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RESUMO

MORAIS, Jonas Ferrari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2017.
As serpentes Bothrops wagler, 1824 (viperidae) da Zona da Mata Mineira:
analise da influéncia de fatores abiéticos sobre as populagées da regiao,
ofidismo e caracterizagcao toxicoldgica das peg¢onhas das espécies.
Orientador: Renato Neves Feio. Coorientador: Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

A Zona da Mata Mineira € uma das doze mesorregides do estado brasileiro de
Minas Gerais. Seu relevo é caracterizado pelo predominio de colinas e vales,
com altitudes variando de 1.889m até 100m. O clima é tropical, com médias
térmicas anuais entre 24° C e 14° C, com valores anuais da pluviosidade de
3500mm. A vegetacdo nativa de Mata Atlantica, hoje se encontra com apenas
3% de sua cobertura original. As serpentes do género Bothrops sé&o
responsaveis por mais de 90% dos acidentes ofidicos no Brasil. Seu veneno
contém uma mistura complexa de proteinas e peptideos, de acdes proteolitica,
necrosante, coagulante, hemorragica e nefrotoxica. Para analisar a relagao
entre fatores abidticos e a ocorréncia de serpentes do género Bothrops na
Zona da Mata Mineira, foram coletados dados cole¢cdes herpetoldgicas,
estacbes meteoroldgicas, e acrescidos dados de fragmentacdo de habitat e da
topografia regional. Para as analises toxicolégicas, foram comparadas as
peconhas das serpentes Bothrops ocorrentes na regido, utilizando-se onze
diferentes metodologias. As analises biogeograficas propiciaram o registro de
cinco espécies de Bothrops na Zona da Mata Mineira. Os resultados indicaram
que interacdes entre os diversos fatores abidticos e as espécies de Bothrops,
podem refletir nas distribuicdes regionais das espécies. O numero de registros
apresentou relacédo com topografia regional, com maior volume proximos a
fragmentos preservados em areas mais elevadas. Foram observadas variagbes
na composigao dos venenos dentro do género e nos resultados da literatura
para outras regides amostradas. Em um aspecto mais amplo, observa-se que
os fatores abidticos influenciam as populagdes de serpentes do género
Bothrops tanto em aspectos comportamentais quanto na composicdo das

toxinas, interagindo através do metabolismo destes animais.
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ABSTRACT

MORAIS, Jonas Ferrari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2017.
The snakes Bothrops Wagler, 1824 (viperidae) from Zona da Mata Mineira:
analysis of the influence of abiotic factors on the populations of the
region, snakebite and toxicological characterization of the venoms of
species. Adviser: Renato Neves Feio. Co-adviser: Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

Zona da Mata Mineira is one of the twelve mesoregions of the Brazilian state of
Minas Gerais. Its relief is characterized by the predominance of hills and
valleys, with altitudes varying from 1,889m to 100m. The climate is tropical, with
annual thermal averages between 24 ° C and 14 ° C, with annual rainfall values
of 3500mm. The native vegetation of the Atlantic Forest, today it is only 3% of
its original cover. Bothrops snakes are responsible for more than 90% of
ophidian accidents in Brazil. Its venom contains a complex mixture of proteins
and peptides, proteolytic, necrotizing, coagulant, hemorrhagic and nephrotoxic.
To analyze the relationship between abiotic factors and the occurrence of
snakes of the genus Bothrops in the Zona da Mata Mineira, data were collected
on herpetological collections, meteorological stations, and data on habitat
fragmentation and regional topography were added. For the toxicological
analyzes, the venoms of the Bothrops snakes occurring in the region were
compared, using eleven different methodologies. The biogeographic analyzes
allowed the registration of five species of Bothrops in the Zona da Mata Mineira.
The results indicated that interactions between the different abiotic factors and
the Bothrops species, may reflect in the regional distributions of the species.
The number of records presented a relation with regional topography, with
greater volume near fragments preserved in higher areas. Variations were
observed in venom composition within the genus and in the literature results for
other sampled regions. In a broader aspect, it is observed that abiotic factors
influence the populations of Bothrops snakes both in behavioral aspects and in

the composition of toxins, interacting through the metabolism of these animals.
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1. INTRODUGAO GERAL

As serpentes sao importantes fontes de conhecimento do estado de
conservagao de regides naturais, pois ocupam normalmente posigdo apice em
cadeias alimentares, exigindo assim uma oferta alimentar que sustente suas
populagdes. Além disso, funcionam como excelentes bioindicadores de
primitividade dos ecossistemas ou, por outro lado, de diferentes niveis de
alteragcao ambiental (Moura-Leite et al., 1993).

A familia Viperidae, com cerca de 170 espécies distribuidas pelo Mundo,
€ formada por serpentes com aparelho inoculador do tipo solendglifo
(Belluomini, 1984). A identificacdo dos principais géneros de Viperideos pode
ser feita com certa facilidade, utilizando caracteres morfologicos externos
somados ao ja mencionado. As serpentes do género Bothrops sao
caracterizadas por possuirem fosseta loreal (crotalineos),e cauda sem maiores
modificagdes geralmente com escamas subcaudais em pares (Willemse, 1978).
Tem distribuicdo por toda a América do Sul, ocupando todos os biomas
brasileiros.

AZona da Mata Mineiraé wuma das doze mesorregides do
estado brasileiro de Minas Gerais, formada por 142 municipios agrupados em
sete microrregides. Situa-se na porg¢ao sudeste do estado, préxima a divisa dos
estados do Rio de Janeiro e do Espirito Santo (Amorim e Ferreira, 2000).
Segundo a  classificagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a mesorregido da Zona da Mata é formada por sete
microrregides, sendo elas: Cataguases, Juiz de Fora, Manhuagu, Muriaé, Ponte
Nova, Uba e Vigosa.

Seu relevo é caracterizado pelo predominio de colinas e vales estreitos e
algumas serras, onde as altitudes variam de 1.889m na regidao mais
montanhosa até valores em torno dos 100m nos vales do Rio Pomba e Paraiba
Sul. Em decorréncia dessas altitudes, o clima tropical é quente, com médias
térmicas anuais na casa dos 24° C para temperatura maxima e 14° C para
temperatura minima, além de valores anuais da pluviosidade variando entre
290mm e 320mm anuais (IBGE, 2015; Inmet, 2015).

A densa cobertura florestal, em suas condigdes originais, deu origem ao

nome Zona da Mata. A vegetagdo nativa era a floresta tropical de Mata
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Atlantica, que ligava as regides serranas da vertente leste para o interior
(Amorim e Ferreira, 2000).

Hoje essa vegetagdo se encontra quase totalmente inexistente, com
apenas 3% de sua cobertura original. As matas restantes reduzem-se a
pequenas manchas e fragmentos nas encostas ingremes e dentro de reservas,
areas de protecdo permanente (APP) e parques estaduais. Apesar de sua
composicao florestal quase inexistente atualmente, estda & propicia para a
ocorréncia de diversas espécies de serpentes, dentre elas as do género
Bothrops, popularmente conhecidas como jararacas.

As espécies do género Bothrops, devido a ampla distribuicdo geografica
e abundancia, sdo responsaveis por aproximadamente 90% dos acidentes
ofidicos no Brasil (Ribeiro et al.,, 1998; Ministério da Saude, 2001; Araujo et
al.,, 2003; Mise et al.,, 2007; Oliveira et al.,, 2010). Sua pegonha &€ uma
complexa mistura de substancias, em sua maioria de natureza proteica, que
podem interferir bruscamente na homeostase, atuando em diversos processos
fisiolégicos. De modo geral sao constituidos de neurotoxinas, cardiotoxinas
(citotoxinas), miotoxinas e fatores que alteram a hemodstase (incluindo as
hemorraginas) (Meier e Stocker, 1995).

Pesquisas sobre as relacbes ambiente e populagdes sdo de grande
importancia. Acredita-se que onde a fragmentacao artificial da paisagem
prevalece e 0s usos da terra estejam mudando rapidamente, as espécies seréo
incapazes de migrar a uma taxa suficiente para acompanhar as mudangas no
meio abidtico (Pearson e Dawson, 2003). O conhecimento sobre estas relagdes
sao de grande importancia para a compreensao das respostas dos organismos
as mudancgas no meio em que habitam.

Além disso, variagcdes interespecificas nos venenos de serpentes de
mesmo género estdo bem documentadas (Chippauxet al., 1991). Essa
variabilidade pode se dar por exemplo, por idade, sexo, dieta e distribuicdo
geografica, variando até mesmo dentro da mesma espécie. Com as mudancas
acontecendo no meio abdtico onde as serpentes habitam, é esperado que de
algum modo estas mudangas se reflitam na composi¢cao das toxinas destas

serpentes.
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RESUMO

MORAIS, Jonas Ferrari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2017.
A influéncia de fatores abiéticos sobre a populagoes de serpentes do
género Bothrops wagler, 1824 (Viperidae), ocorrentes na regiao da Zona
da Mata Mineira, Minas Gerais, Brasil. Orientador: Dr. Renato Neves Feio.
Coorientador: Dr. Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

Componentes abidticos dos ecossistemas, como o regime pluviométrico,
a temperatura, a umidade e o fotoperiodo, sdo variaveis ambientais que atuam,
direta ou indiretamente, na histéria de vida de diferentes populagdes animais,
em especial na estrutura das comunidades de serpentes. A Zona da Mata
Mineira, uma das doze mesorregides do estado Minas Gerais, sudeste do
Brasil, situa-se no bioma Mata Atlantica, um dos hotspots de biodiversidade
mundial. Apesar da baixa cobertura florestal remanescente, este bioma é
propicio para a ocorréncia de diversas espécies de serpentes, dentre elas o
género Bothrops, popularmente conhecido como jararacas. Para analisar a
relacdo entre fatores abidticos e a ocorréncia serpentes do género Bothrops,
foram coletados dados das espécies em coleg¢des herpetoldgicas de referéncia
na regidao, e dados sobre fatores abidticos em estacdes meteoroldgicas ao
longo de quinze anos (2001-2015). Foram acrescidos dados de fragmentacao
de habitat cedidos pela SOS Mata Atlantica, e dados da topografia regional. A
analise dos dados propiciou o registro de cinco espécies de Bothrops na regiao
(B. jararaca; B. jaracussu, B. neuwiedii, B. moojeni e B. alternatus). O clima se
mostrou bastante diversificado, com variagdes de temperatura e precipitagéo. A
analise de corelagao apresentou resultados que indicam interacdes entre os
diversos fatores abidticos e as espécies do género Bothrops, podendo refletir
nas distribuicdes das espécies na regido. A temperatura e a umidade foram os
fatores climaticos mais relevantes na analise. O numero de registros das
diferentes espécies de jararaca apresentou relagédo com topografia regional. Tal
fato, associado aos altos indices de desmatamento em areas mais baixas,
culminou com maior volume de registros préximos a fragmentos preservados,

que se concentram nas regides mais elevadas da Zona da Mata Mineira.

Palavras-chave: Jararacas; mudancas climaticas; Mata Atlantica; viboras.



ABSTRACT

MORAIS, Jonas Ferrari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2017.
The influence of abiotic factors on the populations of snakes of the genus
Bothrops wagler, 1824 (Viperidae), occurring in the region of Zona da
Mata Mineira, Minas Gerais, Brazil. Adviser. Dr. Renato Neves Feio. Co-
adviser: Dr. Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

Abiotic components of ecosystems, such as pluviometric regime,
temperature, humidity and photoperiod, are environmental variables that act,
directly or indirectly, on the life history of different animal populations, especially
in the structure of snake communities. Zona da Mata Mineira, one of the twelve
mesoregions of Minas Gerais, southeastern Brazil, is located in the Mata
Atlantica biome, one of the world's biodiversity hotspots. Despite the low forest
cover remaining, this biome is suitable for the occurrence of several species of
snakes, among them the genus Bothrops, popularly known as jararacas. To
analyze the relationship between abiotic factors and the occurrence of snakes
of the genus Bothrops, species data were collected from reference
herpetological collections in the region, and data on abiotic factors in
meteorological stations over fifteen years (2001-2015) were collected. Habitat
fragmentation data provided by SOS Mata Atlantica and regional topography
data were added. The analysis of the data allowed the registration of five
species of Bothrops in the region (B. jararaca, B. jaracussu, B. neuwiedii, B.
moojeni and B. alternatus). The climate was very diversified, with variations in
temperature and precipitation. The analysis of corelation presented results that
indicate interactions between the different abiotic factors and the species of the
genus Bothrops, being able to reflect in the distributions of the species in the
region. Temperature and humidity were the most relevant climatic factors in the
analysis. The number of records of the different species of jararaca presented a
relation with regional topography. This fact, associated to the high rates of
deforestation in lower areas, culminated in a higher volume of records near
preserved fragments, which are concentrated in the higher regions of the Zona

da Mata Mineira.

Keywords: Jararacas; climate changes; Atlantic forest; Pit vipers.



1. INTRODUGAO

Variaveis ambientais sdo os componentes abidticos dos ecossistemas
que atuam, direta ou indiretamente, através de interagbes bioldgicas, na
histéria de vida de diferentes populagdes animais (Chesson, 2003; Smith e
Smith, 2012). Diferentes comunidades ecoldogicas sao afetadas de formas
especificas por variagdes climaticas ao longo do tempo, levando a alteragdes
na fenologia e na dispersao das populagdes (Root et al 2003; Hijmans and
Graham, 2006). A compreensédo dos fatores ecoldgicos e historicos envolvidos
na formacdo das comunidades atuais podem fornecer informagbes valiosas
sobre como as espécies respondem as variagdes climaticas de diferentes
formas (bidticas e abidticas), sendo de importancia fundamental para sua
conservagao (Hannah et al., 2002; Cadle and Greene, 1993).

Dentre os diversos fatores abioticos existentes, destacam-se o regime
pluviométrico, temperatura, umidade e o fotoperiodo, sendo estes, elementos
atuantes na estrutura das comunidades de serpentes (e.g. Hau, 2001).
Variagbes sazonais de temperatura (Marques, 1998) e indices pluviométricos
(Martins, 1994), sdo variaveis importantes a serem consideradas em estudos
sobre a distribuicdo de populacdes de serpentes. Contudo, a inser¢gao de novas
variaveis abidticas nas analises, tais como fotoperiodo, cobertura vegetal e
umidade, podem refletir resultados diferentes do esperado, espelhando novos
aspectos comportamentais destes animais antes ndo observados. A resposta
comportamental de serpentes as variagdes ambientais pode elucidar melhor os
potenciais das mudancgas climaticas para a biodiversidade deste grupo em
regides temperadas (Whittaker et al.,, 2005).

Pelo fato de serem ectotérmicas, as serpentes sao particularmente mais
sensiveis as variagdes de temperatura do ambiente (Deutsch et al.,, 2008;
Buckley, Hurlbert & Jetz, 2012; Araujo et al.,, 2013). Espécies de regides
temperadas, como as florestas tropicais, podem apresentar maior sensibilidade
a variagdes bruscas de temperatura (Gunderson, Stillman & Gunderson, 2015).
Com isso, existe a hipotese de que as espécies ectotérmicas das regides
temperadas podem se dividir em "nichos climaticos", através de uma selecéo
do comportamento termorregulador e de tolerancias fisiolégicas (Moura et al,
2016").



Os Viperidae sdo uma familia de serpentes encontradas em quase todo
o0 mundo, apresentando denticdo solendglifa altamente especializada para
inoculagao do veneno. Os Crotalinae, representante exclusiva dessa familia no
Novo Mundo, sdo uma subfamilia amplamente distribuida, possuindo a fosseta
loreal como principal sinapomorfia. Incluso nesta subfamilia estd o género
Bothrops Wagler, 1824 (Campbell e Lamar, 2004), objeto deste estudo. Com a
maior representatividade de espécies na América do Sul (52), sendo que
destas, 29 ocorrem no Brasil (Carrasco et al.,, 2012; Costa & Bérnils, 2015;
Barbo et al.,, 2016).

Algumas espécies do género Bothrops, devido a ampla distribuicao
geografica e abundancia, associados a um comportamento defensivo tido como
agressivo, favorecem a ocorréncia de acidentes ofidicos, sendo responsaveis
por aproximadamente 90% dos acidentes no Brasil (Ribeiro et al.,, 1998;
Ministério da Saude, 2001; Araujo et al.,, 2003; Mise et al.,, 2007; Waldez e
Vogt, 2009; Oliveira et al.,, 2010). Apesar da baixa taxa de letalidade (em torno
de 0,6% dos casos tratados) (Ministério da Saude, 2001), as espécies do
género Bothrops despertam tanto o temor pela comunidade, devido ao risco de
acidentes, quanto o grande interesse por parte dos pesquisadores em sua
histéria natural, comportamento ou mesmo pelas composicado das toxinas
presentes nos venenos destes animais.

A Zona da Mata Mineira € uma das doze mesorregides do estado
brasileiro de Minas Gerais, formada por 142 municipios agrupados em
sete microrregides. Situa-se na porg¢ao sudeste do estado, proxima a divisa dos
estados do Rio de Janeiro e do Espirito Santo (Amorim e Ferreira, 2000)
(Figura 01). A vegetacao nativa era a floresta tropical de Mata Atlantica, que
ligava as regides serranas da vertente leste para o interior (Amorim e Ferreira,
2000). Sua composicao florestal, mesmo que quase inexistente atualmente, &
propicia para a ocorréncia de diversas espécies de serpentes, dentre elas as
do género Bothrops, popularmente conhecidas como jararacas.

A Mata Atlantica tem alta variacdo na estabilidade climatica,
apresentando diferentes regimes climatolégicos dentro de sua distribuicdo. Na
regido que sobrem-se sobre a Zona da Mata mineira, apresenta verdes
chuvosos no sul (Grimm, 2003). A composi¢cao da fauna de serpentes do
género Bothrops é melhor favorecida pelo clima da regido (Carnaval et al.,,
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2014). As condigdes quentes e umidas proporcionam mais oportunidades para
a coexisténcia de espécies ao longo de gradientes ambientais em larga escala
(MacArthur & Levins, 1967).
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Figura 01: Em vermelho a mesorregido da Zona da Mata Mineira, N
Gerais, Brasil (Fonte: IBGE).

A composicao topografica da regido da Zona da Mata Mineira também &
outro fator importante para a composigao da populagao de serpentes do género
Bothrops. A regidao abriga parcialmente duas importantes cadeias de
montanhas sul-americanas (Serra do Mar e Serra da Mantiqueira). As altitudes
variam de 1.889m na regido mais montanhosa até valores em torno dos 100m
nos vales do Rio Pomba e Paraiba Sul. Tal complexidade topografica atua
como uma barreira climatica histérica na distribuicdo de serpentes (Moura et
al.,, 20162).

Aqui, investigou-se a relagdo existente entre fatores abiodticos e a
composi¢cao da populacdo de serpentes do género Bothrops, dentro de uma
regidao fragmentada do hotspot da Mata Atlantica (Zachos & Habel, 2011), a
Zona da Mata Mineira, localizado no sudeste de Minas Gerais. Em
contrapartida, foram analisados também a relagdo entre fatores abioticos e a
distribuicdo das espécies do género com a distribuicdo de acidentes ofidicos na

regiao da Zona da Mata Mineira.



Com isso, comparou-se o grau de influéncia de diferentes fatores
abioticos sobre as populagbes do género, possivelmente influenciando a
dispersao e a composicao das comunidades de Bothrops, além do numero de

acidentes ofidicos registrados ao longo do periodo de estudo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Conjunto de dados de espécies

O conjunto de dados aqui utilizados abrange um compilado de
informagdes entre anos de 2001 a 2015, coletadas nos acervos de cinco das
nove coleg¢des herpetoldgicas consultadas. Sdo elas: Colegcédo Herpetoldgica do
Museu de Zoologia Jodo Moojen (Universidade Federal de Vigosa - UFV),
Colegao Herpetoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Colecado Herpetolégica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
Colecao Herpetolégica da Fundagao Ezequiel Dias (FUNED) e Colecéo
Herpetologica do Museu Nacional (Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ). Foram utilizados apenas os dados considerados satisfatorios, os quais
continham no minimo: Identificacdo da espécie, data, local da coleta, e quando
possivel georreferenciamento.

Utilizando os pontos de localizacdo (latitude e longitude) de cada
espécime registrado e/ou da localidade do registro da captura, modelou-se a
distribuicdo geografica potencial do género Bothrops ao longo de toda a regiao
da Zona da Mata Mineira. Os modelos foram ajustados de acordo com as
localidades conhecidas de cada espécie, e os dados serviram de base para a
construgcao de mapas.

Dados sobre ofidismo botrépico (data, localidade e espécie) foram
coletados junto ao SINAN (Sistema nacional de Agravos de Notificagdo), do
Ministério da Saude, de modo a relacionar seus registros na Zona da Mata

Mineira com a distribuicdo de espécies e com outras variaveis.

2.2. Levantamento das variaveis preditoras

Foram utilizadas seis variaveis anuais para representar as condi¢des
ambientais da regido de estudo: temperatura maxima média (TPMAX),
temperatura minima média (TPMIN), umidade relativa média (UMD),
precipitagao total (PCt), insolagao total (ISt) e decremento da cobertura vegetal
(DCV).

As variacbes climaticas TPMAX, TPMIN, UMD, PCt e ISt foram

coletadas através do banco de dados do Banco de Dados Meteorologicos para
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Ensino e Pesquisa (BDMEP), pertencente ao Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET).

O estudo da fragmentacao de habitat natural do género Bothrops foi feita
através da analise de dados referentes a vegetacdo da Zona da Mata mineira
entre os anos de 2001 e 2015, cedidos pela SOS Mata Atlantica. Foram
cedidas planilhas com informacdes de perda de cobertura vegetal nativa anual

a nivel de municipios e shapes para a compilacdo de mapas.

2.3. Analise de dados

Levou-se em conta que a falta de uma metodologia padronizada para os
espécimes tombados nas colegdes pode dificultar a interpretagcdo dos
resultados. Por isso analisamos os dados a nivel de microrregido, subdividindo
a regido da Zona da Mata Mineira (ZMM) em sete microrregides conforme
dados do IBGE. Sao elas: Cataguases, Manhuacgu, Muriaé, Juiz de Fora, Ponte
Nova, Vigosa e Uba.

Espera-se que com isso, o volume de dados analisados oculte as falhas
amostrais para algumas localidades, diminuindo assim o erro amostral. De
modo geral, assumimos que as diferengas potenciais entre as microrregides
nao estao relacionadas ao tipo de método de amostragem empregado.

Toda a andlise estatistica foi feita utilizando os programas PAST
(Hammer et al.,, 2001) e SAEG (SAEG, 2007).

Para avaliar o grau de similaridade entre as microrregides, inicialmente
aplicou-se uma otimizagao por analise de agrupamento de Tocher, afim de
analisar a distancia euclideana entre o conjunto de dados de cada
microrregido. Todas as variaveis preditoras foram analisadas, com a incluséo
de mais sete variaveis complementares: acidentes ofidicos (AOF), numero de
espécies (NSP), numero de animais (NAN) e espécies (Bothrops jararaca
(JCA), Bothrops jararacussu (JCU), Bothrops neuwiedi (NWD), Bothrops
moojeni (MJN) e Bothrops alternatus (ATN)).

Feito isso, analisou-se a média das variaveis e o desvio para cada
microrregiao e para a ZMM como um todo. Com isso, pode-se observar melhor
0 grau de variagao entre as regides.

Para analisar o grau de similaridade entre todas as variaveis, utilizou-se

a técnica de Correlagbes paramétricas de Pearson (CPP), que compara as
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variaveis individualmente umas com as outras, verificando uma possivel
influencia direta entre elas. Buscamos verificar se existe alguma relagao direta
entre qualquer uma das variaveis preditoras com as variaveis complementares.

Utilizou-se o coeficiente de Correlagdes nao-paramétricas de Spearman
(CnPS), para analisar o grau de influencia entre as variaveis espécies uma
sobre as outras, com o interesse de avaliar o quanto a sobreposicdo de uma
espécie pode influenciar a outra a longo de um periodo de tempo, positiva ou
negativamente.

Observou-se um numero alto de variaveis a serem analisadas, e com
isso foi aplicada uma analise de componentes principais (ACP), de modo a
reduzir o numero de variaveis a uma quantidade minima com maior grau de
variancia possivel. Com isso, pdde-se analisar melhor os dados, com um
menor numero de variaveis possivel.

Por fim, foram agrupados os acidentes ofidicos em sete categorias de
acordo com o numero de acidentes registrados por cidade: 0-50, 51-100, 101-
150, 151-200, 201-250, 251-300 e 301-400. Apds feito o agrupamento, aplicou-
se uma analise discriminante de modo a agrupar as localidades com maior
incidéncia de acidentes e verificar quais as variaveis preditoras que influenciam
tal agrupamento.

Quanto a formulagdo dos mapas, utilizou-se a ferramenta ArcMap do
programa ArcGIS 10.3.1. Os shapes utilizados para topografia, limites
municipais, regionais e estaduais, foram conseguidos através do banco de
dados do IBGE, e shapes de cobertura vegetal foram cedidos pela ONG SOS
Mata Atlantica. Os dados de distribuicdo e fatores climaticos foram compilados
com base nos dados levantados no presente estudo.
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3. RESULTADOS

Apo6s o levantamento dos dados nas colegdes, encontrou-se um total de
431 registros para o género Bothrops divididos em cinco espécies: B. jararaca,
B. jararacussu, B. neuwiedi, B. moojeni (n=1) e B. alternatus (n=1) (Figura 02).
As duas ultimas sao aqui tratadas como registros incertos umas vez que nao
apresentam mais do que um registro nas cole¢des ao longo dos ultimos quinze

anos para toda a regido da ZMM.
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Figura 02 Registros de serpentes do génBathrops em toda a regido da ZMM
por microrregido. Em tons de verde, 0s municipios que apresentaram maior r
de registros de acordo com a escala da legenda.

A correlagdo de Spearman mostrou uma relagdo positiva entre as
espécies de B. jararaca e B. jararacussu (Tabela 01). Estas duas espécies,
apesar de registradas apenas em trés microrregides, ocupam quase toda a
regiao da ZMM em simpatria. No presente estudo foi registrada a presenca de
B. jararacussu na faixa norte da ZMM, assim como o unico registro de B.
moojeni. Em relagao as espécies B. neuwiedi e B. alternatus (também com
apenas um registro), ambas apresentam registros para a faixa sul da ZMM,
apenas na microrregiao de Juiz de Fora. Bothrops jararaca apresenta ampla
distribuicdo por toda a regido da ZMM, como ja era esperado, assim como o

maior numero de registros (371 registros) (Figura 03).
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Tabela 01: Coeficiente de correlagcédo entre as espécies de

serpentes Bothrops registradas na ZMM. Leg.: B. jararaca (JCA), B.

jararacussu (JCU), B. neuwiedi (NWD), B. moojeni (MJN),B.

alternatus (ATN).

20°00"S
1

21°00°S
L

22°00"S
L

JCA JCU NWD MJN ATN
JCA *0,23 0,08 0,07 0,25
JCU 1 0,005 0,2 -0,04
NWD 1 -0,02 0,43
MJN 1 -0,01
ATN 1
*P <0,05
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Figura 03: Distribuicdo das espéciesBiithrops na Zona da Mata Mineird maior

numero de registros foi feito na microrregiao de Vigosa.

No que diz respeito ao gradiente altitudinal, segundo nossa amostragem,

as serpentes Bothrops aparentam ter a tendéncia a locais com a altitude

variando entre 500 e 1000 metros (Figura 04).

A analise de agrupamento de Tocher reuniu as microrregides da ZMM

em trés subgrupos, de acordo com seu grau de similaridade das variaveis

analisadas (Figura 05). As regides se agruparam principalmente devido a

precipitacao total anual (PCt) e acidentes ofidicos (AOF).
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Figura 04 Distribuicdo dos registros de serpent&sthrops em relagdo ac
gradiente altitudinal.
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Figura 05 Agrupamento das microrregides da ZMM apds analise de Tocher. As microrre
de Ubé e Cataguases se diferenciam das demais pelo regime pluviométrico apresentac

A média e o desvio padrao para cada variavel avaliada, foi compilada em
uma tabela dividida por microrregido, com o valor médio de todas as variaveis

também para ZMM como um todo (Tabela 02).
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A analise de CPP mostrou uma relacio positiva para acidentes ofidicos
€ 0 aumento de temperatura maxima, assim como para umidade e presenca da
especie Bothrops neuwiedi. No caso dos acidentes ofidicos, observa-se
claramente essa diferengca comparando as regides de Juiz de Fora (14,7
AOF/ano) e Manhuacgu (201,3 AOF/ano), nos extremos norte e sul da ZMM
(Figura 06).

Temperaturas médias do ar 2001 - 2015 Precipitacao anual médias 2001 - 2015

4470'0°W 43°00°W 42°0'0"W 4400w 43°00W

210078 20°00"S

22°00°S

Tc P (mm)

182-199 [ 215-228 [ 24.2-253 - 994-1102 [ 1169-1277

20-214 [ 229-242 B s13-993 103-1165 [ 127.8-1458

*  Ocorréncias de serpentes Sistema de Coordenadas Geograficas - SIRGAS 2000

I Fonte de dados: INMET
[ | Minas Gerals | Zona da Mata Autora: Thalyta Varejao

l Estados vizinhos

Figura 06 Distribuicdo dos registros de serpentes em relagédo a temperat
maxima anual e precipitacdo anual. A ZMM apresenta a temperatura ma
anual homogénea enquanto que a precipitacdo anual varia bastante por
regido no eixo nordeste sudoeste.
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Tabela 02: Valores médios (com desvio padréo), das variaveis preditoras para todas as microrregides e para a Zona da Mata Mineira como um todo. Os valores

representam a média entre os anos de 2001 a 2015.

Microrregido lto  [rpmIN [t6 JumD  [tc  |ist lt0  [pct |40 [tc  [Nsp Jtc [Nan [t  JaoF  |to
Vicosa 22,992,220 13,14+153| 63,38+836| 176,28+24,37| 109,27 +21,04 40,9 +40,78 1,46 +0,52| 16,67 +14,38| 64,87 +17,03
Ponte Nova 22,9942,20| 13,14+153| 63,38+836| 176,28 +24,37| 109,27 +21,04 40,11 £32,61 1,33 +0,97 3,26 2,94 33,87 £8,55
Ubs 21,15 +1,12 | 13,81 +,97 60,51 +4,30| 169,99 £10,63| 693,25 + 106,06 9,11 +11,47 0,4 +0,50 2,93 +5,06 33,87 +9,51
Muriaé 25,00 + 3,04| 1564 +2,48| 57,25+855| 198,35 +14,45| 102,11 +16,99 15,73 + 11,64 0,47 £0,51 4+7,84 72,73 £20,58
Manhuacu 21,79 42,42 |  12,32+1,68| 63,96 +820| 193,35+16,52| 110,12 +22,9 71,92 +45,13 0,47 +0,64 1,3342,77 | 201,33 +67,81
Juiz de Fora 15,37 £1,97 | 12,64 +1,19 60,9+7,89| 13533 +27,44| 207,97 £31,81 43,61 +47,69 1,33+0,72| 10,86 £14,19| 6573 +15,72
Cataguases 21,15+1,12 | 13,81+097| 60,51 +4,30| 169,99 +10,63| 693,25 + 106,06 11,5 +15,31 0,46 + 0,64 1,8 £2,78 14,73 +3,69
Zona da MATA 21,5 +3,49 13,541,82|  61,4247,47| 17422426,79| 289,32 +26542| 33,27 +38,18 0,84 +0,79 5,84 +9,92 69,59 63,91

Tabela 03: Correlacdes entre todas as variaveis analisadas, apés aplicacdo da analise de CPP (Correlagcbes paramétricas de Pearson). A relagao entre as
variaveis mostrou-se significativa apenas entre TPMIN e AOF, UMD e NWD. A relacado entre Nan e MJN nao foi considerada devido a baixa amostragem
de MJN.

TPMAX TPMIN UMD ISt PCt DCV NSP Nan AOF JCA JCU NWD MIN ATN
TPMAX 1 0,39 0,08 0,53 0,16 0,09 -0,12 -0,06  0,004* -0,18 0,17 -0,29 0,02 -0,1
TPMIN 1 -0,06 0,27 0,1 -0,25 -0,1 0,02 -0,3 -0,02 -0,11 -0,03 -0,11 -0,08
UMD 1 0,04 -0,08 0,12 0,21 0,17 0,11 0,15 0,2 0,0007** 0,13 0,02
ISt 1 -0,18 -0,02 -0,3 -0,21 0,16 -0,23 -0,1 -0,3 -0,11 -0,16
PCt 1 -0,37 -0,29 -0,18 -0,45 -0,2 -0,26 -0,09 -0,07 -0,02
DCV 1 0,2 0,03 0,52 0,11 0,31 -0,05 -0,01 -0,04
NSP 1 0,55 -0,11 0,8 0,68 0,38 0,27 0,27
Nan 1 -0,03 0,48 0,2 0,38  0,002* 0,36
AOF 1 -0,07 -0,11 -0,58 -0,03 -0,01
JCA 1 0,26 0,1 0,08 0,08
JCU 1 0,01 0,2 -0,05
NWD 1 -0,02 0,44
MIN 1 -0,01
ATN 1

**p<0,01 *P<0,05
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Outras variaveis mostraram ter uma relacdo proxima podendo estar
sendo influenciadas pela amostragem, como por exemplo o numero de animais
(NAN) em relagdo a temperatura minima (TPMIN) e declinio de cobertura
vegetal (DCL), e temperatura minima (TPMIN) em relagdo a espécie Bothrops
jararaca (JCA) (Tabela 03).

Quanto a analise de componentes principais (ACP), apos feitos os
procedimentos chegou-se a trés varaveis explicativas para nossa analise. Sao
elas: ofidiofauna (23,2%), antropismo (15,5%) e temperatura ideal (12,9%).
Cada uma delas apresenta um agrupamento especifico de variaveis que
contribuem para sua porcentagem de valor explicativo, e com isso foram
nomeadas seguindo essas variaveis.

Quando utilizadas as duas primeiras variaveis (ofidiofauna + antropismo)
para explicar o arranjo das microrregides e das variaveis, observa-se que
existem algumas relagdes incomuns de certo ponto (Figura 07). Por exemplo, o
crescimento do numero de animais e do numero de espécies é diretamente
proporcional ao crescimento do numero espécimes de Bothrops jararaca e
inversamente proporcional ao aumento da temperatura maxima e insolagao
total. Apesar disso, o agrupamento das microrregides nao sofre muitas

alteragdes, sendo parecido aos resultados vistos na figura 05.

34 A ukd

Manhuagy
Juiz de Fora

B Cataguases

CP2 (15,5%)

PCt

3 3 ; 5 i 3 ] H : i 7

CP1 (23,2%)
Figura 07 ACP com a utilizagdo das variavefidiofauna (PC1) e antropismo (CP2)
Novamente as microrregides de Uba e Cataguases sédo influenciadas pelos valores de pre
total. A microrregido de Manhuacu é fortemente influenciada pelos valores de AOF e DCV.
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Porém, ao utilizar as variaveis dois e trés (antropismo + temperatura
ideal), um arranjo menos modificado pela amostragem n&o padronizada
utilizada nas cole¢cdes € observado (Figura 09). Nota-se que a espécie
Bothrops jararacussu tem uma relagao positiva com o aumento de TPMAX, ISt
e UMD. Bothrops neuwiedi tem relacdo positiva com aumento de precipitacéo
total. Bothrops jararaca manteve uma relagdo positiva com o aumento de
espécies e espécimes. Além disso, o numero de acidentes ofidicos também
cresce na mesma propor¢ao em que ocorre 0 aumento da perda de cobertura

vegetal em algumas regides (Figuras 09 e 08).
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E:
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21°00"S
1

Fonte: SOS Mata Atlantica

T, #zgm:\i:vae?ao %
Figura 08 Mapa de cobertura vegetal da ZMM em 2015, com distribuic&o de acid

ofidicos por municipio e registros de capturas de serpentes. A cobertura vegetal
quase inexistente em grande parte da ZMM.

22°00°S
I

Também foi analisada a relacdo das variaveis preditoras diretamente
com os dados referentes a acidentes ofidicos, e observa-se novamente duas
relagdes anteriormente encontradas. Ha relagdo positiva para AOF com
TPMAX e DCV (Figuras 10 e 11).
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Figura 09 ACP com a utilizagdo das variavaintropismo (CP2) e temperatura ide
(PC3) Os resultados se mostraram melhor agrupados a utilizacdo destas variave
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Figura 10 Relacdo entre AOF e TPMAX para todas as microrregides, entre 2001 e :
Nem sempre as temperaturas mais altas tem relacéo direta com 0 aumento de acic
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Figura 11 Analise discriminante para agrupamento de AOF. Observamos que PCt
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4. DISCUSSAO

Apesar dos registros de cinco espécies de serpentes do género
Bothrops para regiao da ZMM, s6 pode-se afirmar que trés delas compdem a
fauna da regido (B. jararaca, B. jararacussu e B. neuwiedi). Isso porque as
espécies de B. moojeni e B. alternatus possuem apenas um registro existente
para a regido, em nove colec¢des herpetologicas, sendo duas dessas inseridas
na ZMM (Colecbes herpetolégicas da UFV e da UFJF), apesar de registradas
anteriormente na ZMM em outros trabalhos (ver Costa et al.,, 2010; Borges et
al.,, 2006).

Bothrops jararaca € uma das serpentes mais comuns da regido sudeste
do Brasil e em quase todo o estado de Minas Gerais. Tem sua distribuicdo
desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, ocorrendo também na
Argentina e no Paraguai (Campbell & Lamar, 2004), principalmente em areas
florestadas da Mata Atlantica, mas também em bordas de matas e areas
antropizadas (Sazima, 1992; Sazima & Haddad, 1992). Pelo fato de adultos
alimentarem-se basicamente de roedores (Sazima, 1992; Sazima & Haddad,
1992; Hartmann et al.,, 2003, Marques & Sazima, 2004), as areas urbanas se
tornam um atrativo para esse animal que vem sofrendo com sua perda de
habitat natural. Devido a estes fatores, ela € com folga a serpente do género
Bothrops mais registradas para a ZMM.

Acredita-se que relagao direta encontrada para as espécies B. jararaca e
B. jararacussu esta mais ligada ao fato de que a distribuicdo dessas duas
espécies se sobrepdem quase que por toda a sua area de abrangéncia
(Campbell & Lamar, 2004). Ambas habitam regides Mata Atlantica
preservadas, podendo ocupar temporariamente regides antropizadas (Chase,
2005). O fator diferencial é o fato de que B. jararacussu é uma espécie que
possui maior sensibilidade a perda de habitat, ocupando frequentemente
regides com fragmentos de Mata Atlantica mais preservados (Marques &
Sazima 2004; Pontes & Rocha 2008). Logo, as regides onde ocorrem as duas
espécies consequentemente, tendem a possui fragmentos mais preservados
em relagao a locais de ocorréncia apenas de B. jararaca.

A espécie B. neuwiedi por sua vez, pertence a um complexo grupo ainda

hoje nao resolvido completamente. Apesar de ser tida como uma espécie de

22



areas abertas de campos e Cerrado (Campbell & Lamar, 1989; Sazima, 1992),
a mesma foi bem documentada para a regidao de Juiz de Fora, com 22
exemplares entre os anos de 2001 e 2007, possuindo relagdo direta com
regidbes mais umidas. Duas teorias podem ser plausiveis para o
estabelecimento dessa espécie na regido. A primeira delas seria de que a forte
pressao sofrida pelos remanescente de florestas tropicais de Mata Atlantica
com a antropizacédo e, consequente, mudanga de paisagem, moldou o bioma
de modo que este veio a se tornar favoravel a esta espécie ao longo dos anos
(Young & Mitchell, 1994). A segunda seria a presenga de campos de altitude na
microrregido de Juiz de Fora, sendo estes uma derivacdo do bioma Mata
Atlantica muito similar a regides de Cerrado, o qual favorece a fixagdo da
espécie no local (Hutchinson, 1957). Fato € que, a espécie B. neuwiedi ja pode
ser considerada uma espécie bem estabelecida dentro da ZMM, apesar de
ausente em regides mais ao Norte da ZMM, como na regido de Vigosa, Ponte
Nova e Manhuagu por exemplo.

As regides mais altas dentro da ZMM parecem ser um habitat escolhido
preferencialmente pelas serpentes Bothrops (ver Myers et al.,, 2000; Myers,
2003; Campbell & Lamar, 2004; Fenwick et al.,, 2009). Fato € que, com a
composi¢cao topografica da regido da ZMM, composta quase que
completamente por morros e vales ao longo de toda sua area, associa-se ao
fato de que a maior parte da cobertura vegetal localizada nas baixadas
(<1200m) foram convertidas em paisagens humanas modificadas, restando na
sua maioria, fragmentos menores totalmente desprotegidos (Tabarelli et al.,,
2010). Com isso, existe um propensao dentro deste grupo para regides mais
altas, visto que a necessidade de termorregulagéo € um importante mecanismo
para determinar as respostas das serpentes as condigdes ambientais (Moura et
al.,, 2016b). Vale salientar que os dois maiores fragmentos de Mata Atlantica
da ZMM se encontram nas regides altas do Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro (microrregidao de Vigosa) e no Parque Nacional do Caparad
(microrregidao de Manhuacu)

A perda de cobertura vegetal também afeta o ecossistema das
serpentes de diversas outras maneiras, aumentando a temperatura dentro dos
fragmentos de florestas e diminuindo a oferta hidrica (Pearson & Dawson,

2003). O numero de acidentes ofidicos varia diretamente e positivamente com
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0 aumento da temperatura e a perda de cobertura vegetal. Essas duas
variaveis estao diretamente ligadas (Ribeiro et al.,, 2009) e reforcam a hipotese
de que com uma maior dificuldade de evitar o superaquecimento em paisagens
fortemente fragmentadas, uma das alternativas encontradas pelas serpentes
seria migrar para regides mais altas ou para areas antropizadas em busca de
abrigo (Huey et al.,, 2009; Sunday et al.,, 2014). Como consequéncia disso,
nota-se que os resultados refletem um aumento no numero de acidentes
ofidicos nas regides com maiores valores de TPMAX e DCV.

O agrupamento das microrregides mostrou que precipitagéo foi um fator
determinante para o agrupamento das regides mais baixas da ZMM. As
microrregides de Uba e Cataguases apresentaram altos indices pluviométricos
em relacdo as outras microrregides. Infelizmente as duas localidades séo
pouco amostradas, sendo necessario o desenvolvimento de um estudo mais
aprofundado nestas duas regides para determinar a real influéncia destes altos
indices pluviométricos para a ofidiofauna regional, levando em conta que a
capacidade destes animais em superar a variabilidade climatica também
depende dos regimes chuvosos e a disposigdao de fontes de agua (Moura et
al.,, 2016a; Kearney et al.,, 2013).

A regidao de Manhuagu, area de predominio de cultivo de cafeicultura,
destacou-se pelos altos indices de DCV associados a um numero elevado de
AOF. Os altos niveis de perda de habitat associado ao crescimento de
encontros acidentais com serpentes Bothrops destacam a necessidade urgente
de uma melhor compreensao dos efeitos da perda de habitat sobre estes
animais a médio e longo prazo (Gardner et al.,, 2007; Wearn et al., 2012).

Quando observados os resultados obtidos pela ACP, observa-se
inicialmente que apesar da amostragem falha na maior parte da regido da
ZMM, a variavel ofidiofauna tem o maior percentual dentre as variaveis
explicativas. Isso reforca o fato de que com uma amostragem heterogénea
poderia refletir melhores resultados (Fenker et al., 2014). Mas para evitar que
essa amostragem acabasse por mascarar os resultados finais, nossa opgéo
por utilizar a relagdo entre as varaveis antropismo e temperatura ideal para
comparar os resultados se mostrou positiva (Pearson & Dawson, 2003).

Ao observar o crescimento dos registros de Bothrops jararaca e

Bothrops jararacussu com uma razao positiva direta para as variaveis TPMAX,
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UMD e ISt, e com relagdo negativa para as variaveis DCV, pode-se hipotetizar
que nas regides onde houverem menor decremento de cobertura vegetal,
associados um clima mais favoravel para as populagdes destas espécies do

género Bothrops, estas tendem a se estabilizar nestas regides.
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5. CONCLUSAO

Com um total de cinco espécies registradas, apenas trés foram tidas
como fixadas na regido. As espécies de Bothrops moojeni e Bothrops
alternatus, apresentam apenas registros pontuais nas microrregides de Vigosa
e Juiz de Fora, e por nado se tratarem de espécies tipicas da regido ou até
mesmo do Bioma Mata Atlantica, foram consideradas encontros incomuns.

Os resultados relacionados ao ofidismo com serpentes do género
Bothrops apenas corroboram, uma realidade preocupante para estes animais e
para a saude publica. A antropiza¢ao de areas naturais atua no crescimento do
numero de acidentes ofidicos na regido.

A relacdo entre os fatores abidticos e as populagcdes de serpentes
Bothrops da Zona da Mata Mineira apresentou a visdo de um complexo
sistema de interagbes que compdem o ecossistema da regido. A associagao da
perda de cobertura vegetal foi um fator relevante que, associado as mudangas
nos regimes climaticos, mostraram ser uma ferramenta poderosa capaz de
moldar o habitat das serpentes Bothrops na Zona da Mata Mineira,
selecionando populagdes, nao s6 de serpentes, que mais se adequarem as
suas caracteristicas.

A necessidade de novas pesquisas deste tipo dentro dos regimes
climaticos atuais se fazem necessarias umas vez que tais correlagcbes nao
podem ser aplicadas em predi¢cdes futuras, levando em conta que os fatores

abidticos das relacdes espécie ambiente tendem a se moldar constantemente.
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B: Planilha de dados com todos os valores coletados para as sete microrregides entre 2001 e 2015.
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2001 7 21,37 14,58 60,45 183,65 784,54 3,86 1 0 0 18 0 0 0 0
2002 7 21,46 14,49 63,45 177,84 654,49 3,86 1 0 0 16 0 0 0 0
2003 7 20,35 14,60 60,99 182,19 769,08 3,86 1 0 0 19 0 0 0 0
2004 7 19,51 12,22 55,70 169,97 592,29 3,86 1 0 0 12 0 0 0 0
2005 7 23,40 14,19 63,95 159,52 575,41 3,86 1 0 0 18 0 0 0 0
2006 7 20,08 12,51 56,27 144,80 512,09 34,77 1 0 0 12 0 0 0 0
2007 7 21,28 13,09 56,78 157,43 672,12 34,77 1 1 4 9 1 0 0 0
2008 7 22,25 13,56 67,99 178,84 628,38 34,77 1 1 6 11 1 0 0 0
2009 7 20,66 14,90 52,07 176,70 716,45 0,00 1 0 0 15 0 0 0 0
2010 7 20,88 14,51 62,68 177,97 635,68 0,00 1 0 0 15 0 0 0 0
2011 7 21,82 13,96 64,64 162,64 638,27 0,00 1 1 2 9 1 0 0 0
2012 7 20,88 14,02 58,01 173,73 852,33 38,00 1 0 0 19 0 0 0 0
2013 7 19,79 11,75 63,32 165,88 676,89 0,00 1 1 2 12 1 0 0 0
2014 7 23,05 14,34 57,51 171,63 816,98 0,00 1 2 4 20 1 1 0 0
2015 7 20,48 14,47 63,89 167,00 873,80 11,00 1 1 9 16 1 0 0 0

MR - Microrregiao: 1. Vicosa, 2. Ponte Nova, 3. Uba, 4. Muriaé, 5. Manhuagu, 6. Juiz de Fora, 7. Cataguases; TPMAX - temperatura maxima
média (°c); TPMIN - temperatura minima média (°c); UMD - umidade relativa média (%); PCt - precipitacao total (mm); ISt - insolagéao total (hs);
DCV - decremento cobertura vegetal (he); GN - género; NSP - niumero de spp; NAn - numero de animais; AOF - acidentes ofidicos; Bothrops
jararaca (JCA), Bothrops jararacussu (JCU), Bothrops neuwiedi (NWD), Bothorps moojeni (MJN), Bothrops alternatus (ATN).
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C - Quadro de animais revisados nas colegoes.

INSTITUIGAO

Bothrops jararaca

Bothrops
jararacussu

Bothrops
neuwiedi

Bothrops
moojeni

Bothrops
alternatus

FUNED

18; 20; 19; 38; 39; 40; 59; 60; 61; 62; 75; 76; 77; 78; 86; 87; 41, 114;
115; 02; 21; 43; 64, 116; 03; 25; 28; 29; 30; 44; 45; 65; 66; 88; 122;
123; 124; 126; 125; 127; 04; 104; 107; 105; 106; 117; 05; 06; 07; 08;
48; 96; 128; 129; 130; 133; 131; 132; 134; 135; 136; 49; 89; 97; 109;
110; 120; 118; 119; 09; 33; 32; 50; 51; 70; 82; 83; 92; 103; 102; 137;
138; 10; 11; 13; 52; 54; 55; 14; 34; 56; 72; 73; 71; 84; 85; 15; 16; 17;
35; 57; 74; 94; 95; 93; 58; 36.

22; 42; 63; 108; 31;
69; 79; 80; 81; 91;
100; 99; 112; 111;

121; 139; 12; 53; 37.

27; 23; 24; 46; 47,
67; 68; 90; 98; 113.

101

26

MNRJ

MNRJ 15258; 14139; 14140; 14134; 14135; 14141; 24519.

UFJF

845; 846; 847; 848; 980; 884; 885; 850; 851; 982; 877; 890; 876;
887, 873; 874; 1058; 1059; 292; 295; 331; 459; 577; 619; 576; 578;
608; 599; 602; 945; 941; 834; 968; 969; 939; 967; 988; 1000; 642;
1476.

667

UFMG

2798; 1561; 1575; 1565; 1552; 1560; 1543; 2490; 2491; 1553; 1554;
1549; 1589; 1590; 1591; 1596; 2350; 1623.

1564; 1576.

UFV

MZUFV 1010; 1124; 1215; 1489; 1490; 1491; 1492; 1493; 1494;
1495; 1499; 1500; 1504; 1505; 1506; 1513; 1525; 1558; 1559; 1583;
1584; 1669; 1670; 1671; 1674; 1579; 1664; 1675; 1676; 1702; 1703;
1704; 1705; 1706; 1708; 1715; 1724; 1725; 1726; 1727; 1728; 1729;
1759; 1677; 1770; 1855; 1292; 1887; 1852; 2193; 2125; 2117; 2361;
2362; 2363; 2364; 2365; 2122; 2105; 2114; 2113; 2186; 2268; 2280;
2281; 2331; 2396; 2397; 2398; 2399; 2400; 2401; 2415; 2416; 2431;
1716; 2091; 2250; 1379; 1113; 1386; 1548; 1551; 1552; 1514; 1063;
1052; 1053; 1054; 1056; 1200; 1201; 236; 1475; 1025; 1014; 1024;
1026; 1030; 1033; 1034; 1035; 1036; 1065; 1142; 1143; 1144; 1145;
1146; 1147; 1293; 1275; 1276; 1280; 1281; 1282; 1279; 1283; 1284;
1285; 1302; 1315; 1316; 1317; 1318; 1319; 1320; 1321; 1322; 1323;
1324; 1325; 1326; 1327; 1328; 1329; 1330; 1331; 1332; 1333; 1334;
1335; 1336; 1337; 1338; 1339; 1340; 1341; 1342; 1343; 1344; 1345;
1346; 1347; 1348; 1349; 1350; 1309; 1310; 1311; 1312; 1423; 1419;
1420; 1393; 1479; 1477; 1605; 1606; 1480; 1684; 1503; 1527; 1528;
1565; 1585; 1717; 1771; 1685; 1924; 1919; 1951; 2004; 2089; 2086;
2087; 2084; 2088; 2085; 2090; 2092; 2093; 2164; 2149; 2169; 2235;
2356; 2428; 2424.

MZUFV 2284; 1111,
1112; 1254; 1271;
1255; 1289; 1301;
1306; 1307; 1308;
1366; 1830; 1382;
1425; 1603; 1604;
1564; 1629; 1990;
1921; 1952; 1934;
2018; 2076; 2170.
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RESUMO

MORAIS, Jonas Ferrari, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2017.
Comparacgéao da toxicidade dos venenos de espécies do género Bothrops
(Wagler, 1824) (Serpentes: Viperidae) na Zona da Mata Mineira, Minas
Gerais, Brasil. Orientador: Dr. Renato Neves Feio. Coorientador: Dr. Oswaldo
Pinto Ribeiro Filho.

A peconha das serpentes atua principalmente para facilitar o processo
de digestao das presas, além de possuirem fungao tanto como mecanismo de
defesa quanto de ataque, apresentando componentes direcionados para
incapacitacdo e morte de suas presas. Os venenos dos ofidios do género
Bothrops contém uma mistura complexa de proteinas com e sem atividade
enzimatica, proteinas de pequena massa molecular e peptideos com atividades
quimicas e biologicas distintas, além de agdes proteolitica ou necrosante,
coagulante, hemorragica e nefrotoxica. Nos modelos experimentais, diferentes
propriedades de diferentes amostras de venenos de espécies do género
Bothrops podem variar em valores substanciais, sendo que tais variagdes
refletem sua agdo no organismo. No presente estudo comparativo da
toxicologia das espécies de Bothrops, foram utilizadas onze diferentes
metodologias para comparar a pegonha das serpentes Bothrops ocorrentes na
Zona da Mata mineira. observadas variagbes na composi¢ao dos venenos,
tanto dentro do género Bothrops, quanto entre os resultados obtidos na
literatura para as mesmas espécies em outras regides amostradas. Os
resultados corroboram ainda mais a ideia de que a variagéo toxicoldgica dentro
das peconhas de uma mesma espécie pode variar de acordo com o habitat que

esta ocupa, criando assim um perfil toxicoldgico regional.
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ABSTRACT

MORAIS, Jonas Ferrari, M.Sc., Federal University of Vigosa, May 2017..
Advisor: Dr. Renato Neves Feio. Co-advisor: Dr. Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.
Comparison of venom toxicity of species of the genus Bothrops (Wagler,
1824) (Serpentes: Viperidae) in Zona da Mata Mineira, Minas Gerais, Brazil.
Advisor: Dr. Renato Neves Feio. Co-advisor: Dr. Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.
The venom of snakes acts mainly to facilitate the process of prey
digestion, besides having a function as a defense mechanism as well as attack,
presenting components directed to the incapacitation and death of their prey.
Bothrops venoms contain a complex mixture of proteins with and without
enzymatic activity, small molecular weight proteins and peptides with distinct
chemical and biological activities, as well as proteolytic or necrotizing,
coagulant, hemorrhagic and nephrotoxic actions. In experimental models,
different properties of different venom samples from species of the genus
Bothrops can vary in substantial values, and such variations reflect their action
in the organism. In the present comparative study of the toxicology of Bothrops
species, eleven different methodologies were used to compare the venom of
the Bothrops snakes occurring in the Zona da Mata mineira. Observed
variations in the composition of the venom, both within the genus Bothrops and
between the results obtained in the literature for the same species in other
sampled regions. The results further corroborate the idea that toxicological
variation within venoms of the same species may vary according to the habitat it

occupies, thus creating a regional toxicological profile.
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1. INTRODUGAO

A peconha das serpentes atua principalmente para facilitar o processo
de digestao das presas, além de possuirem fungédo tanto como mecanismo de
defesa quanto de ataque, apresentando componentes direcionados para
incapacitacdo e morte de suas presas (Hider et al., 1991). Estas pegonhas sao
uma complexa mistura de substancias, em sua maioria de natureza proteica,
que podem interferir bruscamente na homeostase, atuando em diversos
processos fisiolégicos. De modo geral sao constituidos de neurotoxinas,
cardiotoxinas (citotoxinas), miotoxinas e fatores que alteram a hemodstase
(incluindo as hemorraginas).

Os venenos dos ofidios do género Bothrops contém uma mistura
complexa de proteinas com e sem atividade enzimatica, proteinas de pequena
massa molecular e peptideos com atividades quimicas e biolégicas distintas.
Sua composi¢cao contém hialuronidase, que explica a rapidez da absorgao pelo
aumento da perfusdo através dos tecidos, hemotoxinas e citolisinas, que
causam inflamagao local, necrose e danos vasculares, fosfolipase A2, e
esterase, que alteram a permeabilidade da membrana e liberam histaminas e
bradicininas (Meier & Stocker, 1995). O veneno também possui acao
proteolitica ou necrosante, coagulante, hemorragica e nefrotéxica (Mendez &
Riet-Correa, 1995). De modo geral, estas caracteristicas estdo associadas a
determinadas familias proteicas que sao caracterizadas de acordo com as
atividades enzimaticas desempenhadas (Metaloproteases, Serinoproteases,
Fosfolilpases, Desintegrinas, Peptideos biologicamente ativos, Lectinas,
Fatores de crescimento) (Odell et al., 1998; Odell et al., 1999).

Variacoes interespecificas nos venenos de serpentes de mesmo género
estdo bem documentadas (Chippaux et al., 1991). No género Bothrops,
atividade coagulante, necrosante, bem como miotoxinas n&o s&o igualmente
distribuidas dentro de cada espécie (Ferreira et al., 1992). Essa variabilidade
pode se dar por exemplo, por idade, sexo, dieta e distribuicdo geografica,
variando até mesmo dentro da mesma espécie.

Nos modelos experimentais, diferentes propriedades de diferentes

amostras de venenos de espécies do género Bothrops podem variar em
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valores substanciais (Dias-Da-Silva et al., 1989), sendo que tais variagoes
refletem sua agdo no organismo.

Essa variagdo é fundamental para o diagndstico de acidentes ofidicos
quando este sO6 pode ser identificado através dos sintomas clinicos. Tais
observacdes indicam que o envenenamento devido a acidentes por cada
espécie de Bothrops, podem diferir de acordo com a quantidade e qualidade
das diferentes toxinas presentes em cada veneno de cada espécie.

O presente artigo desenvolve um estudo comparativo da toxicologia das
especies de Bothrops ocorrentes na Zona da Mata Mineira, comparando onze
propriedades diferentes de cada amostra de veneno. Tal abordagem, é
fundamental para efeito de comparagao com trabalhos similares desenvolvidos
em outras localidades. Além disso, pode auxiliar na identificagcdo do grau de
intoxicagcdo de acordo com as atividades presentes no veneno das espécies
que ocorrem na regido, aqui destacadas, sendo esta uma importante

ferramenta da literatura médica.

44



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Espécies e Venenos

Foram utilizadas amostras de venenos das seguintes serpentes do
género Bothrops: B. jararaca; B. jararacugu, B. moojeni e Bothrops cf. jararaca.
Os animais utilizados foram capturados na regidao da Zona da Mata Mineira, e
pertencem ao serpentario do Museu de Zoologia Jodo Moojen de Oliveira —
UFV, Vigosa — MG. Estes sdo todos fémeas, foram isolados em terrarios
individuais no serpentario do Museu de Zoologia Jodo Moojen de Oliveira e
alimentados controladamente com a coleta de veneno ocorrendo 20 dias apos

a alimentacao.

2.2. Animais

Para as metodologias in vitro (Atividades edematogénicas, necrosante e
hemorragica) foram utilizados camundongos isogénicos, do sexo masculino,
pesando 18-22 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Vicosa (Vigosa, Brasil), previamente autorizados pelo Comité de Etica de Uso
de Animais (CEUA/UFV) através do processo 03/2017.

2.3. Analise eletroforética

Com o objetivo de separar por tamanho as proteinas, cada uma das
cinco amostras de peconha (10 pl 1:500) foi colocada em gel de acrilamida,
seguindo o método de Laemmli (1970). Para comparacéo foi utilizado o padréo

de peso molecular (Pharmacia) que usa proteinas de 30 KDa a 94 KDa.

2.4. Andlise quantitativa de proteinas

A quantificagcdo das proteinas presentes nas amostras, seguiu o
protocolo sugerido por Furtado e Rocha (2007), com algumas adaptagoes.
Para este experimento, cada amostra (10 pl, 1:500) foi feita em triplicata (n=3).
O valor para leitura no espectrofotdmetro foi de 660 nm.
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2.5. Estimativa da atividade hemorragica

A Atividade hemorragica foi estimada de acordo com Kondo et
al. (1960), com adaptagdes de Ownby et al. (1984). Camundongos foram
injetados na regido dorsal com solu¢des de 20ul (1:50) de cada veneno, em
triplicata. Apés uma hora, os camundongos foram eutanasiados com
deslocamento cervical, a pele retirada do dorso e colocada em uma prancha. O
didmetro foi determinado para o alo hemorragico medindo sua area mais
interna (alo mais escuro) e mais externa (alo mais claro) com o programa
ImagedJ. A analise foi feita utilizando a média da triplicata de cada amostra. Os

resultados foram expressos em cm?.

2.6. Estimativa da atividade de inducao de edema

A atividade de inducdo de edema dos venenos foi ensaiada de acordo
com o método de Yamakawa et al. (1976). Os camundongos foram injetados
na almofada da pata do membro posterior com 20pul (1:50) de cada veneno no
pé direito e solucdo salina na esquerda, em triplicata. Apés uma hora, os
animais foram sacrificados com deslocamento cervical e ambas as pernas
amputadas na altura do tornozelo e pesadas individualmente. O aumento de
peso devido a edema foi calculado subtraindo do peso da perna controle. Os

resultados foram expressos em mg/ul de veneno.

2.7. Estimativa da atividade necrosante

A necrose foi avaliada apos analise do edema das patas. Foram
utilizadas as patas do ensaio de edema, preparadas para descalcificagdo em
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), trocando a solugéo a cada 24 horas
por 21 dias. Apdés esse periodo, estas foram fixadas em resina e,
posteriormente, cortes histoldgicos foram feitos na altura da almofada das
patas para analise da necrose. As laminas foram preparadas e coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE) e fotografadas em escala de 50um. A necrose foi
avaliada comparando as laminas das cinco amostras de veneno com a pata
controle que foi injetada com PBS, verificando o grau de degradacéo tecidual

encontrado nas laminas.
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2.8. Atividade coagulante em plasma humano

Foi registrado o tempo de coagulagcdo de 200 pl de plasma humano
preparado pelo método adaptado de (Theakston e Reid, 1983), incubando a
37°C, 5 ul de veneno ressuspendido em 50 pl de CaCl2, por 45 minutos. Apds
esse periodo, leu-se os resultados em um espectrofotdbmetro de placas, por 15
minutos. Estes foram expressos através de um grafico de linhas ilustrando a
evolugdo da taxa de coagulacdo de cada veneno dentro do intervalo de tempo

estimado.

2.9. Atividade Hemolitica Direta

Foram feitas triplicatas de 25 ul de solucdo de hemacias 2% incubadas
com amostras de 5 ul de veneno bruto, por uma hora a 37°C. Células lisadas
com agua (100% de lise) ou incubadas com PBS (0% de lise) foram usadas
como controles. Apés incubacéao os tubos foram centrifugados por 10 min a 800

Xg, e a absorvancia do sobrenadante foi lida a 412 nm (Mayer, 1971).

2.10. Estimativa da atividade de fosfolipase A2

O método de Marinetti (1965), com ligeiras modificagdes, foi usado para
avaliagao da atividade fosfolipasica. Em uma suspensédo de 3 ml de tampéao
Tris-HCI 50mM, pH 8,0, e de gema de ovo, 250 pl (1:100) de cada veneno foi
adicionado. A atividade de fosfolipase foi avaliada como os valores de reducao
da absorbéancia sobre um periodo incubagcdao de 5 minutos, em triplicata, lida
em 740 nm. Uma unidade de atividade de fosfolipase corresponde a uma

reducao de 0,001 de absorbancia.

2.11. Atividade proteolitica sobre caseina

Para determinagdo da atividade proteolitica foi utilizado o método de
Lomonte & Gutierrez (1983). Um mililitro da solucdo de caseina 1% é
adicionada a 1 yl da amostra do veneno bruto. As amostras foram incubadas
por 30 minutos a 37°C. As reacdes foram interrompidas com a adig¢ao de 3,0 ml
de acido tricloroacético a 5%. Os tubos foram mantidos em repouso em

temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir centrifugou-se o material por 10
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minutos a 3000 rpm e a absorbancia do sobrenadante lida a 280 nm, usando
como "branco" amostra onde o veneno é substituido por agua destilada. Uma
unidade de atividade caseinolitica corresponde a um aumento de A280 = 0,001

/min.

2.12. Atividade Hemaglutinante

As hemacias foram lavadas com solugéo salina e centrifugadas a 4.000
rom, durante 5 minutos, por 2 vezes. A atividade hemaglutinante foi
determinada em placa de 96 pogos com diluigdes seriadas, em triplicata, para a
determinacdo da minima concentragcédo capaz de aglutinar diferentes hemacias.
Foi feita uma diluicdo seriada de 100 ul de PBS + 5 pl de veneno bruto em dez
pocos. Em cada pogo foi adicionado 25ul de suspensdo de hemacias a 3% em
PBS. As microplacas foram incubadas a temperatura ambiente e a atividade
aglutinante verificada apds 2 horas. Considerou-se como reagéo negativa para
hemaglutinagédo, a formagéo de um precipitado de hemacias no fundo do pogo
e, reacao positiva, a formacao de uma camada heterogénea cobrindo todo o

fundo (adaptado de Figueiroa & Lajolo, 1997).

2.13. Analise estatistica

As analises estatisticas dos resultados foram executadas utilizando
ANOVA de 1 via, Tukey e erro padrao da média. Para isso, usamos o software

Graph Pad Prism 6. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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3. RESULTADOS
3.1. Eletroforese

Na eletroforese, os perfis proteicos se mostraram similares para a

maioria das amostras (Figura 01).

B. jca B. nwd B. mjn B. cf. jea
Figura 01:Perfil proteico das amostras de veneno analisa«
Leg.: B. jca B. jararaca); B. jssu B. jararacussu); B. nwd
(B. neuwiedi); B. mjn B. moojeni); B. cf. jca B. cf.

jararaca).

Em uma visdo geral, podemos observar um perfil de B. jararaca com
abundancia de proteinas menores que 29 KDa, destacando-se uma majoritaria
de aproximadamente 23KDa. Bothrops jararacussu e B. cf. jararaca com
abundancia de proteinas na faixa de 45-67 KDa e 21-29 KDa, e perfis
extremamente semelhantes. B. neuwiedi com abundancia de proteinas na faixa
de 45-67 KDa e 21-29 KDa, destacando-se uma majoritaria de
aproximadamente 23KDa, semelhante a B. jararaca e B. moojeni com
abundancia de proteinas na faixa de 45-67 KDa e 21-29 KDa, destacando-se

uma majoritaria de aproximadamente 50KDa.

3.2. Quantificagao de proteinas

Os resultados apresentaram valores mais altos na quantificacdo das

proteinas presentes nas pegonhas de B. moojeni (279,2435 mg/ml) seguida por
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B. jararaca (236,1275 mg/ml). Os valores obtidos para as amostras de B.
Jararacussu (197,0312 mg/ml), B. neuwiedi (191,6238 mg/ml) e B. cf. jararaca
(189,901 mg/ml), foram muito semelhantes, levando em conta a variagao
inferior a 10mg/ml entre as trés amostras.

Apesar da maior diferenga entre os valores encontrados para Bothrops
moojeni e Bothrops cf. jararaca e em relagdo as outras amostras, estes nao
refletem a diferencga entre as caracteristicas destas pegonhas, uma vez que a

associagao entre estas proteinas € que dao ao veneno suas singularidades.

3.3. Atividade coagulante em plasma humano

A atividade coagulante apresentada pelos venenos de trés das cinco

espécies analisadas mostraram resultados bem parecidos (Figura 02).

0.3
= -o- Bothrops jararaca
;2' -® Bothrops jararacussu
g 0.2- -+ Bothrops neuwiedi
] -+ Bothrops moojeni
_§ —— Bothrops cf. Jararaca
g 0.14
g
2
<]
a

0.0 T T

0 5 10 15

Tempo (min)

Figura 02: Evolugao da atividade coagulante de plasma das amostras dentr
um intervalo de tempo (15 min). A amostraBl@euwiedi apresentou uma curve
diferente em relagdo as demais, com sobreposicao de atividade anticoagula

O veneno de B. moojeni apresentou o maior pico de atividade
coagulante, seguida por B. jararaca e B. jararacussu respectivamente.

A curva apresentada pelas trés amostras foram similares, atingindo sua
taxa de crescimento mais alta nos primeiros seis minutos.

Bothrops jararaca apresentou certa estabilidade com variagdées minimas
a partir dos cinco minutos, enquanto B. jararacussu e B. moojeni continuaram a
apresentar um fator de crescimento, mesmo que minimo.

Bothrops cf. jararaca apresentou um perfil de atividade coagulante muito

baixa nos primeiros dois a trés minutos. Apds esse intervalo, pode-se observar
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um crescimento constante de atividade, decrescendo entre onze e treze
minutos.

Ja B. neuwiedi apresentou resultados totalmente diferente das outras
amostras, com valores inconstantes nos primeiros quatro minutos onde atingiu
seu ponto mais alto da curva. Do minuto cinco em diante, os valores
despencaram mostrando uma toxina com atividade anticoagulante muito

potente.

3.4.Estimativa da atividade hemorragica

Todas as amostras analisadas apresentaram atividade hemorragica,
porém sem diferencas significativas (Figuras 03 e 04). Pode-se observar que B.
cf. jararaca apresentou os maiores indices, estando acima das demais. B.
Jararacussu apresentou picos um pouco mais altos em relagdo aos demais,
com variagdo minima entre os valores encontrados para os alos interno e

externo.

Externo
@8 Interno

Alo hemorragico (cm?)
£
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Figura 03: Medida dos alos hemorragicos em &woihrops cf.
jararaca apresentou resultados que se destacam das dem:
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Figura 04: Fotografia dos alos hemorragicos das
amostras analisadas- B. jararaca; B- B. jararacussy;
C- B. cf. jararaca; D- B. moojeni; E- B. neuwiedi.

Bothrops moojeni, B. neuwiedi e B. jararaca respectivamente

apresentaram valores muito parecidos, com uma variagdo minima entre estes.

3.5.Estimativa da atividade edematogénica

A acado edematogénica do veneno no organismo, esta normalmente
associada a quantidade de veneno inoculada pela serpente. Com um
experimento controlado, pode-se observar melhor a diferenga entre as
espécies do género Bothrops.

Os maiores valores encontrados foram para B. jararacussu e B. neuwiedi
respectivamente. Bothrops cf. jararaca apresentou resultados levemente

superiores aos de B. jararaca e B. moojeni respectivamente (Figuras 05 e 06).
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Figura 05: Atividade edematogénica das amostras
analisadas. Todas as amostras apresentaram altos
valores.

Figura 06: Patas usadas para medir a agcdo edematogénica amostr
A- Controle (PBS)B- B. jararaca; C- B. jararacussu; D- B. neuwiedi;
E- B. moojeni; F- B. cf. jararaca.

Houve diferenga significativa entre as amostras de B. jararacussu para
B. jararaca, B. cf. jararaca e B. moojeni, além de B. jararaca e B. cf. jararaca
para B. moojeni.

Essa pequena variacdo entre as amostras, apesar de possuir valor
significativo para fins de comparagao, néo leva em conta a variagao inter e
intraespecifica existente na composicdo e nos efeitos dos venenos de

serpentes.
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3.6. Atividade Hemolitica Direta

ApOs passado o periodo de uma hora de incubagao, Bothrops moojeni
apresentou valores que extrapolaram em relacdo as demais, indicando a
ocorréncia de 100% de lise. Todas as outras amostras apresentaram valores
muito baixos, n&o caracterizando a agdo hemolitica direta (abaixo de 3%)
(Figura 07).

Jekk

1.4 ]
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Absorbancia (nm)

Figura 07: Atividade hemolitica direta. Destaque pi
a atividade apresentada pela amostrBalkr ops
moojeni.

3.7.Estimativa da atividade de fosfolipase A2

Todas apresentaram resultados significativos para a atividade
fosfolipasica, destacando além de B. jararacussu, as amostras de B. neuwiedi e

B. jararaca, respectivamente (Figura 08).
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Figura 08: Atividade fosfolipasic&othropsjararaca e
Bothrops moojeni apresentaram os maiores valores.

A atividade fosfolipasica apresentou diferenga significativa entre as

amostras de B. jararacussu e B. moojeni.
A atividade apresentada por B. jararaca, B. neuwiedi e B. cf. jararaca

podem ser consideradas similares devido a variagdo minima entre as amostras.

3.8. Atividade proteolitica sobre caseina

Todas as amostras apresentaram atividade proteolitica (Figura 09).
Bothrops moojeni apresentou os maiores valores. B. jararaca apresentou
diferencga significativa em relagdo a B. neuwiedi, enquanto B. cf. jararaca

apresentou diferenca significativa para a amostra de B. jararacussu.
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Figura 09: Atividade proteolitica sobre a casein
Bothrops jararacussu apresentou diferenca
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3.9. Atividade hemaglutinante

Dentre as cinco amostras avaliadas, apenas B. jararaca e B. neuwiedi
apresentaram atividade aglutinante sobre as hemacias (Figura 10). Sendo que
a diluicdo maxima para Bothrops jararaca foi de 0,63 ul e de Bothrops neuwiedi
foi de 0,313 pl.
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Figura 10: Atividade hemaglutinante. Apenas
B.jararaca e B. neuwiedi apresentaram resultad
positivo.
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3.10. Estimativa da atividade necrosante

Todas as amostras analisadas apresentaram resultados bem similares,
com degradacdo tecidual e celular intensa, derramamento de conteudo
intracelular, destruicdo das fibras musculares, e algumas amostras com
decomposicéao tecidual mais avancada (Figuras 11, 12 e 13).

As amostras de B. neuwiedi, B. jararacussu e B. cf. jararaca
apresentaram os resultados mais avangados em degradacao tecidual. Bothrops
jararaca e B. moojeni apresentaram uma atividade de degradacgao tecidual
menos intensa, porem com maior acumulo de células nas regides de tecido

muscular.
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Figura 11: Corte longitudinal. Regido periférica de tecido conjuntivo e epiteli
de pata, comparando a atividade necrosante das am@stfasntrole (PBS)B-
B. jararaca; C- B. jararacussu; D- B. neuwiedi; E- B. moojeni; F- B. cf.

100 um
—

Figura 12: Corte longitudinal. Regido de fibras musculares esqueléticas de |
comparando a atividade necrosante das amostr&ontrole (PBS)B- B.
jararaca; C- B. jararacussu; D- B. neuwiedi; E- B. moojeni; F- B. cf. jararaca.

100 pm
—

Figura 13: Corte transversal. Aimofada da pata, comparando a atividade nec
das amostrag\- Controle (PBS)B- B. jararaca; C- B. jararacussu; D- B.
neuwiedi; E- B. moojeni; F- B. cf. jararaca.



4. DISCUSSAO

Assim como observado em estudos anteriores, como os de Nahas et al.
(1979), Furtado et al. (1991), Ferreira et al. (1992), Sanchez et al. (1992), Saad
et al. (2012) e Barros et al. (2012), as principais toxinas presentes no veneno
de serpentes do género Bothrops nao sao distribuidas igualitariamente entre as
especies.

Bothrops jararaca apresentou um perfil proteico bem diferente em
relacdo aos encontrados nos trabalhos de Terra e Lema (2007) e Saad et al.
(2012), e muito diferente das outras amostras analisadas neste estudo, com
uma concentragéo de proteinas abaixo de 28KDa, na regido dois.

As outras amostras apresentaram perfis que se dividem em duas regides
maiores ( 2 = 21-29 KDa e 4 = 45-67 KDa). Os resultados para B. jararacussu e
B. neuwiedi sao semelhantes aos de Furtado et al. (1991).

Na regido 2, destacam-se as fosfolipases e as enzimas inibidoras das
serinoproteases da cascata de coagulacdo e proteoliticas (Bothrocetin,
Bothrojaracin e Bothrombin), com valores proximos a 28 KDA, além de
inibidores proteicos de trombina com valores de 27 KDA (Bothroalternin) (Terra
e Lema, 2007; Rocha e Furtado, 2005).

As proteinas hemorragicas (como Bothropasin e Alternagin) com 55KDa,
apresentam valores que se encaixam na regidao quatro (4), onde o perfil das
amostras estudadas, com excegéo da B. jca, também se destacaram.

O resultado mais relevante no entanto, foi a semelhanca encontrada
entre os perfis das amostras de Bothrops jararacussu e Bothrops cf. jararaca.
Tal semelhancga poderia ser relacionada com o grau de parentesco entre estas
espécies, ndo fosse tamanho grau de variagcdo existente na composigéo
proteica da pegonha de animais até da mesma espécie.

No que diz respeito a quantificacao de proteinas, apesar da significativa
diferenga entre os valores encontrados para B. moojeni e B. cf. jararaca, estes
nao refletem a diferenca entre as caracteristicas destas peconhas, uma vez
que a associacdo entre estas proteinas € que dao ao veneno suas
singularidades (Terra e Lema, 2007). Porém, se isoladas e quantificadas
individualmente, as proteinas podem revelar sua real relagédo quanto ao volume

e potencial toxico dentro de cada amostra.
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A atividade coagulante em plasma humano mostrou-se mais potente
para o veneno de B. moojeni, assim como observado por outros autores.
Contudo, nosso resultados mostram um baixa atividade coagulante para o
veneno de B. neuwiedi, apresentando uma agao, aparentemente inibidora de
serino proteases, apos passado os primeiros cinco minutos no experimento in
vitro. Foi observada também uma alta atividade para o veneno de B. jararaca,
resultados estes divergentes de outros autores (Furtado et al.,, 1991; Ferreira
et al., 1992; Sanchez et al., 1992).

A atividade edematogénica apresentou resultados significativos para
todas as amostras analisadas. Diferente dos resultados obtidos por Sanchez et
al. (1992) e Ferreira et al. (1992), as amostras de B. jararacussu e B. neuwiedi
apresentaram os maiores valores. Além de diferentes metodologias adotadas,
fatores como a dieta empregada e as variagbes ambientais podem influenciar a
atividade edematogénica (Saad et al., 2012).

Os altos valores para atividade edematogénica obtidos para todas as
amostras, ressalta a poténcia do veneno botropico em sua agao local, que
pode ser observada nos casos de acidente com esses animais, onde, quase
sempre, o acometido apresenta edema intenso (Amaral et al., 1991).

Alguns autores relatam que a atividade proteolitica esta diretamente
relacionada com as atividades coagulante e edematogénica, uma vez que as
serino proteases atuam principalmente em componentes da cascata de
coagulagao resultando em desequilibrio hemostatico, e como precursoras de
atividade inflamatéria (Serrano, 2013; De Souza et al., 2015).

Ja outros autores, analisando a variabilidade ontogénica dos seus
venenos, mostraram que as enzimas proteoliticas podem apresentar uma
correlagao inversa com alguns fatores pro-coagulantes (Furtado et al., 1991).

Com resultados similares aos encontrados na literatura, B. moojeni
apresentou um alto grau de atividade proteolitica, seguida por B. jararaca.
Houve diferenca significativa para os valores de B. jararaca /B. neuwiedi e B.
cf. jararaca / B. jararacussu.

Bothrops neuwiedi apresentou baixos valores tanto em nossos
resultados quanto dentro dos resultados na literatura (Furtado et al.,, 1991;
Ferreira et al., 1992; Sanchez et al., 1992; De Souza et al., 2015). Apesar
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disso, os valores obtidos ndo evidenciam nenhuma relagéo direta com a baixa
atividade coagulante apresentada pela amostra da Zona da Mata.

Igualmente, ndo houve evidencias de relacdo direta entre a atividade
proteolitica e a atividade edematogénica dentro dos resultados obtidos, como
apresentado por outros autores (Furtado et al., 1991; De Souza et al., 2015).
Tais resultados podem estar relacionados com as diferentes metodologias
utilizadas, ou mesmo com atividade de precursores enzimaticos especificos
que desencadeiam tais atividades, e que, podem ter sua concentragéo variada
por fatores diversos.

Fosfolipases A2 constituem a maior parte dos componentes toxicos das
peconhas botropicas (Schaloske & Dennis, 2006). A atividade fosfolipasica
sendo predominantemente alta em B. jararacussu, e baixa em B. moojeni,
foge um pouco dos resultados apresentados na literatura. De Souza et al.
(2015) e Ferreira et al. (1992), mesmo que com metodologias diferentes,
apresentaram resultados semelhantes, onde estas espécies mostraram baixa
atividade fosfolipasica.

As atividades edematogénicas e necrosantes, hora ligadas diretamente
a atividade fosfolipasica, corroboram os resultados apresentados para
fosfolipase A2, uma vez que apresentam padrbes que se assemelham aos
encontrados para esta atividade dentro dos resultados.

A estreita relagao entre a atividade fosfolipasica e a indugao de edema,
observada em outros estudos (Ferreira et al., 1992; De Souza et al., 2015)
também foi observada em nossos resultados, estando relacionada com a
atividade catalisadora de hidrolise de glicerofosfolipidos e promovendo a
liberacao de lisofosfolipideos e acido araquiddénico, precursores de moléculas
envolvidas no processo inflamatério em tecidos e edema (Carvalho et al.,
2013). Do mesmo modo, a fosfolipase A2 pode estar atuando no aumento da
reacao inflamatdria no local da inoculagdo do veneno e facilitando a necrose
induzida pelo mesmo (Ferreira et al., 1992).

A baixa atividade fosfolipasica observada em Bothrops moojeni refuta os
resultados encontrados em estudos anteriores, onde esta apresentou os

maiores valores (Ferreira et al., 1992; De Souza et al., 2015).
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A atividade hemolitica esta presente no veneno de todos os crotalineos
sulamericanos. Dentre estes, esta atividade é mais elevada no género
Crotalus, porém também muito presente nos géneros Bothrops e Lachesis
(Farsky et al., 2000).

A auséncia de atividade hemolitica direta ja havia sido relatada para
outros grupos de serpentes do género Bothrops. A maioria das espécies do
género apresenta atividade hemolitica indireta (Farsky et al., 2000; Gutierrez et
al., 1984; Saldarriaga et al., 2003; Soares et al., 2004). Em nosso estudo néo
foi diferente, com excecao da espécie B. moojeni, que apresentou altos valores
para atividade hemolitica direta.

A atividade hemolitica, esta fortemente ligada a danos sistémicos em
orgaos vitais como os rins por exemplo, podendo causar hematuria e
posteriomente IRA (insuficiéncia renal aguda) e faléncia renal (Boer-Lima et al.,
1999).

Apesar de apenas duas amostras (B. jararaca e B. neuwiedi) do
experimento apresentarem atividade hemaglutinante, estudos com lectinas
isoladas dos venenos de serpentes do género Bothrops tem mostrado o
pontencial hemaglutinante destas proteinas em outras espécies, incluindo as
que apresentaram resultado negativo no presente experimento (Kassab, 2001;
Ozeki, 1994; Carvalho, 1998; Panunto, 2006).

Simone et al., 2006, mostraram que rendimento de lectina por mg de
veneno bruto variou consideravelmente entre as diferentes amostras de veneno
de espécies (B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni) analisadas,
sendo diretamente proporcional ao valor de proteinas totais encontradas nas
amostras. Tal resultado ndo condiz com os encontrados neste trabalho, onde
B. moojeni, por exemplo, apresenta a maior quantidade de proteinas e
nenhuma atividade hemaglutinante.

Por outro lado, as lectinas podem apresentar afinidades bem especificas
aos sitios de ligagdo. Como por exemplo as lectinas BJucul (B. jararacussu) e
BMooL (B. moojeni) que apresentam maior afinidade para eritrécitos do tipo A
humano, em comparagao com os tipos B e O (Carvalho et al., 1998; Kassab et
al.,, 2001). E a lectina Botrocetina (B. jararaca), que possui afinidade para

inducdo de agregacao plaquetaria (Ozeki et al., 1994). Todas estas variaveis
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possivelmente influenciaram nos resultados obtidos no presente estudo, com
excecgao de B. cf. jararaca.

A atividade necrosante € uma caracteristica muito bem observada e
relatada nas peconhas de viboras sulamericanas. As serpentes do género
Bothrops apresentam tal atividade associada com a atividade edematogénica,
como o0s principais tragos sintomatoloégicos em acidentes. Sua acéo
desencadeia morte celular resultando em lise celular precoce, liberagéao de
conteudo intracelular nos tecidos circundantes, inflamacéo e edema (Ande et
al.,, 2006).

Ferreira et al., 1992, observaram a existéncia de uma correlagao direta
entre as atividades fosfolipasicas e coagulantes com a atividade necrosante. A
libertacdo de mediadores pro-inflamatoérios responsaveis pela infiltragdo e
ativagdo das células fagociticas, auxiliando no aumento da reagéo inflamatéria
e da necrose induzida, € cauda pela atividade de fosfolipases (Pruzanski e
vadas, 1991). Devido aos diferentes protocolos adotados, nossos resultados
nao podem refletir uma relagao positiva ou negativa para estas atividades.

O que se pode observar € o alto potencial de atividade necrosante ja
esperado para as amostras de venenos do género Bothrops. Todas as
amostras, apesar de algumas variagdes, apresentaram alto potencial
necrosante como esperado. Assim como na literatura, B. neuwiedi apresentou
maior atividade necrosante e B. jararaca menor intensidade desta atividade
(Sanchez et al., 1992; Ferreira et al., 1992).

O fato de B. cf. jararaca novamente apresentar resultados relevantes
para atividades locais do veneno, ressalta a importancia de um estudo ainda
mais a fundo com a peconha deste animal ainda pouco estudado.

A atividade hemorragica apresentou resultados semelhantes aos
encontrados por Ferreira et al. (1992), com exceg¢dao da amostra de B. cf.
Jararaca, uma vez que essa é utilizada para este estudo pela primeira vez.

E interessante observar que a atividade hemorragica foi mais potente na
amostra de B. cf. jararaca. Isso ressalta a importancia deste tipo de estudo,
principalmente para aquelas espécies que venham a gerar alguma duvida
taxonbémica, pois essas, assim como o exemplo de nosso experimento, podem

apresentar singularidades na composi¢cao de sua pegonha.
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Vale ressaltar que a agdo hemorragica, assim como a hemolitica, do
veneno das serpentes viperideas, € peca chave para complicacdes sistémicas
em orgaos vitais como os rins por exemplo (Franga & Fan, 1992). Ela age
sobre as proteinas da matriz extracelular presente na membrana basal,
associada a sua agao sobre células endoteliais causando a lise celular (Hati et
al., 1999; Gutiérrez e Rucavado, 2000; Oliveira-Junior et al., 2012).
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5. CONCLUSAO

Os resultados apontaram variagdes na composi¢cao dos venenos, tanto
dentro do género Bothrops, quanto entre os resultados obtidos na literatura
para as mesmas espécies. Com excegao do veneno da espécie B. cf. jararaca,
que apresentou resultados que apontam um grande potencial para agao local
no organismo. Apesar de apresentar um perfil proteico similar a B. jararacussu,
esta possui um perfil toxicoldgico singular, e ainda pouco estudado.

No geral, estes corroboram outros achados da literatura, sugerindo que
a composicao do veneno vem a ser dependente de cada animal, podendo ser
influenciado por diversos fatores bidticos e abidticos.

Essa variabilidade apresentada aponta a necessidade de uma maior
amostragem a nivel regional, uma vez que venenos de localidades diferentes,
mesmo tradando-se da mesma espécie, podem vir a apresentar
sintomatologias  clinicas de diferentes intensidades, necessitando
procedimentos clinicos diferentes. Consequentemente, novos estudos sobre a
avaliacao da eficacia do antiveneno para acidentes ofidicos em diferentes

localidades se faz necessario.
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5. CONCLUSAO GERAL

Apesar de apenas trés das cinco espécies registradas para a Zona da
Mata Mineira serem consideradas como espécies regionais (B. jararaca, B.
Jararacussu e B. neuwiedi), o numero de animais do género Bothrops
registrados durante os quinze anos de estudo (2001-2015) foi muito alto. Isso
ressalta o quao bem adaptados estdo estes animais ao clima da regido. As
variagdes de temperatura e precipitagdo ndao mostraram grandes impactos no
numero de animais registrados nas colegdes.

Com microclima bastante diversificado em toda a regido da Zona da
Mata Mineira, os fatores abidticos e as populagdes de serpentes Bothrops
compdéem um complexo ecossistema regional, através de suas constantes
interacoes. A melhor compreenséo destas interacbes necessita de pesquisas
deste tipo dentro dos regimes climaticos atuais, levando em conta que os
fatores abidticos e o ambiente tendem a se moldar constantemente.

O ofidismo com serpentes do género Bothrops mostrou relacédo direta
com a antropizag¢ao de areas naturais, que atua no crescimento do numero de
acidentes ofidicos na regido. Esse numero também se mostrou maior nas
regides mais ao norte da Zona da Mata Mineira, onde a monocultura cafeeira é
predominante e também tem sua influéncia nos altos niumeros de acidentes
registrados na regiéo.

O conhecimento da capacidade de intoxicacdo dos venenos das
serpentes tem importancia direta para o tratamento dos acidentes ofidicos. A
variabilidade do potencial toxicolégico encontrado nas diferentes amostras da
Zona da Mata Mineira analisadas aponta para a necessidade de uma maior
amostragem a nivel regional em outras localidades. Serpentes de localidades
diferentes, mesmo tradando-se da mesma espécie, podem vir a causar
acidentes com sintomatologias clinicas de diferentes intensidades,
necessitando procedimentos clinicos especificos.

Em um aspecto mais amplo, observa-se que os fatores abidticos
influenciam as populagdes de serpentes do género Bothrops de diferentes
maneiras, seja em caracteristicas comportamentais relacionados a sua
distribuicdo, ou até mesmo na composigado das toxinas, interagindo através do

metabolismo destes animais.
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