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RESUMO

Influéncia da variabilidade geografica sobre o potencial neurotéxico e
reatividade cruzada com antiveneno comercial de venenos de subespécies de

Crotalus durissus (Viperidae: Crotalinae) distribuidas no Brasil

Os acidentes crotalicos caracterizam-se por induzir potente efeito neurotdoxico e
miotdxico, majoritariamente mediados pela crotoxina, uma fosfolipase A, (PLA;) que
representa 70—-90% da composicao desses venenos. Estudos recentes evidenciaram
a influéncia da variabilidade geografica no perfil composicional de PLA, nos venenos
de Crotalus durissus terrificus e C. d. collilineatus, indicando maior complexidade de
isoformas em espécimes das regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Neste
estudo, avaliamos a influéncia da variabilidade geografica sobre a atividade
neuromuscular dos venenos das serpentes Crotalus durissus cascavella (CDV), C. d.
collilineatus (CDC), C. d. ruruima (CDR) e C. d. terrificus (CDT), bem como sua
reatividade cruzada com o antiveneno comercial anti-Crotalus (AV) e inibicdo PLA,
pelo varespladib (VPL). A atividade de PLA; foi determinada por espectrofotometria,
utilizando acido 3-octanoiloxibenzoico como substrato artificial. A preparacédo nervo
frénico-diafragma de camundongo foi montada em sistema miografico Ugo Basile
SRL sob tensdo de 1 g, com respostas contrateis evocadas via nervo motor por
estimulos supra maximos (0,1 Hz, 0,2 ms, ~6 V) e registradas por meio de transdutor
DY1 acoplado a um DataCapsule-Evo e ao software LabScribe4. Os resultados
foram expressos como média + D.P.M. (n=3-4). O veneno de CDR apresentou a
maior atividade de PLA, (75,52 AA425 nm/min, n=3), enquanto o de CDV mostrou-
se mais sensivel ao VPL (0,3 mM), com inibicdo de aproximadamente 97% da
atividade enzimatica (p<0,05 em relagédo ao veneno isolado, n=3). O veneno de CDC
(10-100 pg/ml) produziu acentuada facilitagdo neuromuscular seguida de bloqueio
completo em até 120 min de incubag&o; o veneno de CDV (10-100 pg/ml) foi o mais
ativo na jungdo neuromuscular, bloqueando completamente as respostas contrateis
em todas as concentracdes testadas entre 80-110 min, enquanto o veneno de CDR
promoveu bloqueio completo apenas na maior concentragéao (100 pg/ml) apés ~110
min de incubagado. O AV (razdo antiveneno:veneno 1:1,5 v/w) proporcionou prote¢ao
parcial contra os venenos de CDT e CDV (30 ug/ml), impedindo 90% do bloqueio

para ambos, mas apresentou baixa reatividade cruzada frente aos venenos de CDC



e CDR (30 pg/ml). O VPL (0,3 mM) foi efetivo em prevenir 90% do bloqueio induzido
pelos venenos de CDT e CDV (30 ug/ml) e 50% do bloqueio causado por CDC (30
pMg/ml). A imunorreatividade com o antiveneno revelou os principais grupos
enzimaticos nos venenos analisados, com apenas os venenos de C. d.
cascavella e C. d. ruruima sendo crotamina positiva. Em conclusdo, os venenos das
subespécies avaliadas revelaram consideravel variagdo quanto ao efeito
neuromuscular. A inibicdo da atividade PLA, por VPL resultou em significativa
atenuacao do bloqueio neuromuscular induzido pelos venenos, sendo o VPL mais

eficaz que o antiveneno na prevencao dos efeitos de CDC, CDT e CDV.

Palavras-chave: C. durissus spp.; variabilidade geografica; acdo neuromuscular;

fosfolipase Ap; antiveneno; varespladib.



ABSTRACT

Influence of the geographical variability on the neurotoxic potential and
cross-reactivity with commercial antivenom of venoms from Crotalus durissus

subspecies (Viperidae: Crotalinae) distributed in Brazil

Envenomation by Crotalus snakes are known for causing significant neurotoxic and
myotoxic effects, primarily attributed to crotoxin, a phospholipase A, (PLA>) toxin that
constitutes 70-90% of these venoms. Recent studies have demonstrated that
geographic variability affects the PLA, compositional profile of C. d. terrificus and C.
d. collilineatus venoms, revealing a greater complexity of isoforms in specimens from
the central-west and southeastern regions of Brazil. In this study, we assessed how
geographic variability affects the neuromuscular activity of venoms from Crotalus
durissus cascavella (CDV), C. d. collilineatus (CDC), C. d. ruruima (CDR), and C. d.
terrificus (CDT), including the cross-reactivity of these venoms with commercial anti-
Crotalus antivenom (AV) and PLA; inhibition by varespladib (VPL). PLA, activity was
measured through spectrophotometry using 3-octanoyloxy benzoic acid as an
artificial substrate. The mouse phrenic nerve-diaphragm preparation was set up in an
Ugo Basile SRL myographic system under a tension of 1 g. Twitches were induced
through supramaximal stimuli (0.1 Hz, 0.2 ms, ~6 V) and recorded with a DY1 force
displacement transducer connected to a DataCapsule-Evo and LabScribe4 software.
Results are expressed as mean + SD (n=3—4). The CDR venom exhibited the highest
PLA; activity (75.5+2 AA425nm/min, n=3), while the CDV venom demonstrated
greater sensitivity to VPL (0.3 mM), resulting in a ~97% inhibition of its PLA; activity
(p<0.05 compared to venom alone, n=3). CDC venom (10-100 ug/ml) induced
significant neuromuscular facilitation, followed by a complete blockade within a 120
min incubation period. In contrast, CDV venom (10-100 ug/ml) exhibited greater
potency at the neuromuscular junction, fully blocking twitch responses at all
concentrations within 80—110 min. CDR venom resulted in a complete blockade only
at the highest concentration of 100 pg/ml, which occurred within approximately 110
minutes. AV (antivenom:venom ratio 1:1.5 v/w) demonstrated partial efficacy against
the venoms of both CDT and CDV (30 pg/ml), avoiding the occurrence of 90%

blockade for each. However, it exhibited limited cross-reactivity when tested against



CDC and CDR (30 pg/ml) venoms. In contrast, VPL at a concentration of 0.3 mM
effectively inhibited the 90% blockade induced by both CDT and CDV (30 pg/ml)
venoms, as well as avoiding the 50% blockade for CDC (30 pg/ml). The
immunoreactivity with antivenom revealed the major enzymatic groups in these
venoms, with C. d. cascavella and C. d. ruruima venoms being positive for crotamina.
In conclusion, the venoms of these subspecies exhibit significant variability in their
neuromuscular effects observed. Inhibition of PLA, activity by VPL resulted in a
marked reduction of the neuromuscular blockade induced by these venoms.
Furthermore, VPL demonstrated greater efficacy than AV in mitigating the

neuromuscular actions associated with CDC, CDT, and CDV venoms.

Keywords: C. durissus spp.; geographic variability; neuromuscular action;

phospholipase A,; antivenom; varespladib.
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AV — Antiveneno

CaCly — Cloreto de Calcio

CDC — Crotalus durissus collilineatus

CDR — Crotalus durissus ruruima

CDT — Crotalus durissus terrificus

CDhv — Crotalus durissus cascavella

CEMIB — Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica

CEUA — Comissao de Etica no Uso de Animais
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KCI — Cloreto de Potassio
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Mm — Milimolar

ug — Micrograma

NaCl — Cloreto de Sodio

NaHCO; — Bicarbonato de Sédio

NaH,PO, — Fosfato monossodico

NFD — Nervo Frénico Diafragma

PLA, — Fosfolipase A,

SBCAL — Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
VPL — Varespladib
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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA

A pesquisa desenvolvida demonstra que a variabilidade geografica entre as
subespécies de Crotalus durissus no Brasil influencia diretamente o potencial
neurotoxico dos venenos e a reatividade cruzada com o antiveneno comercial,
evidenciando uma contribuigdo direta para o Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel 3 — Saude e Bem-Estar, especialmente para a meta 3.3, que visa
combater doencas negligenciadas, uma vez que os acidentes ofidicos sé&o
reconhecidos pela Organizagcdo Mundial da Saude como doengas tropicais
negligenciadas; ao revelar que diferengas bioquimicas entre os venenos podem
afetar a eficacia do tratamento, o estudo fornece subsidios cientificos essenciais
para o aprimoramento dos protocolos terapéuticos, a redu¢cdo da morbimortalidade e
a melhoria dos desfechos clinicos dos pacientes, particularmente em areas rurais e
remotas, ao mesmo tempo em que, ao integrar aspectos ecoldgicos, toxicoldgicos e
imunoldgicos, amplia a compreensao da dindmica evolutiva dos venenos e orienta
estratégias de saude publica voltadas ao desenvolvimento e a atualizagdo de

antivenenos mais eficazes e alinhados a diversidade de serpentes presente no pais.
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1 ARTIGO CIENTIFICO

Influéncia da variabilidade geografica sobre o potencial neurotéxico e
reatividade cruzada com antiveneno comercial de venenos de subespécies de

Crotalus durissus (Viperidae: Crotalinae) distribuidas no Brasil

Poliana J. Demico’, Sofia N. S. Azevedo', Isabella G. Gongalves de Lima’,
Enzo Paulinesi?, Savio S. Sant’Anna®, Karen de Morais-Zani>®, Rafael S. Floriano"

'Laboratério de Toxinologia e Estudos Cardiovasculares, Programa de Pdés-Graduagao em Ciéncia
Animal, Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente, SP, Brasil
®Laboratério de Patofisiologia, Instituto Butantan (IB), Sdo Paulo, SP, Brasil

*Laboratdrio de Herpetologia, Instituto Butantan (IB), Sao Paulo, SP, Brasil

Os acidentes crotalicos caracterizam-se por provocar efeitos neurotdxicos e
miotdxicos intensos, atribuidos principalmente a crotoxina, uma fosfolipase A, (PLA;)
que compode 70-90% desses venenos. Estudos recentes indicam que a variabilidade
geografica influencia o perfil de isoformas de PLA, em Crotalus durissus terrificus e
C. d. collilineatus, sugerindo maior complexidade em espécimes das regides Centro-
Oeste e Sudeste. Neste estudo, investigamos como essa variabilidade afeta a
atividade neuromuscular dos venenos de C. d. cascavella (CDV), C. d. collilineatus
(CDC), C. d. ruruima (CDR) e C. d. terrificus (CDT), bem como sua reatividade com
o antiveneno comercial anti-Crotalus (AV) e a inibicdo de PLA, pelo varespladib
(VPL). A atividade de PLA, foi determinada por espectrofotometria usando acido 3-
octanoiloxibenzoico como substrato. Para a atividade neuromuscular, a preparagao
nervo frénico-diafragma de camundongo foi montada em sistema miografico Ugo
Basile SRL e estimulada por impulsos supramaximos (0,1 Hz, 0,2 ms). Os dados
foram expressos como média + D.P.M. (n=3—4). O veneno de CDR apresentou a
maior atividade de PLA, (75,5t2 AA425 nm/min), enquanto o de CDV foi o mais
sensivel ao VPL (0,3 mM), exibindo cerca de 97% de inibicdo. CDC (10-100 pg/ml)
induziu facilitacdo seguida de bloqueio total em até 120 min; CDV produziu o
bloqueio mais rapido (80-110 min em todas as concentragbes), e CDR causou
bloqueio completo apenas em 100 pyg/ml (~110 min). O AV (1:1,5 v/w) protegeu
parcialmente contra CDT e CDV (30 pg/ml), impedindo 90% do bloqueio, mas
mostrou baixa reatividade cruzada frente a CDC e CDR. O VPL preveniu 90% do
bloqueio causado por CDT e CDV e 50% daquele produzido por CDC. A
imunorreatividade revelou os principais grupos enzimaticos, com CDV e CDR sendo
crotamina positivos. Em sintese, a variabilidade geografica afeta o potencial
neurotéxico dos venenos de C. durissus, ao passo que o VPL mostrou-se mais
eficaz do que o antiveneno na prevencao do efeito neuromuscular induzido pelos
venenos de CDC, CDT e CDV.
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*Autor correspondente: R. S. Floriano (rafael@unoeste.br)

O trabalho esta apresentado sob a forma de artigo, segundo as normas do periédico
o qual sera submetido: Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical
Diseases, Percentil: 87.0% (A1).

1 INTRODUGAO

No Brasil, o género Crotalus esta representado por uma unica espécie de
serpente, a cascavel Crotalus durissus, sendo reconhecidas quatro subespécies
neste clado, e.g., C. d. durissus e C. d. ruruima (distribuidas na regido norte), C.
d. marajoensis (encontrada na llha de Marajo) e C. d. terrificus (distribuida nas
regides centro-oeste, sudeste e sul), segundo a ultima atualizagdo sancionada pela
Sociedade Brasileira de Herpetologia [1]. Previamente a esta atualizagdo, duas
outras subespécies de C. durissus eram descritas no pais, e.g., C. d. collilineatus
(distribuida nas regides centro-oeste e sudeste) e C. d. cascavella (presente na
regido nordeste), agora consideradas sinénimos de C. d. terrificus com base em
estudos que evidenciaram sua proximidade filogenética a partir de analises
moleculares [2, 3] e bioquimicas [4], embora Echeverrigaray et al. (2001) [5] haviam
apoiado a manutengao da subespécie C. d. collilineatus apds analises de DNA
polimérfico. No entanto, as correlagdes entre variagcbes nos venenos € niveis de
divergéncia filogenética entre espécies carecem de investigacbes sistematicas do

ponto de vista composicional e fisiopatologico.
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Figura 1. Distribuicdo geografica das subespécies de Crotalus durissus nos diferentes biomas do

Brasil. Mapa: Nelson Jorge da Silva Jr.
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O envenenamento crotalico correspondeu a 12,5% dos acidentes ocorridos
em 2025, totalizando 2.836 casos ocorridos no Brasil, com letalidade de 1% [6]. O
veneno de C. durissus induz alteracbes sistémicas importantes como
neurotoxicidade e miotoxicidade que progridem para insuficiéncia respiratoria e
renal, respectivamente, além de alteragbes hemostaticas [7-11]. A paralisia
neuromuscular causada pelos venenos de Crotalus ocorre pela interrupgcdo da
liberacdo de acetilcolina por acdo da crotoxina, uma PLA, heterodimérica pré-
sinapticamente ativa que representa aproximadamente 70-90% das toxinas
presentes nos venenos de C. durissus spp. [12—15]. A crotoxina também esta
associada ao efeito miotoxico sistémico causado por estes venenos, além da
crotamina, uma toxina de proporgdes variaveis nos venenos e que agem causando
lesdo muscular [16, 17]. Os venenos de C. durissus ssp. contém outras toxinas em
menor representatividade como serino proteases (SVSPs) e metaloproteases de
venenos de serpentes (SVMPs), além de L-aminoacido oxidases e lectinas [18].

Recentes estudos tém demonstrado que variagbes geograficas podem
influenciar o perfil individual dos venenos de C. d. terrificus e C. d. collilineatus
encontradas nas regides centro-oeste e sudeste, especialmente com relagdo a
composicao de suas PLA,, evidenciando maior complexidade das isoformas de PLA;
nos venenos dos exemplares de C. durissus distribuidas na regido sudeste [4]. Em
adicado, Boldrini-Franga et al. (2010) [2] evidenciaram que variagbes geograficas
podem influenciar no aumento do potencial neurotdéxico dos venenos de C. durissus
spp. ao longo da rota de dispersdo norte-sul desses taxons. As isoformas de PLA,
presentes no veneno de C. d. terrificus foram identificadas em meados da década de
80 [19, 20]. Nestes estudos, foram isoladas quatro isoformas de PLA,, que diferiram
apenas pela substituicio de poucos residuos de aminoacidos, mas que
apresentaram diferentes propriedades farmacoldgicas. Estes achados podem
representar uma tendéncia de maior complexidade das isoformas de PLA, nos
venenos das subespécies sulistas (=C. d. terrificus) em relagcdo as demais
subespécies distribuidas em outras regides do pais.

As variabilidades intraespecificas dos venenos ofidicos associadas a
diversidade composicional e funcional destes mostram-se particularmente criticas
quando consideramos sua reatividade com o antiveneno [21, 22]. Nesse contexto,

existe a preocupacdo a respeito da eficiéncia dos antivenenos comerciais no
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tratamento de envenenamentos por espécies e subespécies de serpentes nao
envolvidas no processo de produgao destes imunobioldgicos [23]. Em adigdo, esta
questao estende-se também para as espécies que compdem o pool de venenos na
producdo de antivenenos, mas que possuem ampla distribuicdo geografica.
Consequentemente, como a composi¢cdo dos venenos varia consideravelmente
entre espécies e entre populacgdes, a eficacia do antiveneno também pode variar em
funcao das variacdes intra e interespecificas [24—26].

Desta forma, estamos propondo comparar sistematicamente o perfil de acéo
neuromuscular dos venenos das subespécies que hoje compdéem o complexo C. d.
terrificus (=C. d. cascavella, C. d. collilineatus e C. d. terrificus), incluindo a
subespécie C. d. ruruima da regido norte, e avaliar a eficacia do soro anticrotalico
em diferentes abordagens usando a preparagdo nervo frénico-diafragma de
camundongo. Em adi¢do, considerando a separagéo geografica destas subespécies,
também estamos propondo avaliar o nivel de influéncia da atividade PLA; destes
venenos sobre o bloqueio neuromuscular usando um antagonista seletivo deste

grupo enzimatico (varespladib).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Camundongos machos da linhagem Unib:SW (45 dias, ~20 g) foram obtidos
do Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e mantidos no Biotério de Experimentacdo da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) em caixas de polipropileno
convencionais abertas (tampa gradeada) com cama de maravalha (10-15
camundongos/caixa), sob ciclo de luz/escuro de 12 h a 23-25 °C. Os animais
tiveram livre acesso & comida (Supralab®) e 4gua, até o momento dos experimentos.
Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UNOESTE (CEUA no. 8798/2024) e executados de acordo com as
normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
Lei Federal No. 11,794, 8 de outubro de 2008, em conjunto com as diretrizes para
experimentagdo animal estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e ARRIVE Guidelines 2.0 [27].
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2.2 Reagentes e venenos

O antiveneno comercial anti-Crotalus foi fornecido pelo Instituto Butantan (Sao
Paulo, SP, Brasil) e mantido sob refrigeracdo até ser utilizado nos protocolos
experimentais (razdo antiveneno:veneno 1:1,5 v/iw). A droga varespladib foi obtida
de Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd. (St. Louis, MO, EUA), cuja concentragéo
utilizada foi de 0,3 mM para os venenos de subespécies C. d. cascavella, C. d.
ruruima e C. d. terrificus e 0,75 mM para C. d. collilineatus. Os venenos das quatro
subespécies de Crotalus durissus foram fornecidos pelo Laboratério de Herpetologia
do Instituto Butantan (S&o Paulo, SP, Brasil) na forma liofilizada e estocado a -20 °C;
os venenos foram reconstituidos em agua ultrapura imediatamente antes da

execucao dos protocolos experimentais.

2.3. Desenho experimental

O estudo foi conduzido obedecendo a seguinte sequéncia: (1) Os venenos
liofilizados das subespécies C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d. ruruima e C. d.
terrificus foram reconstituidos e inicialmente caracterizados quanto a atividade
fosfolipase A, (PLA;) por ensaio colorimétrico. (2) Em seguida, avaliou-se o efeito
concentragdo-resposta desses venenos (10-100 ug/ml) sobre a jungéo
neuromuscular utilizando a preparagao nervo frénico—diafragma de camundongo sob
estimulagdo indireta. (3) A menor concentragdo capaz de induzir bloqueio
neuromuscular completo foi entdo selecionada para ensaios de neutralizacdo, nos
quais os venenos foram pré-incubados com antiveneno comercial anti-Crotalus ou
com o inibidor seletivo de PLA, varespladib, e a atividade neuromuscular residual foi
monitorada. (4) Por fim, a imunorreatividade cruzada entre os venenos e o
antiveneno comercial foi avaliada por Western blotting, permitindo correlacionar os
efeitos funcionais observados com o reconhecimento imunolégico das principais

toxinas presentes nos venenos.
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Figura 2. Resumo grafico do desenho experimental do estudo.

2.4 Ensaio enzimatico: atividade fosfolipase A; (PLA;)

A determinagédo da atividade PLA; foi realizada segundo o método descrito
por Cho e Kézdy (1991) [28] e Holzer e Mackessy (1996) [29]. Foram utilizadas
amostras dos venenos das subespécies de C. durissus ressuspendidas em agua
ultrapura, imediatamente antes de se iniciarem os ensaios, em uma concentragao de
0,1 mg/ml. Aliquotas (20 ul) de cada veneno foram entdo incubadas com o substrato
[acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzdico] (20 ul) e tampéo de reacgao (Tris-HCI 0,1 M,
pH 8, contendo Ca?* 0,01 M) (200 pl), com as reagdes sendo lidas em
espectrofotdbmetro SpectraMax i3 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA,
EUA) a 425 nm de absorbancia a cada 1 min durante 30 min a 37 °C.

2.5 Atividade neuromuscular em preparagao nervo frénico-diafragma (NFD) de
camundongo

Camundongos machos de linhagem Unib:SW foram eutanasiados com
isoflurano (atmosfera saturada) e em seguida ensanguinhados (corte das artérias
cardtidas). A dissecagao consistiu em isolar os hemidiafragmas e seus nervos
frénicos correspondentes, como essencialmente descrito por Floriano et al. (2015)
[30] e adaptado por Couceiro et al. (2023) [31]. As preparagdes foram montadas em
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uma unidade miografica multifuncional (Ugo Basile SRL, Varese, Italia) em cubas de
5 ml contendo solugdo Tyrode (composi¢ao em mM: NaCl 137; KCI 2,7; CaCl; 1,8;
MgCl, 0,49; NaH,PO4 0,42; NaHCO3 11,9 e glicose 11,1) sob aeracéo constante por
carbogénio, sendo realizados os ensaios em banho a 37 °C. Cada hemidiafragma
isolado foi tensionado a 1 g/cm por transdutores isométricos DY1 e submetido a
estimulos supra maximais indiretos (0,1 Hz; 0,2 ms; 6V) através de eletrodos
bipolares posicionados sobre seu respectivo nervo frénico e conectados a um
estimulador. As preparagdes foram estimuladas por 10 min para estabilizacdo das
respostas contrateis antes dos protocolos experimentais. Apdés adicao do veneno
(ver protocolos abaixo), as respostas contrateis foram monitoradas por 120 min ou
até a ocorréncia de bloqueio completo. As respostas contrateis foram registradas em
software LabScribe4 por meio de transdutores isométricos DY1 acoplados ao
sistema digitalizador de sinais compostos por um New DataCapsule-Evo e um

Multiplexing Pulse Booster (Ugo Basile S.R.L., Varese, Italia).

2.5.1 Protocolo 1: curva concentragao-resposta

As preparagbes NFD de camundongo, apos periodo de estabilizagdo das
respostas contrateis, foram expostas aos venenos das subespécies de C. durissus
em diferentes concentragdes (10, 30 e 100 ug/ml) para determinar o perfil de acéo
neuromuscular de cada veneno por curva concentragao-reposta. As respostas
contrateis foram monitoradas por 120 min ou até a ocorréncia do bloqueio

neuromuscular completo.

2.5.2 Protocolo 2: inibicao da atividade PLA, com varespladib

Os venenos das subespécies de C. durissus (30 ug/ml, menor concentragao
que produz bloqueio neuromuscular completo) foram pré-incubados com a
concentragdo desejada de varespladib (0,3 mM, concentracdo que produz inibigao
acima de 80% da atividade PLA,, excepcionalmente para o veneno C. d.
collilineatus) a 37 °C por 20 min antes de avaliar a atividade neuromuscular residual

em preparagdo NFD de camundongo previamente estabilizada.

2.5.3 Protocolo 3: neutralizagdo com antiveneno comercial
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Os venenos das subespécies de C. durissus (30 ug/ml, menor concentragao
que produz bloqueio neuromuscular completo) foram pré-incubados com o volume
de antiveneno recomendado pelo fabricante (razdo antiveneno:veneno 1:1,5) a 37
°C por 20 min antes de avaliar a atividade neuromuscular residual em preparagao

NFD de camundongo previamente estabilizada.

2.6 Western blotting

A imunorreatividade entre os venenos de Crotalus durissus e o antiveneno
anti-Crotalus produzido pelo Instituto Butantan (lote no. 2300181/01) foi avaliada por
meio de Western blotting [32]. Para isso, os venenos em estudo foram submetidos
ao SDS-PAGE 15% e em seguida as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Hybond-P (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) em
sistema de transferéncia Semi-Dry (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) por 90
minutos com voltagem constante (15 V) [33]. As membranas foram entdo incubadas
com solugao bloqueadora (leite Molico 5%) contendo Tween 20 (0,1%) por 15 horas
a 4 °C, para bloquear os sitios reativos ndo-especificos. Em seguida, as membranas
foram incubadas com o soro anticrotalico (1:1.000) (v/v) em solug¢ao bloqueadora por
2 horas a temperatura ambiente. As membranas foram entdo incubadas com o
conjugado imuno enzimatico (anti-IgG de cavalo conjugada com peroxidase) (Sigma-
Aldrich Chemical Co. Ltd., St. Louis, MO, EUA) diluido 1:10.000 por 2 horas a
temperatura ambiente. A reacgao foi revelada adicionando-se substrato cromégeno,
composto por 3,3-diaminobenzidina(tetra-hidrocloreto) (DAB), tampao imidazol 0,1

M, CoCl; 0,2 M e H202 30%. A reagao foi interrompida pela adigdo de agua.

2.7 Andlise estatistica

Todos os dados numéricos foram expressos como média £ D.P.M. (n = 4,
correspondendo ao numero de preparagdes por protocolo para a atividade
neuromuscular, totalizando 52 animais; n = 3 correspondendo ao numero de reagdes
para 0s ensaios de atividade PLA;), com a normalidade dos dados sendo
inicialmente verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk, garantindo a adequacgao
da aplicagéo de testes paramétricos. Para comparagdes entre dois grupos, utilizou-
se o teste t de Student pareado ou nao pareado, conforme aplicavel. Quando mais
de dois grupos foram comparados, os dados foram analisados por anadlise de

variancia unidirecional (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey,
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para multiplas comparagdes. Foi considerado estatisticamente significativo o valor
de p < 0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados no software GraphPad
Prism v.4.03 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), e os graficos foram
gerados na mesma plataforma. O numero de repeticdes biolégicas (n) foi
especificado nas legendas das figuras e tabelas correspondentes. Todos os
experimentos foram realizados em ftriplicata, para os ensaios enzimaticos, e pelo
menos quatro repeticdes independentes, para os ensaios bioldgicos, a fim de

garantir a reprodutibilidade dos dados.

3 RESULTADOS
3.1 Atividade fosfolipase A, (PLA;) dos venenos de Crotalus durissus
cascavella, C. d. collilineatus, C. d. ruruima e C. d. terrificus

O veneno de C. d. ruruima (CDR) apresentou maior atividade PLA; (75,5 + 2
AA425nm/min, n = 3), enquanto os venenos das demais subespécies variaram de 25,3
+ 2 a 35,2 £ 1,7 AAszsnm/min. Varespladib (0,03 mM) causou ~82% de inibigdo da
atividade PLA, do veneno de CDR e ~61 do veneno de C. d. cascavella (CDV) (p <
0,05 comparado com veneno sozinho, n =3). Para os venenos de C. d. collilineatus
(CDC) e C. d. terrificus (CDT), a concentragdo mais efetiva de VPL foi 0.3 mM que
produziu ~55 e ~81 de inibicado, respectivamente (p < 0,05 comparado com veneno
sozinho, n = 3). O veneno de CDV mostrou ser mais sensivel ao VPL (0,3 mM),
tendo sua atividade PLA; inibida em ~97% (p < 0,05 comparado com veneno

sozinho, n = 3) (Figura 3).
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Figura 3. Atividade PLA, dos venenos de Crotalus durissus collilineatus (CDC - A), C. d. ruruima
(CDR - B), C. d. terrificus (CDT - C), e C. d. cascavella (CDV - D) e inibicdo com varespladib (VPL).
As barras sdo a média + D.P.M. (n = 3, reagéo), com (*) indicando p < 0,05 comparado ao veneno

sozinho.

3.2 Efeito concentracao-resposta dos venenos de Crotalus durissus
cascavella, C. d. collilineatus, C. d. ruruima e C. d. terrificus sobre a resposta
contratil em preparacgao nervo frénico-diafragma de camundongo

O veneno de C. d. collilineatus (CDC) produziu facilitagdo neuromuscular nos
primeiros 30 min de incubacdo, com as maiores concentragdes (30 e 100 pg/ml)
progredindo para bloqueio completo. O veneno de C. d. cascavella (CDV) exibiu
discreta facilitagdo neuromuscular com a maior concentragado (100 pg/ml), sendo o
veneno mais ativo na jungdo neuromuscular por produzir bloqueio completo com
todas as concentragcbes testadas. O veneno de C. d. terrificus (CDT) também
mostrou ser muito ativo, produzindo bloqueio neuromuscular completo com as
maiores concentracbes (30 e 100 ug/ml), com a concentragdgo de 10 ug de
veneno/ml alcangando 90% de bloqueio em 120 min de incubagdo. O veneno de C.

d. ruruima (CDR) mostrou ser 0 menos potente, com apenas a maior concentragao
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(100 pg/ml) alcangando bloqueio completo, porém mais lentamente do que as

maiores concentragdes dos demais venenos (Figura 4).
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Figura 4. Efeito concentragdo-resposta dos venenos de Crotalus durissus collilineatus (CDC - A), C.
d. ruruima (CDR - B), C. d. terrificus (CDT - C), e C. d. cascavella (CDV - D) em preparagao nervo
frénico-diafragma de camundongo. Os pontos sdo a média + D.P.M. (n = 4), com (*) indicando p <
0,05 comparado ao controle (solugdo Tyrode sozinha) do ponto marcado em diante, e (#) indicando p

< 0,05 comparado ao controle (solugdo Tyrode sozinha) exclusivamente para os pontos marcados.

3.3. Atividade neuromuscular residual dos venenos de Crotalus durissus
cascavella, C. d. collilineatus, C. d. ruruima e C. d. terrificus em preparagao
nervo frénico-diafragma de camundongo apés neutralizagao com antiveneno e
varespladib

Apbs a determinacdo do efeito concentragao-resposta dos venenos, a
concentragdo de 30 ug/ml foi escolhida para os tratamentos com antiveneno e
varespladib por ser a menor concentracdo a produzir bloqueio completo,
excepcionalmente para o veneno de C. d. ruruima (CDR) que alcangou 90% de
bloqueio em 120 min de incubagdo. Pré-incubagdo com antiveneno (razdo

antiveneno:veneno 1:1,5 v/w) produziu parcial prote¢ao contra os venenos de C. d.
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cascavella (CDV) e C. d. terrificus (CDT), impedindo a ocorréncia de 90% de
bloqueio para ambos os venenos. No entanto, os venenos de C. d. collilineatus
(CDC) e C. d. ruruima (CDR) apresentaram baixa reatividade-cruzada com
antiveneno. Pré-incubagao com varespladib (0,3 mM), concentracdo que produziu
significativa inibicdo da atividade PLA, em todos os venenos, foi efetivo em prevenir
90% de bloqueio induzido pelos venenos de CDT e CDV e 50% de bloqueio induzido
pelo veneno de CDC, sendo mais eficiente do que o proprio antiveneno para estas
trés subespécies. Ja para o veneno de CDR, o varespladib ndo preveniu a
ocorréncia de 50% de bloqueio e diferenciou-se do antiveneno apenas nos 100 min
finais de incubacgao (Figura 3). Excepcionalmente para o veneno de CDC, avaliamos
a atividade neuromuscular residual apés pré-incubagao com varespladib (0.75 mM),
visto que a concentragédo de 0,3 mM da droga produziu ~55% de inibicao e 0,75 mM
aumentou para ~73% de inibicdo da atividade PLA; (Fig. 3); varespladib (0,75 mM)
também evitou 50% de bloqueio por CDC e nao diferiu do nivel de protegao visto
com a concentragao 0,3 mM (Figura 5).
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Figura 5. Neutralizagédo por antiveneno (AV) e varespladib (VPL) do bloqueio neuromuscular induzido
por Crotalus durissus collilineatus (CDC - A), C. d. ruruima (CDR - B), C. d. terrificus (CDT - C), e C.
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d. cascavella (CDV - D) em preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo. Os pontos sdo a
média = D.P.M. (n = 4), (#) indicando p < 0,05 comparado ao veneno (30 ug/ml) sozinho do ponto
marcado em diante, e (0) indicando p < 0,05 entre antiveneno e varespladib do ponto marcado em

diante.

3.4 Western blotting dos venenos de Crotalus durissus cascavella, C. d.
collilineatus, C. d. ruruima e C. d. terrificus e imunorreatividade com
antiveneno

A avaliagdo da imunorreatividade dos venenos de C. d. cascavella, C. d.
collilineatus, C. d. ruruima e C. d. terrificus pelo soro anticrotalico evidenciou o
reconhecimento das principais familias de toxinas que compdem o veneno destas
subespécies. Nota-se o imunorreconhecimento da isoformas de PLA, (~14 kDa),
giroxina (~28 kDa) e convulxina (~110 kDa) em todos os venenos, enquanto o
imunorreconhecimento de crotamina (~5 kDa) foi positivo apenas nos venenos de C.

d. cascavella e C. d. ruruima (Figura 6).
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Figura 6. Western blotting dos venenos de Crotalus durissus cascavella (CDV), C. d. collilineatus
(CDC), C. d. ruruima (CDR) e C. d. terrificus (CDT). As proteinas do veneno, depois de submetidas a
SDS-PAGE (15%), foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e incubadas
sequencialmente com antiveneno anti-Crotalus produzido em cavalo e anti-horse conjugado com
peroxidase. A revelacgdo foi realizada utilizando-se DAB como substrato cromogénico. (M) marcador

de massa molecular Dual Color Precision Plus (BioRad).
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3 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a variabilidade geografica exerce influéncia
direta sobre o potencial neurotéxico e a reatividade cruzada dos venenos de
diferentes subespécies de Crotalus durissus distribuidas no Brasil. A analise
integrada dos dados revelou marcadas diferencas na atividade neuromuscular, na
atividade fosfolipase A, (PLA;) e na eficacia de neutralizagdo pelo antiveneno
comercial e pelo inibidor seletivo varespladib. De forma geral, o veneno de C. d.
cascavella destacou-se pelo maior potencial neurotoxico na preparagdo nervo
frénico-diafragma, promovendo bloqueio neuromuscular completo em todas as
concentracdes testadas, enquanto C. d. ruruima, apesar de apresentar a maior
atividade PLA,, exibiu menor poténcia neuromuscular e baixa responsividade tanto
ao antiveneno quanto ao varespladib. Adicionalmente, observamos que o antiveneno
comercial apresentou protecdo parcial apenas frente aos venenos de C. d.
cascavella e C. d. terrificus, ao passo que o varespladib foi mais eficaz na atenuagao
do bloqueio neuromuscular induzido pela maioria dos venenos analisados. Em
conjunto, esses achados reforgcam evidéncias prévias de que subespécies de C.
durissus provenientes de diferentes regides geograficas apresentam variagdes
expressivas na composicdo e na acao funcional de seus venenos [2, 4], com
implicagdes diretas para a compreensdo da neurotoxicidade e para a eficacia
terapéutica do tratamento anticrotalico.

O veneno de C. d. ruruima apresentou maiores niveis de atividade PLA, em
comparagado as demais subespécies, sendo também o veneno mais sensivel a
inibicdo por varespladib, seguido por C. d. cascavella, C. d. collilineatus e C. d.
terrificus. Esses achados corroboram com o estudo de Tasima et al. (2025) [34], que
identificaram uma maior atividade enzimatica no veneno de C. d. ruruima em
comparagao ao de C. d. collilineatus, embora os picos cromatograficos
correspondentes as isoformas de PLA, deste ultimo fossem mais intensos.
Resultados semelhantes foram reportados por Colombini et al. (2025) [35], que, a
partir de analises protedbmicas de dezenove amostras de C. d. ruruima, distinguiram
trés fendtipos, caracterizados por maior abundancia de SVMPs classe P-Ill, maior
proporcdo de PLA, ou um perfil intermediario com altos niveis de ambas as classes.
Tal diversidade fenotipica dentro de uma mesma subespécie pode explicar a
elevada atividade enzimatica observada em nosso estudo. Complementarmente,

Demico et al. (2025) [36] relataram que o veneno de C. d. terrificus apresentou maior
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atividade PLA, que a variagdo amarela do veneno de C. d. ruruima, embora inferior
a da variacao branca.

Em preparacéo nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongo, observamos
marcada variabilidade na atividade neuromuscular entre os venenos analisados. O
veneno de C. d. cascavella induziu uma discreta facilitacdo, exceto na concentragao
mais elevada (100 pg/ml), seguida de bloqueio completo em todas as concentragbes
testadas (10-100 pyg/ml), comportamento também descrito por Carvalho et al. (2019)
[37] utilizando concentragdes menores (1 e 5 ug/ml); contudo, nossos resultados
diferiram quanto ao potencial neurotoxico desse veneno, que aqui se mostrou mais
potente quando comparada aos venenos de C. d. collilineatus e C. d. terrificus. Por
outro lado, C. d. ruruima mostrou a menor atividade neuromuscular entre os venenos
estudados, produzindo bloqueio completo apenas na maior concentracdo. Tal
achado contrasta com Demico et al. (2025) [36], que reportaram maior atividade
neuromuscular dos venenos de duas variagdes (amarela e branca) de C. d. ruruima
em comparacdo ao veneno de C. d. terrificus. Além disso, Valério-Souza et al.
(2025) [38] relataram variagdes significativas na atividade neuromuscular de
amostras de C. d. terrificus provenientes de diferentes regides de Minas Gerais
(municipios de Carrancas — Sul, Patos de Minas — Centro-Oeste, Nova Ponte —
Oeste, e Nazareno — Centro-Sul), bem como diferengcas no efeito neurotdxico da
crotoxina isolada desses espécimes. Essa variabilidade intraespecifica, mesmo
entre populagdes geograficamente préximas, provavelmente reflete diferencas na
composicao e proporcao das isoformas de crotoxina, influenciadas por fatores
genéticos, ambientais e ecologicos, como ja proposto por Boldrini-Franga et al.
(2010) [2] e Calvete et al. (2010) [13]. De fato, Boldrini-Franga et al. (2010) [2]
demonstraram que populagdes de C. d. terrificus do sul do Brasil tendem a produzir
maior propor¢cao de crotoxina, ao passo que aquelas mais ao norte apresentam
maiores teores de isoformas de PLA,.

A atividade neuromuscular residual dos venenos foi avaliada apos pré-
incubagdo com antiveneno ou varespladib, utilizando para cada veneno a menor
concentragao capaz de induzir bloqueio completo em até 120 minutos (30 pg/ml). O
antiveneno atrasou parcialmente o bloqueio induzido pelos venenos de C. d.
cascavella e C. d. terrificus, enquanto o varespladib retardou de forma mais
consistente o bloqueio causado por esses mesmos venenos. Conforme relatado por

Souza et al. (2022) [39], a razdo recomendada de antiveneno anti-Crotalus
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promoveu cerca de 70% de inibicdo do bloqueio induzido por C. d. terrificus apés
120 minutos, valor superior ao observado no presente estudo (~30%); além disso,
Souza et al. (2022) [39] também reportaram que concentragdes baixas de
varespladib (0,03-0,08 mM) alcancaram cerca de 80% de inibicdo, enquanto
observamos 65% de inibicdo utilizando a concentragdo inibitéria minima de
varespladib (0,3 mM), conforme determinado nos ensaios enzimaticos. Em adicéo,
embora o veneno de C. d. ruruima tenha exibido a maior atividade de PLA, entre os
analisados, sua inibigdo por varespladib foi relativamente baixa (~35%), resultado
possivelmente relacionado a diversidade e distribuicao diferencial das isoformas de
PLA, [34]. Maciel et al. (2021) [40] avaliaram a acgédo de varespladib sobre as
subunidades isoladas de crotoxina do veneno de C. d. terrificus, com a droga (1.25—
5 ug/ml) exercendo significativa atividade inibitéria dependente de concentragao
sobre o bloqueio neuromuscular induzido pela subunidade PLA,, além de também
prevenir as alteragbes morfologicas induzidas pela toxina em preparagao NFD de
camundongo; embora menos ativo do que a subunidade PLA;, a subunidade
crotapotina produziu bloqueio neuromuscular parcial, sendo evitado por
concentragdes maiores (5—-20 ug/ml) de varespladib.

A avaliacdo do imunorreconhecimento dos venenos pelo soro anticrotalico
evidenciou o reconhecimento das principais familias de toxinas, PLA, (14 kDa),
giroxina (28 kDa) e convulxina (110 kDa), conforme previamente relatado [2]. A
crotamina (5 kDa), quando presente, também foi reconhecida pelo soro. Neste
estudo, a crotamina n&o foi detectada nos venenos de C. d. cascavella e C. d.
ruruima, o que é consistente com outros autores [41, 42], embora analises
protedmicas de Calvete et al. (2010) [13] tenham identificado crotamina em C. d.
ruruima. Estudos comparativos do complexo C. durissus na América do Sul indicam
um gradiente Norte—Sul na concentragao relativa de crotoxina e crotamina [2, 13].

A variabilidade geografica observada entre as subespécies de Crotalus
durissus neste estudo possui implicagbes diretas para o manejo clinico dos
envenenamentos crotalicos no Brasil. As diferengcas no potencial neurotoxico e na
eficacia de neutralizacdo pelo antiveneno indicam que a resposta terapéutica pode
variar conforme a subespécie envolvida, podendo contribuir para a persisténcia de
sinais clinicos de neurotoxicidade [2, 39]. A protecao limitada do antiveneno frente

aos venenos de C. d. collilineatus e C. d. ruruima reforca a necessidade de
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monitoramento clinico rigoroso, especialmente da fungdo respiratoria. Nesse
contexto, a maior eficacia do varespladib na atenuacédo do bloqueio neuromuscular
induzido pela maioria dos venenos avaliados destaca seu potencial como estratégia

terapéutica adjuvante direcionada a inibicdo de PLA;, conforme demonstrado em

modelos experimentais [2, 39, 40].

5 CONCLUSAO

Os venenos de C. d. cascavella, C. d. collilineatus e C. d. terrificus
apresentaram niveis semelhantes de atividade PLA,, enquanto o veneno de C. d.
ruruima mostrou-se significativamente mais ativo. Apesar dessa similaridade
enzimatica entre algumas subespécies, observou-se ampla variabilidade em seus
efeitos sobre a jungdo neuromuscular, destacando-se o veneno de C. d. cascavella
como o0 mais neurotdxico. O antiveneno comercial anti-Crotalus demonstrou eficacia
limitada na neutralizagdo dos efeitos neuromusculares dos venenos de C. d.
collilineatus e C. d. ruruima, sendo mais eficiente apenas frente ao veneno de C. d.
cascavella. A inibicdo da atividade PLA, pelo varespladib promoveu expressiva
reducdo do bloqueio neuromuscular induzido pelos venenos avaliados, exceto pelo
de C. d. ruruima, que apresentou baixa responsividade ao inibidor. Além disso, o
varespladib mostrou-se mais eficaz do que o antiveneno comercial em retardar o
bloqueio neuromuscular provocado por esses venenos. Assim, a variabilidade
geografica observada entre as subespécies de C. durissus exerce impacto direto
sobre seu potencial neurotoxico, bem como sobre a eficacia da neutralizagdo pelo

antiveneno comercial.

Abreviagoes

ug: micrograma, AV: antiveneno, CDC: Crotalus durissus collilineatus, CDR: Crotalus
durissus ruruima, CDT: Crotalus durissus terrificus, CDV: Crotalus durissus
cascavella, CEMIB: Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica, CEUA:
Comiss&o de Etica no Uso de Animais, CONCEA: Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdao Animal, mM: milimolar, PLA,: fosfolipase A,, SBCAL: Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério, SDS-PAGE: Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, VPL: varespladib.
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