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Resumo:

No Brasil ocorrem 385 espécies de serpentes, das quais 62 sdo peconhentas. As serpentes peconhentas
apresentam glandulas de veneno desenvolvidas e associadas a um aparelho inoculador, cuja funcédo
priméaria € subjugar e digerir suas presas. O género Bothrops compreende vérias espécies de serpentes
gue ocorrem no continente americano, do México até a Argentina. Bothrops pubescens € uma serpente
peconhenta de porte médio que ocorre restritamente no Rio Grande do Sul e Uruguai. Foi observado que
a dieta desta serpente consiste em lacraias, anfibios, lagartos, serpentes, mamiferos e aves e ha variagéo
ontogenética na dieta, onde individuos pequenos alimentam-se principamente de anfibios e nédo
consomem mamiferos, individuos de tamanho mediano predam todas as categorias de presa e individuos
grandes consomem exclusivamente mamiferos. Essa variacdo na dieta pode levar a uma alteracdo na
composi¢ao intraespécie do veneno. A composi¢do do veneno do género Bothrops j& € conhecido através
da venémica ou indiretamente através de estudos transcriptomicos. Através desses estudos, foi elucidado
familias de proteinas que compde o0 veneno, como metaloproteinases de veneno de cobras, serino
proteases de veneno de cobras e fosfolipases A2. A variagdo na composi¢ao do veneno € notével e pode
estar correlacionada com a filogenia, idade, sexo, distribuicdo geografica e dieta. Tendo em vista a
existéncia de variagdo na composi¢ao do veneno entre serpentes do género Bothrops e a ocorréncia da
espécie B. pubescens somente na regido do Pampa e Uruguai, carecendo de estudos que elucidem a
composicdo de seu veneno, esse trabalho objetivou caracterizar o veneno de B. pubescens através de
técnicas el etroforéticas buscando encontrar semelhancas e diferencas em sua composicdo. Através do gel
de poliacrilamida 15% podemos observar bandas entre 100 kDa e 23 kDa, sendo as bandas de 23 kDa
proeminentes. Bandas observadas a entre 20 e 26 kDa correspondem possivelmente a presenca de
metal oproteinases de classe P1, assim como bandas de 50 a 60 kDa indicam metal oproteinases de classe
P3. Foi possivel também a identificacdo de outras bandas no gel que sugerem a variabilidade
interespécies apresentada entre serpentes do género Bothrops. A variagcdo observada no veneno de B.
pubescens pode ocorrer devido ao seu habitat restrito a regido do Pampa e Uruguai e também ao tipo de
dieta adotada. Como perspectivas futuras temos a realizagéo de testes in vitro para avaliacéo da atividade
do veneno e a caracterizacdo do veneno atraves do sequenciamento do proteoma por espectrometria de



massas.

Palavras-chave: serpente, eletroforese, Bioma Pampa

M odalidade de Participacao: Pos-Graduacéo

AVALIACAO DO PERFIL ELETROFORETICO DO VENENO DE BOTHROPS PUBESCENS
1 Aluno de pos-graduacdo. darlenelrangel @gmail.com. Autor principal
2 Aluno de graduacdo. mariaeduardatabarez@gmail .com. Co-autor
3 Aluno de pos-graduacdo. eveliseleis@gmail.con. Co-autor
4 Docente. paul opi nto@uni pampa.edu.br. Orientador

Anais do 10° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE
Universidade Federal do Pampa | Santana do Livramento, 6 a 8 de novembro de 2018



AVALIACAO DO PERFIL ELETROFORETICO DO VENENO DE BOTHROPS
PUBESCENS

1 INTRODUCAO

No Brasil ocorrem 385 espécies de serpentes, das quais 62 sdo peconhentas. As
serpentes peconhentas apresentam glandulas de veneno desenvolvidas e associadas a um
aparelho inoculador, cuja funcdo primdria € subjugar e digerir suas presas (BERNARDE,
2014).

O género Bothrops compreende vdrias espécies de serpentes que ocorrem ho
continente americano, do México até a Argentina. No Brasil, sdo descritas pelo menos cerca
de 25 espécies de serpentes deste género, que estdo distribuidas por todo o territério, em
varios ambientes. Serpentes deste gé€nero sdo responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos
peconhentos que ocorrem no pais (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2007).

Representantes do grupo Bothrops neuwiedi sao amplamente distribuidos em dreas que
vao do noroeste do Brasil a sudeste da Argentina. Bothrops erythromelas € restrita a regido da
Caatinga, B. lutzi, B. pauloensis e B. marmoratus ocorrem principalmente no Cerrado, B.
mattogrossensis € B. diporus sdo distribuidas em Chaco, B. pubescens é limitada a regido do
Pampa, no sul do Brasil e no Uruguai e B. neuwiedi ocorre nas montanhas do sudeste
brasileiro (MACHADO; SILVA; SILVA, 2014).

Bothrops pubescens é uma serpente peconhenta de porte médio que ocorre
restritamente no Rio Grande do Sul e Uruguai. Até recentemente era considerada uma das 12
subespécies de B. neuwiedi, mas foi elevada a categoria especifica por Silva (2004). Foi
observado que a dieta desta serpente consiste em lacraias, anfibios, lagartos, serpentes,
mamiferos e aves e hd variacdo ontogenética na dieta, onde individuos pequenos alimentam-
se principalmente de anfibios e nao consomem mamiferos, individuos de tamanho mediano
predam todas as categorias de presa e individuos grandes consomem exclusivamente
mamiferos. Essa varia¢do na dieta pode levar a uma alteracdo na composic¢do intraespécie do
veneno (BORGES-MARTINS et al., 2007).

O veneno tem vdrias funcdes adaptativas para as serpentes, que sao primariamente
imobilizar, paralisar, matar, auxiliar na digestdo da presa e como defesa contra possiveis
inimigos (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2007).

Envenenamento por serpentes do género Bothrops sdo caracterizados por efeitos
locais, incluindo hemorragia, edema, dor e mionecrose, assim como efeitos sist€émicos como
coagulopatias e falha renal (CAVALCANTE et al., 2011).

A composi¢do do veneno do género Bothrops ja é conhecido através da vendmica ou
indiretamente através de estudos transcriptomicos. Através desses estudos, foi elucidado
familias de proteinas que compde o veneno, como metaloproteinases de veneno de cobras
(SVMP — do inglés, snake venom metalloproteinase), serino proteases de veneno de cobras
(SVSP — do inglés, snake venom serinoprotease) e fosfolipases A2 (PLA2s) sendo as mais
abundantes e mais frequentemente correlacionadas com os sintomas clinicos de
envenenamento. A variacdo na composi¢do do veneno € notdvel e pode estar correlacionada
com a filogenia, idade, sexo, distribui¢do geografica e dieta (ALAPE-GIRO et al., 2008).

Tendo em vista a existéncia de variagdo na composicdo do veneno entre serpentes do
género Bothrops e a ocorréncia da espécie B. pubescens somente na regido do Pampa e
Uruguai, carecendo de estudos que elucidem a composi¢cdo de seu veneno, esse trabalho
objetivou caracterizar o veneno de B. pubescens através de técnicas eletroforéticas buscando
encontrar semelhancgas e diferencas em sua composicao.
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2 METODOLOGIA

O veneno de um espécime de Bothrops pubescens, coletado na cidade de Santa
Margarida do Sul, localidade Serrinha (coordenadas geografica 30°25'46.99"S 54° 02.80"0),
foi extraido através de massagem da glandula de veneno e aplicacdo de pressdo das presas
contra um Becker. O veneno extraido foi coletado com auxilio de uma pipeta e armazenado
em freezer (- 20° C) até o uso.

Para a andlise eletroforética foi realizada uma dosagem proteica através do aparelho
NanoVue Plus (GE Health Care) utilizando um comprimento de onda de 280 nm.

A amostra de veneno foi submetida a SDS — PAGE 15%, seguindo o protocolo de
Laemmli (1970), onde 17 pg de proteina foram desnaturados em tampao de amostra (dgua
deionizada, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, glicerol, SDS 10%, bromofenol blue 0,5%) sob fervura
durante 5 minutos. As proteinas foram separadas por eletroforese a 100 v e posteriormente
coradas com Comassie Blue R250.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Através do gel de poliacrilamida podemos observar bandas entre 100 kDa e 23 kDa
(Fig. 1), sendo as bandas de 23 kDa proeminentes.

Bandas observadas a entre 20 e 26 kDa correspondem possivelmente a presenga de
metaloproteinases de classe P1, assim como bandas de 50 a 60 kDa indicam
metaloproteinases de classe P3. (FERNANDES et al., 2014). A presenca de bandas que
possivelmente correspondam a metaloproteinases sugere que o veneno tenha agdes tais como
inducdo de hemorragia local, reacao inflamatdria, ativacao de fatores de coagulagdo e inibi¢ao
da agregacdo plaquetdria (SOUSA et al., 2013).

Foi possivel também a identificacio de outras bandas no gel que sugerem a
variabilidade interespécies apresentada entre serpentes do género Bothrops. A variagdo
observada no veneno de B. pubescens pode ocorrer devido ao seu habitat restrito a regido do
Pampa e Uruguai e também ao tipo de dieta adotada.
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Fig. 1 — Perfil eletroforético de B. pubescens. 1 — marcador de peso molecular Precision Plus Protein
Kaleidoscop Prestained Protein Standards da BioRad, 2 — veneno de B. pubescens, 3 — marcador de peso
molecular SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range da Bio-Rad.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho apresentamos o perfil eletroforético do veneno de B. pubescens, uma
espécie de serpente peconhenta que ocorre somente na regido do Pampa e Uruguai.
Demonstramos que o veneno possui proteinas de tamanho entre 100 kDa e 23 kDa, sendo a
banda entre 20 e 26 kDa e 50 e 60 kDa referentes a metaloproteinases j4 identificadas em
outras espécies do género Bothrops, sugerindo uma atividade hemorrdgica entre outros
efeitos.

Como perspectivas futuras temos a realizacdo de testes in vitro para avaliacdo da
atividade do veneno e a caracterizacdo do veneno através do sequenciamento do proteoma por
espectrometria de massas.
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