategy were separated in
1.8% agarose gel and visualized with ethidium bromide (B). The B-actin amplified fragment (AC1 and AC2) was used for gene normalization and comparison (B).

(3.37 x 10'® copies per pg mRNA) more crotastatin-like
message than C. d. cascavella (3.88 x 10%/ug mRNA) and
7.5-fold higher than L m. rhombeata (4.45 x 10"/ug
mRNA). In the venom gland of L. m. rhombeata crotastatin
ortholog is expressed 11.5-fold in relation to C. d. cascavella
homologue Fig. 3.

3.4. Cloning, amino acid sequences and functional inference
of novel crotastatin-like metalloprotease genes

Making use of the same 5’- and 3’ -flanking primers
SVAT-SE1 and SVAT-AS2, employed to retrieve and clone the
crotastatin cDNA from C. d. terrificus venom gland, six new
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Table 1
Values of Ty, Ct, and numbers of copy of crotastatin-like transcripts in the venom glands of Bothrops atrox, Crotalus durissus cascavella and Lachesis muta
rhombeata
Crotastatin-like in the T + SEM Ct-value (threshold value) Mean copy number Mean copy
venom gland of 08ng MRNA  0.08ng mRNA 0.8 ng mRNA 0.08 ng MRNA nr/ug mRNA
Bothrops atrox RT1%%=7733+0.03 1563 +0.14 19.50 + 0.18 179 x 102 £1.01  355x 10?+120 337 x 10'° + 1.11
RT2,5% = 7812 + 0.04
RT2,2% = 79.90 + 0.04
Crotalus durissus cascavella RT19¢ =7819 £ 0.03 22.63+0.46 2646 +0.46 272 x 10" +£121 348 x10°+101  3.88 x 10+ 1.11
RT2¢ — 7933 + 0.04
Lachesis muta rhombeata RT1,19™" = 7625+ 010  17.95+0.07  21.94+0.25 267 x 102+ 166 445 x 10" +£1.01 445 x 10”° + 1.34

RT1,H™ = 77.56 + 0.05
RT219™ — 78.71 + 0.20

cDNA sequences were additionally cloned from the South
American pit vipers studied in this work. Three cDNAs were
cloned from the venom gland of B. atrox (batroxstatin-1, -2,
and -3; GenBank accession numbers EU733639, EU733640
and EU733641), two others from L. m. rhombeata (lachesta-
tin-1, and -2; EU733631 and EU733642) and one from C. d.
cascavella (crotastatin-1; EU733638). These cDNAs encom-
pass sequences of 1244- 1472 nucleotides, which code for
polypeptides sharing between 59% (batroxstatin-1 and -3)
and 99% (crotastatin-1) of similarity with crotastatin. VAP1
itself shares 97% of similarity with crotastatin. The deduced
amino acid sequences and the primary structures of
batroxstatins, crotastatins and lachestatins are compared
with VAP1 in Fig. 4. Due to the high similarity in their
primary structures, most proteins domains, like metal-
binding sites and cysteine pairings, are conserved in these
crotastatin/VAP-like P-Ill SVMPs. Easily seen in these
sequences are the Ca®>*-binding site I, Il and III (residues 13,
97 and 204; 216-231; 280-296, respectively), the dimer-
ization motif -QDHSK- (residues 131-135), the Zn®>*-binding

Norm. Fluoro.
15
14 4
13 4
1,2
11

1 4
09
08
07
06
05
04

03 1
0.2 4
0.1

site -HEMGHNLGMDH- (residues 146-157), the methionine
residue of the M-turn (residue 170), and the D-loop (desin-
tegrin ECD/RGD, residues 277-280). The region referred as
hADAMSs hyper-variable-region (HVR) (residues 374-395) is
indeed variable also in these new members of SVMPs.
Batroxstatins, crotastatins and lachestatins were also
compared against the entire GenBank and the data collected
were used to infer the dendrogram presented in Fig. 5. Based
on such phylogenetic analysis, a clear branch is observed
which includes the predicted amino acid sequences of cro-
tastatin-like homologues (batroxstatin-2, crotastatin-1,
lachestatin-1 and -2) and the sequences of mature vascular
apoptosis-inducing proteins purified from snake venoms.

4. Discussion

Snake venom is a rich source of pharmacologically
active compounds with a diverse spectrum of biological
activities (Birrell et al., 2007; Yamazaki and Morita, 2007).
The components of snake venom have been constantly and

Bat
~ Lam

- Cdc

0 4

T T T T T

T
35 40 45 Cycle

Fig. 3. Representative amplification (Ct) curves for absolute quantification of crotastatin-like metalloprotease transcripts in the venom gland of South American
pit vipers. Single-stranded cDNAs of venom glands of B. atrox, C. d. cascavella, and L. m. rhombeata, equivalent to 0.08 ng of mRNA, were utilized for qRT-PCR
analysis (see Section 2). In this figure, representative curves of each sample are shown in duplicate. The fluorescence was collected at 494- 521 nm during the
extension phase. The inset represents the amplification curve for the fragment RT1, utilized to calculate the copy number of crotastatin-like transcripts in each

venom gland of the three snake species investigated here.
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Crotastatin 1 EQQRYLNAKK: FLVADYIMYLKYGRNLTAVRTRMYDIDNVITPIYHRMNIHVALVGLEIWSNTDKIIVQSSADVTLDLFAKWRATDLLSRKSHONAQ 100
Crotastatin-1 1 EQOKYLNAKKY FLVADY IMYLKYGRNLTAVRTRMYDIVNVITPIYHRMNIHVALVGLEIWSNTDKIIVQSSADVTLDLFAKWRATDLLSRKS! Q 100
VAP-1 190 EQORYLNAKKY FLVADY IMYLKYGRNLTAVRTRMYDIVNVITPIYHRMNIHVALVGLEIWSNTDKIIVQSSADVTLDLFAKWRATDLLSRKSHONAQ 289
Batroxstatin-2 1 EQQRYLNAKKYVKLVLVADYIMYLKYGRSLTTLRTRMYDIVNIINLIFQRMNIHVALVGLEIWSNRDKIIVQSSADVTLDLFA TDLL Q 100
Lachestatin-2 1 EQOKYLNAKKY VLVADY IMYLKYGRSLTTLRTRMYDIVNIINLIFQRMNIHVALVGLEIWSNRDKIIVQSSADVTLDLFA JLLKRK AQ 100
Lachestatin-1 1 EQQRYLNAKKYVKILVLVADYIMYLKYGRSLTTLRTRMYDIVNIINLIFQRMNIHVALVGLEIWSNRDKIIVQSSADVTLDLFA LL AQ 100
Batroxstatin-1 1 EQOKYLNARKY IELVIVADNVMVEKYTSNS! IR'I.‘RI¥SEU'NTLN’LXYSAFNTHIMTGVEIWS’NGDKINVQSNSSVTLDFFGTWRETVT' NRKR AQ 100
Batroxstatin-3 1 EQORYLNATKY IKLVIVADNVMVRKY THNLIDIRKRIFEIVNILSLIYLSMNINVALVGVD IWTNGDKINVTSAVEPTLASFGTWRERDLLNRKT AQ 100
: = Co' -hinding site (1) -
: zation motif o site Met-turn Cys,
Crotastatin i LLTGINFNGPTAGLGYLGGIZNTMYSAGIVODHSKIHDLVAIAT LGMDHDKDTETEGTRESIMAGALS SEASFLESDESOKDHQEFLIKNMEY 200
Crotastatin-1 { LLTGINFNGPTAGLGYLGGISNTMYSAGIVQDHSKIEDLVATAT LGMDHDKDT ST eGTRP STMAGVLS SEASFLESDSSOKDHQEFLIKNMEQ 200
VAP-1 { LLTGINFNGPTAGLGYLGGI®NTMYSAGIVQDHSKIHHLVAT. HNLGMDHDKDT sT «GTRP LS sEASFLFSDeSQKDHREFLIKNMPQ 389
Batroxstatin-2 { LLTGINFNGPTAGLAYLSGISKPMYSAGI HHLVAL LGMDHDKDT 8T ¢GAR LSSEPSYLFSDeSRRGHRAFLIKDMPQ 200
Lachestatin-2 { LLTGINFNGPTAGLAYLSGISKPMYSAGT VHHLVAT. NLGMDHDKDT T eGAR ®EPSYLFSD®SRREHRAFLIKDMPQ 200
Lachestatin-1 i LLTGINFNGPTAGLAYLSGISKPMYSAGI HLVAI. LGMDHDKDT T &GAR. LSSEPSYLFSD&SRREHRAFLIKDMPQ 200
Batroxstatin-1 { LLTAIDLDGPTVGLAYV TGLIODHNKI DWWAITMBFIELGBNLGﬂNiGNQI GGNP & IMSATLDFEPVYQFSD&SRDOHWRYLIDNRPP 200
Batroxstatin-3 { LLTGINLNGDIVGYAYIGSMSMPKQSVGIVQDHGKTYHLVAVTMARELGHNLGMDHD nn::T LANSSIMSATIS- vPSYQE‘SD_T,SQNDHLRYLISHTEQ 198
—— Ca’-binding site (1) sy L0 -binding site (1))

Crotastatin I LKKPLKTDVV STGRSTES-TDRFQRN 299
Crotastatin-1 *ILKKPLKTDVVSPAVSGNYFVEVGEE ADVeTGRSTE®-TDRFORN 299
VAP-1 1P LKTDVVS BANRGNYFVEVGEE ADV &T TDRFQRN 488
Batroxstatin-2 ILEKPLRTDVVS! YFVEVGEE STGRSAES-TDRFQRN 299
Lachestatin-2 T LEKPLRTDVVSPHV eGNYFVEVGEE, MADL TDREFQRN 299
Lachestatin-1 I PLRTDVVS! YFVEVGEE, ~TDRFQRN 299
Batroxstatin-1 I LNT PLRTDIVSPEVeGNYFVEVGEE FORN 300
Batroxstatin-3 ILNEPLRTDIVSE REHRN 298
Crotastatin GQF, mnsr‘lims PIMADQSTALFGPGATVSQDASFQFNREGNHYGYS GMVLE 399
Crotastatin-1 GQP eKNNNGY s YNGKePIMADQ&IALFGPGATVSQDASFOFNREGNHYGY GMVLE 399

AP-1 GQPeKNNNGY s YNGK e PIMADQ eI ALFGPGATV. QDASFQFNREGNHYCY GMVLP 588
Batroxstatin-2 GQPe( NGT&PIMRDQ®IALFGPNAAVS FOFNLOGNHYG’ GMVLP 399
Lachestatin-2 GOPSONNNGY s YNGT sPIMRDO&IALFGPNAAVSODASFOFNLOGNHYGY, GMVLP 399

Lachestatin-1 GOPSONNNGYSYNG TP TMRDOS
Batroxstatin-1 GO -LN'NQGY!Y&GN!P:LDH SHNLEFGAGATVAPNAL

FGFNM\VSQDAI QFNLOGNHYGY,

P 399
'QGPIGNTIS®OSTSSQDDPD L 400
YN*DWH@YQYL**D*N* H 393

1

Batroxstatin-3 stEmHG!‘!YNGN!pmugTzummwmmn

Batroxstatin-2 GTK VDVT--- 418
Lachestatin-2 GTK SNGREVDVITRY 421  (:
Lachestatin-1 [e} VDVNTRY 421 (g1
Batroxstatin-1 GT NRESVDVTTEY 423 (£U
Batroxstatin-3 G [VGKV&- SNRQSVDVNTB- 414 (5

]
Crotastatin GRAR- SNGOE BY 421 (aBB4 y
Crotastatin-1 SADGKA=- SNGQe --- 418 (EU733638)
VAP-1 GTKSADRKA®-SNGOSVDVITEY 610 (5apisind)

Identity

Fig. 4. Sequence alignment of VAP1/crotastatin-like metalloproteases and their principal structural characteristics. Batroxstatin-1, -2, and -3 (EU733639,
EU733640, and EU733641), crotastatin (ABB42830), crotastatin-1 (EU733638), and lachestatin-1 and -2 (EU733631, and EU733642) were aligned with VAP1
(BAB18307) by using the ClustalW2 and Muscle 3.2 algorithms. Cysteine residues are labeled with black boxes, and whenever possible the S—S bonds are
indicated by connecting continuous lines. Conserved amino acids are boxed in dark gray, and non-synonymous mutation are in white boxes. The principal
conserved motifs (e.g. the dimerization motif - QDHSK-, and the hADAM HVR), and metal-binding sites the (Ca®*-binding sites I, Il and III; and the Zn?>*-binding
site) were annotated for comparison, based on the works by Takeda et al. (2006) and Igarashi et al. (2007).

inexhaustibly investigated for application in medicine and
biotechnology.

Up to date, biochemical information of approximately
200 snake venom metalloproteases is known. From this
relatively huge number, only a few of these toxins have
been described as vascular apoptosis- inducing protein
(VAP). Since VAP1 and VAP1-like toxins have been world-
wide purified from the venom of snakes belonging to the
Viperidae family, we aimed to investigate whether South
American pit vipers also express metalloproteases similar
to VAPs. Representative snake species of three main genus
of Crotalinae (Viperidae), in Brazil, were chosen for this
work: Crotalus dursissus (C. d. terrificus and C. d. cascavella),
Bothrops atrox and Lachesis muta rhombeata. These species
inhabit distinct geographical regions of Brazilian territory
and their venoms show the usual interspecific and intra-
specific variation in toxin composition. Based on the
nucleotide sequence of VAP1 (GenBank accession number
BAB18307), the primers SVAT-SE1 and SVAT-AS2 (acronym
of snake venom apoptosis-inducing toxin) were synthe-
sized and used for the cloning technique of homology
screening by polymerase chain reaction (HS-PCR). These
primers anneal to the gene segment that encodes the
mature form of VAP1 homodomain, starting with the
residues EQQR/KY and ending with the hexapeptide

DVNTPY. Applying this molecular cloning strategy, a VAP1-
like gene sequence was retrieved from a C d. terrificus
venom gland phage cDNA library, constructed in 1999 from
a single adult specimen of this subspecies of South Amer-
ican rattlesnake (Radis-Baptista et al., 1999). The C. d. ter-
rificus VAP1-like cDNA, i.e. crotastatin, is 1266 nucleotides
long and encodes a PIIl snake venom metalloprotease of the
metzincin family with all three conserved domains: the Zn-
metalloprotease, disintegrin and cysteine rich domain
(MDC).

The following steps in our investigation were to verify
the expression of crotastatin-like genes in the venom gland
of the three other South American pit vipers (B. atrox, C. d.
cascavella, and L. m. rhombeata). To this aim, we made use of
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR). In real-time PCR the amount of product formed is
monitored during the course of the reaction by checking
the fluorescence of dyes or probes, which were introduced
into the mixture reaction. The fluorescence is proportional
to the amount of product formed, and to the number of
cycles required to obtain a particular amount of deoxyri-
bonucleotide acid molecules. Assuming that the amplifi-
cation efficiency is close to a doubling of the number of
molecules per amplification cycle, it is possible to calculate
the number of DNA molecules of the amplified sequence
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T2 Crotastatin-1 (EU733638) Crotalus durissus cascavella
99 L Crotastatin (ABB42830) Crotalus durissus terrificus
100 L VAP-1(BAB18307) Crotalus atrox
58 L— SVMPIIl-7 (ABG26984) Sistrurus catenatus edwardsi
Batroxstatin-2 (EU733640) Bothrops atrox

100 w0l Lachestatin-1 (EU733642) Lachesis muta rombheata
48 L Lachestatin-2 (EU733631) Lachesis muta rombheata
Halysase (AAN39540) Gloydius halys
Agkihagin (ABB79955) Deinagkistrodon acutus

99 55

N Hv1 (BAB60682) Trimeresurus flavoviridis
ag L Tsv-DMm (Q2LD49) Viridovipera stejnegeri

VLAIP B (AAX38182) Macrovipera lebetina
53 a7 _: VLAIP A (AAX38181) Macrovipera lebetina

88 SVMPIII-1 (CAJO1679) Echis ocellatus
P — Berythractivase (AAL47169) Bothrops erythromelas
L acp (042138) Agkistrodon contortrix laticinctus

Atrolysin (Q92043) Crotalus atrox
SVMPIII-3 (ABG26980) Sistrurus catenatus edwardsi
HR1A (BAB92013) Trimeresurus flavoviridis
5 L SVMPII-2 (ABG26979) Sistrurus catenatus edwardsi
Catrocollastatin (AAC59672) Crotalus atrox
Jararafibrase (CAA48323) Bothrops jararaca

58

52

100

wol Botropasin (AAC61986) Bothrops jararaca
100 L SVMPIII-1 (Q8QG88) Bothrops insularis

Batroxstatin-3 (EU733641) Bothrops atrox

e Batroxstatin-1 (EU733639) Bothrops atrox
L wmp2 (AAX86634) Bitis arietans

68 I Cobrin (AAF00693) Naja naja
100 L Asrin (ABH10621) Austrelaps superbus

Fig. 5. Dendrogram of the South American pit viper VAP1/crotastatin-like homologues and the best scored snake venom metalloproteases type-IIl mature toxins
(SVMP-III). The dendrogram was inferred as detailed in Section 2. The aligned toxins are listed by toxin name, GenBank accession number, and the scientific name
of each snake specimen, as follows: ACLD (042138) Agkistrodon contortrix laticinctus; agkihagin (ABB79955) Deinagkistrodon acutus; asrin (ABH10621) Austrelaps
superbus; atrolysin (Q92043) Crotalus atrox; batroxstatin-1 (EU733639) Bothrops atrox; batroxstatin-2 (EU733640) Bothrops atrox; batroxstatin-3 (EU733641)
Bothrops atrox; berythractivase (AAL47169) Bothrops erythromelas; botropasin (AAC61986) Bothrops jararaca; catrocollastatin (AAC59672) Crotalus atrox; cobrin
(AAF00693) Naja naja; crotastatin (ABB42830) Crotalus durissus terrificus; crotastatin-1 (EU733638) Crotalus durissus cascavella; halysase (AAN39540) Gloydius
halys; HR1A (BAB92013) Trimeresurus flavoviridis; Hvl (BAB60682) Trimeresurus flavoviridis; jararafibrase (CAA48323) Bothrops jararaca; lachestatin-1
(EU733642) Lachesis muta rombheata; lachestatin-2 (EU733631) Lachesis muta rombheata; MP-2 (AAX86634) Bitis arietans; SVMPIII-1 (CAJ01679) Echis ocellatus;
SVMPIII-1 (Q8QG88) Bothrops insularis; SVMPIII-2 (ABG26979) Sistrurus catenatus edwardsi; SVMPIII-3 (ABG26980) Sistrurus catenatus edwardsi; SVMPIII-7
(ABG26984) Sistrurus catenatus edwardsi; TSV-DM (Q2LD49) Viridovipera stejnegeri; VAP1 (BAB18307) Crotalus atrox; VLAIP A (AAX38181) Macrovipera lebetina;
VLAIP B (AAX38182) Macrovipera lebetina. The numbers next to the branches represent the percentage of replicate trees in which the associated toxins clustered
together in the bootstrap test.

that were initially present in the sample (Kubista et al.,
2006). Real-time PCR has been used for absolute and rela-
tive quantification of nucleic acid template molecules (DNA
and RNA) in a variety of applications, which include path-
ogen detection and loads, gene expression analysis, single
nucleotide polymorphism and genotyping (Wilhelm and
Pingoud, 2003). Consequently, quantitative real-time PCR is
also becoming a standard method for measuring and
comparing gene expression at the mRNA level (Ong and
Irvine, 2002; Dussault and Pouliot, 2006). In our study of
VAP1/crotastatin-like expression using qRT-PCR, we first
achieved the melting curve analysis of crotastatin homo-
logues to detect the presence of more than a single gene
transcript in the venom glands of B. atrox, C. d. cascavella

and L. m. rhombeata. In melting curves, the signal of fluo-
rescence decreases gradually as a result of the melting
(separation of the two DNA strands) of the amplicons. At
certain temperature (melting temperature, Tr,) the fluo-
rescence is maximal and its value is determined, which
indirectly reflects the nucleotide composition and product
length. The primer pairs that amplify two separated and
distinct crotastatin segments, RT1 (300bp) and RT2
(350 bp) were used (see Section 2 and Fig. 2). Distinct
melting temperatures were then observed when pool of
positive clones for crotastatin of C. d. terrificus cDNA library
were used as calibrator template, as well as when single-
stranded cDNA pools prepared from the venom glands of B.
atrox, C. d. cascavella and L. m. rhombeata were analysed
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(Table 1). These results confirmed that at least two cro-
tastatin homologues are expressed in the venom glands of
each of the three studied species of South American pit
vipers.

To achieve the absolute quantification of the level of
crotastatin-like transcripts in the pit vipers venom glands,
standard curves of threshold were generated using a dilu-
tion series of crotastatin cDNA and the primers that amplify
the segment RT1 and RT2. The Ct-values (number of
amplification cycles required to reach a threshold) of the
diluted standard was plotted versus the logarithm of cro-
tastatin ¢cDNA concentration (or copy numbers), so the
concentration of an unknown sample could be obtained by
the equation CT =k = log(Ng) + CT(1), and the PCR effi-
ciency (E= 10k 1) calculated by the slope (k). The
intercept of the standard curve corresponds to the CT(1) of
the diluted standard containing a single target molecule
(Kubista et al., 2006). From the standard Ct curves of cro-
tastatin segments RT1 and RT2, the values of amplification
efficiency (E) of 0.87 (k = —3.78) and 1.07 (k = — 3.17) were
respectively obtained (calculation not completely shown
for RT2). Although the E-value of RT2 is ideal - the value of
1 represents that a doubling of amplification product
occurred in each cycle-, the correlation coefficient (R?) was
relatively low (R?> = 0.84). In contrast, the R? value for the
standard threshold curve of RT1 was sufficient good
(R? = 0.99) to set the equation for calculating the number of
copies of crotastatin-like transcripts in the pit vipers venom
glands. The formula that best fit the real quantities of
transcripts is: CT = — 3.78 * log(conc) + 53.86 or, directly,
Conc = 10(~0-264 + CT +1424) " \yhere concentration (conc)
can be read as ‘copy number’. Using this formula we were
able to calculate the amount of crotastatin-like mRNA
molecules in the venom gland of each snake species
studied here: the higher expression level is observed in B.
atrox venom gland, where it was calculated to contain
3.37 x 10'® copies per microgram of mRNA. The calculated
number of crotastatin-like transcript in L. m. rhombeata and
C. d. cascavella is 4.45 x 10" and 3.88 x 10'* molecules/ug
mRNA, respectively. So, in relative terms B. atrox expresses
almost 90 times more crotastatin-like gene than Crotalus
durissus cascavella and 7.5 times more than Lachesis muta
rhombeata. In the venom gland of L. m. rhombeata, crotas-
tatin-like gene is expressed 11.5 -fold in relation to its
ortholog in C. d. cascavella (Fig. 3 and Table 1).

These numbers are interesting since they quantitatively
reflect a notable difference in the level of VAP1/crotastatin-
like mRNA expression in the venom glands of these three
snake species, when the venom gland cDNA pools - used as
templates - are normalized for microgram of mRNA.

Since all gqRT-PCR products were amplified with one of
the two SVAT primer pairs (SVAT-SE1/SVAT-RTAS1 for
amplicon RT1, and SVAT-RTSE2/SVAT-AS2 for amplicon
RT2), we utilized the combination of SVAT-SE1 and SVAT-
AS2 to clone the complete crotastatin-like cDNAs. Thus,
three novel cDNAs were cloned from the venom gland of
Bothrops atrox (batroxstatin-1, -2, and -3), two others from
Lachesis muta rhombeata (lachestatin-1, and -2) and one
from Crotalus durissus cascavella (crotastatin-1).

These cDNAs encodes highly similar metalloproteases,
which share the common characteristics of most PllI-class

and, particularly, of VAP1 (Fig. 4). Based on the structural
analysis of VAP1 (Takeda et al., 2006) and of our crotasta-
tin-like toxins, it is clearly evident the Ca**-binding site I, II
and 111, the dimerization motif -QDHSK-, the Zn?*-binding
site -HEMGHNLGMDH-, the methionine residue of the M-
turn, the D-loop (desintegrin ECD/RGD), and the human
ADAMs hyper variable region as well (Fig. 4). Special
mention should be made for the cysteine residues in these
sequences: the Cys176 (also indicated in Fig. 4), which
corresponds to the Cys365 in VAP1 (Igarashi et al., 2007),
has an essential role in the dimerization of each monomer,
by which it forms an intermolecular S—S bond in the
homodimer. Interestingly, the most divergent batroxstatin-
1 and -3 proteins have missed their Cys176, although
preserved all the other 34 cysteine residues that might be
involved in 17 intrachain S—S bonds. On the other hand,
lachestatin-1, beside its 35 cysteine residues, has an addi-
tional cysteine at position 40 (Cys40), which might bind to
Cys 176, forming 18 intrachain S—S bonds, and conse-
quently might be expressed in the venom as a monomer.
The predictive pattern of S—S bonds of these novel cro-
tastatin/VAP-like toxins should be further validated by
molecular modeling analysis and by interpretation of
physical structural data. However, since VAP1 is a homo-
dimer and VAP2 is a single chain toxin, whose crystal
structures were solved by X-Ray diffraction (Takeda et al.,
2006; Igarashi et al, 2007), detailed inferences can be
further done for members of SVMPs that is subgrouped
here.

In fact, molecular phylogenetic analysis of high
scored aligned sequences indicates that batroxstatin-2,
crotastatins, and lachestatin-1 and -2 are dicotomically
distributed in branches that delimit SVMP members,
which in some cases were experimentally proved to be
dimeric apoptosis-inducing proteins/toxins (Fig. 5).
Evidently, biological assays should be conducted with
recombinant or native proteins to ascertain that such
VAP1/crotastatin-like can effectively induce apoptosis.
Interestingly, even if VAP1/crotastatin-like genes are
expressed at different levels in the venom gland of
South American pit vipers, and accelerated evolution is
a molecular process of diversification of toxin genes,
snake species inhabiting geographical regions as diverse
as Asia (Bitis arietans, Gloydius halys, and Trimerusurus
flavoviridis), North (Sistrurus c. edwardsi and Crotalus
atrox), and South America (Bothrops atrox, Crotalus dur-
issus and Lachesis muta, this work), which have diverged
millions of years ago, maintain the expression of highly
similar metalloproteases sequences, like vascular endo-
thelial inducing-apoptosis protein (VAP) and crotastatin
isoforms. Thus, the recruitment of such gene might
contribute in some way to the pool of hemorrhagic toxin
responsible for the envenomation and tissue damage
caused by Viperidae (vipers and pit vipers) venoms.

Taken together, we present compelling data concerning
to the quantitative difference in the expression level of
VAP1/Crotastatin-like mRNA in the venom glands of three
representative South American pit vipers: Bothrops atrox,
Lachesis muta rhombeata and Crotalus durissus cascavella.
Moreover, the information present here widen the possi-
bility of investigating the variation of venom composition,
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particularly of a given subgroup of toxins, using the robust
molecular technique analysis of quantitative real-time PCR.
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3.CONCLUSOES

= Relatamos um caso raro de acidente ofidico ocasionado pela serpente do
Género Lachesis. Este se trata do primeiro relato confirmado para o estado de
Pernambuco cujos sintomas do acidente corroboram com os ja citados na

literatura.

= Caracterizamos o acidente ofidico, na Regido Metropolitana do Recife (RMR),
durante o periodo de 1992 a 1993; 1995 a 1997 e durante janeiro de 2000 a
agosto de 2002. Através deste relatamos pela primeira vez na estéria do
ofidismo no Brasil, que o Género Crotalus é responsavel pela maioria dos
acidentes ofidicos ocorridos na RMR. Género este responsavel por alta taxa de

mortalidade entre os acidentes.

= Resolvemos entdo desvendar o perfil histérico dos acidentes ofidicos na RMR,
para sabermos se o acidente crotélico foi predominante apenas no periodo do
estudo anterior ou se essa é uma realidade que contraria o perfil do acidente
ofidico para o Brasil. Entdo podemos constatar que o acidente crotdlico sempre
foi predominante na RMR. E agora nos resta saber se esse perfil é exclusivo da
RMR ou trata-se do perfil do estado de Pernambuco, talvez até mesmo do
Nordeste, cujos estudos epidemiolégicos s3ao escassos, ou melhor, quase

inexistentes.

= QOs diferentes cDNAs obtidos a partir da glandula de veneno dos viperideos
Crotalus durissus cascavela, Crotalus durissus terrificus e Lachesis muta foram

clonados com sucesso.

= Utilizando a técnica de PCR em tempo real e a deducdao de aminodcidos

utilizando ferramentas de bioinformatica, foi possivel observar que os genes



clonados apresentam alta similaridade a outras metaloproteases consideradas

indutoras de apoptose vascular.

Ainda através da técnica de PCR em tempo real nds pudemos caracterizar e

quantificar a expressao diferencial de transcritos por esses homélogos.

Os genes clonados apresentam significativa importancia por fazerem parte de
uma relativa minoria, os indutores de apoptose vascular, e apresentarem uma
atividade bioldgica merecedora de todas as atencGes, e que pode ser utilizada

como ferramenta terapéutica para o controle do cancer.

Com a proposta de produzir proteinas funcionais apartir de proteinas,
subclonamos o gene crotostatin, anteriormente clonado por nds, na proposta
de obtermos regides especificas do gene responsavel por atividades bioldgicas

individualizadas.

Os genes subclonados continham as regides codificantes para o Dominio
Metalloprotease, Dominio Disintegrina, Dominio Rico em Cysteina, Dominios

Metaloprotease e disintegrina, e Dominios Disintegrina e Rico em Cysteina.

Os insertos foram inseridos em vetor de expressdo fusionado com GFP para

posterior expressao, purificacdo e caracterizacdo das atividades bioldgicas.
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Anexo A: Modelo do Boletim para Observagdo de Accidente Ophidico adaptado de
AMARAL (1930) (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).
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Anexo B: Modelo atual da Ficha de notificacdo e atendimento do acidente Ofidico do
Hospital da Restauracao, Recife-PE.
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Case Report/Relato de Caso

Poisoning due to Philodryas olfersii (Lichtenstein, 1823) attended at
Restauracao Hospital in Recife, State of Pernambuco, Brazil: case report

Envenenamento por Philodryas olfersii (Lichtenstein, 1823) atendido no Hospital da

Restaura¢ao do Recife, Estado de Pernambuco, Brasil: relato de caso

Juliana Mendes Correia’', Pedro de Lima Santana Neto?, Milena Sardou Sabino Pinho?, José Afranio da Silva?,
Maria Lucineide Porto Amorim? and José Arturo Costa Escobar?

ABSTRACT

Few papers have been published on snake bites caused by Philodryas
olfersii. We report here the first case identified at the Centro de Assisténcia
Toxicoldgica do Hospital da Restauragio, Recife, State of Pernambuco. This
case was described based on medical protocols, interviewing the patient and
identifying the animal that caused the bite. The patient presented pain, heat,
erythema, edema and ecchymosis, without other laboratory abnormalities
or coagulation disorders. The treatment consisted of administration of
eight ampoules of antibothropic serum, and post-administration allergenic
reactions were observed. The importance of bites by opistoglyph snakes
needs to be reconsidered in research and at specialized treatment centers.

Key-words: Snake bite. Toxinology. Colubridae. Philodryas olfersii.

RESUMO

Existem poucas publicagoes de acidentes ofidicos causados pela espécie Philodryas
olfersii. Relatamos aqui o primeiro caso identificado no Centro de Assisténcia
Toxicoldgica do Hospital da Restauragao, Recife, Estado de Pernambuco. A
descrigao do caso foi realizada com base nos protocolos médicos, entrevista com
o paciente e identificagio do animal causador do acidente. O paciente apresentou
dor, calor, eritema, edema e equimose, sem outras alteragdes laboratoriais ou
disturbios da coagulagdo. O tratamento executado mediante a administragao
de oito ampolas de soro antibotrépico apresentou reagdes alergénicas pds-
administragdo. A relevincia dos acidentes por serpentes opistoglifas deve ser
reconsiderada na pesquisa e nos centros de tratamento especializados.

Palavras-chaves: Acidente ofidico. Toxinologia. Colubridae. Phylodryas olfersii.

INTRODUCTION

The snake Philodryas olfersii, Family Dipsadidae, Subfamily
Xenodontinae', is known as Cobra-cipd, Cobra de Sdo Jodo or more
frequently as the green snake because of its coloration. This species is
found in Argentina, Paraguay, Uruguay and Brazil. In Brazil, its range
of occurrence goes from the southern to the northeastern region. It is
commonly found in open areas like the savanna (Cerrado) and arid
scrub (Caatinga) vegetation zones, but it is more likely to be found
in transition zones and in forests. In Pernambuco, these animals are
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widely distributed and can be found in all subregions: forest zone
(Zona da Mata), semi-arid zone (Agreste) and arid zone (Sertdo). It
possesses Duvernoy’s serum mucosa secretion gland, located in the
posterior region of the maxilla. This is characteristic of opistoglyph
snakes and is responsible for synthesis of the toxins involved in snake
bite patterns®

The clinical characteristics of poisoning episodes caused in
humans by this snake include edema, erythema and ecchymosis,
regional lymphadenopathy, neurotoxic effects and myotoxic effects.
These symptoms are similar to those from bothropic poisoning, but
without coagulative disorders. The composition of Philodryas olfersii
venom is 75-90% proteins, and these mainly cause a fast edematogenic
process, hemorrhage and pain®*. The lethal dose (LD_ ) observed by
Teixeira da Rocha and Furtado was 62.43pug/mouse. Some of these
components act in a manner that is biologically similar to that of
bothropic venom, but the effects develop faster than in Bothrops
bites*. It might be possible to purify some of these components and
use them as tools for studying biochemical cascade models.

Only a few cases of human poisoning caused by Philodryas have
been described and published in the literature***. Some cases can
be falsely diagnosed or confused as bothropic events because of the
similar clinical aspects of the poisoning. Although government policies
on treatments for snakebite poisoning encompass bites caused by the
genus Philodryas, we believe that, given Brazilian healthcare realities in
municipalities far from the metropolis, some units in Pernambuco may
not be prepared to difterentiate Philodryas from bothropic bites, or to
treatit as a different diagnosis. This may be because of the importance of
bothropic events and relative rarity of bites involving Philodryas. Some
clinical backgrounds without coagulative disturbances that develop
fast can only be neutralized and treated with antibothropic serum, as
can be seen in the present case.

There are eleven healthcare units in Pernambuco focusing on
anti-snake venom serum administration, and these are known as
GERES (regional health management centers). Accidents involving
poisonous animals throughout the metropolitan region of Recife are
attended at the Toxicological Care Center (CEATOX) of Restauragio
Hospital (GERES I). We observed the presence of patients from
municipalities regulated by other GERES centers who were seeking
treatment at Restauragao Hospital, perhaps because of the referral
service of this toxicological center and complications in diagnosing
and treating some cases. Few studies characterizing the injuries
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caused by venomous animals in Pernambuco have been conducted.
We are currently developing some research on this topic®.

The objective of this report was to present and describe the first
confirmed case of poisoning by Philodryas olfersii that was treated in
the Restauragao Hospital, at CEATOX, the main healthcare center
for treatment of poisoning in the State of Pernambuco, located in
the state capital, Recife.

CASE REPORT

A 17-year-old male patient came to the Restauragao Hospital
from Curado IV, a neighborhood of the municipality of Jaboatao dos
Guararapes, Pernambuco (8° 646" S, 35° 0’ 54" W). He was admitted
to the hospital on January 4, 2009, at 1:44 PM, approximately 18 hours
after being bitten on his right hand. He reported local pain and edema.
The physical examination revealed the presence of erythema, significant
edema and ecchymosis in the entire arm (Figures 1A and 1B). No
systemic abnormalities were observed. The following laboratory tests

were requested: bleeding time, coagulation time, prothrombin time,
fibrinogen, creatine kinase, lactate dehydrogenase, urea, creatinine
and urine summary. Upon request from a vascular surgeon, Doppler
ultrasonography was also requested. The proposed treatment
was intravenous (iv.) hydration, painkiller if necessary, corticoid
(30’ before serum administration) and eight vials of antibothropic
serum (iv.). After administration of the specified serum, the patient
presented early allergic reactions that progressed to erythematous
plaques with itching on his arms, chest and neck, and regressed
after corticoid administration. On the next day, there was regression
of the edema and ecchymosis in the affected region, laboratory
examinations did not present any abnormalities and ultrasound
was normal (Figure 1C). The patient was discharged without
symptoms on the third day after admission, with just slight edema
in his right hand. The animal that caused the bite was properly
identified as the species Philodryas olfersii by Pinho, M.S.S, at the
Venomous Animals and Toxins Laboratory (LAPTx/UFPE), and
the specimen was deposited in the scientific collection at CEATOX,
asn® 70 (Figure 1D).

FIGURE 1 - A) Lesion after the snakebite in the present case. The arrow indicates the site of inoculation by the opistoglyph

dentition, on the right hand. B) Patient’s right hand presenting edema and ecchymosis after poisoning. C) Regression of

symptoms after patient’s serum therapy. D) Philodryas olfersii specimen captured.

DISCUSSION

The present study describes a case of poisoning caused by a
snake of the genus Philodryas, which is distributed throughout
South America and is responsible for most of the accidents caused
by opistoglyph snakes"”.

Some behavioral characteristics probably contribute towards
facilitating human contact with these snakes. Philodryas has
active foraging behavior during the hottest periods of the day, and
occasionally this snake visits the backyards and interiors of homes
(mainly those next to native vegetation). Its behavior coincides

with people’s activity period, thus enlarging the chances of contact
between snake and man. The first reaction of the snake when
encountering man is to escape, but when threatened, it can attack
through bites, thereby inoculating humans with its venom®.

Some human accidents caused by this genus have been
described®”?. Although most of the reports indicate that the
poisoning caused by opistoglyph snakes is mild, Salomao and
Di Bernardo reported one occurrence of death.

Because of the similarity of pathophysiological background,
poisoning caused by Philodryas can be identified as or confused
with poisoning caused by the bothropic group®*. In some cases,
antibothropic serum has been administered®. The venom of

337



Rev Soc Bras Med Trop 43(3):336-338, mai-jun, 2010

Philodryas olfersii consists of enzymes that are commonly found in
bothropicvenom, which are responsible for edematogenic, hyperalgesic
and hemorrhagic activities, thereby promoting erythema, ecchymosis
and regional lymphadenopathy, with normal coagulation**. With
greater clinical implications, there could be evolution to compartmental
syndrome®. These observations explain the presence of pain, heat,
erythema and significant edema in this report.

This report shows that intervention policies for snakebite
treatment and updated predictions are not clear in relation to
all venomous snakes'. Snakebite treatment centers need to be
able to identify, describe, characterize and publicize cases caused
by opistoglyph snakes, thereby clarifying their clinical and
epidemiological importance. Lastly, intervention policies need to
make it possible to include and recognize these kinds of snakebite
occurrences within clinical and toxicological practice.

Concluding, the clinical picture of this case resulting from
poisoning by Philodryas olfersii regressed successfully following
antibothropic serum therapy. The allergenic reaction provoked by
intrusive proteins that was observed during serum administration
may suggest that there is a need for specific serum therapy in order
to diminished the incidence of this reaction in specific treatments. In
otherwords, research on clinical treatments for cases of poisoning due
to Philodryas venom, in animal models with the specific polyvalent
antivenin currently used in Brazil could clarify the question of a
possible need for Philodryas-specific serum. Again, it should be noted
that failure to neutralize toxins, because of the antibothropic serum
treatment that is administered in some cases, could compromise the
affected region and organs or cause death.
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