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Toxinas animais: Serpentes da familia
Colubridae e seus venenos

Animal toxins: Snakes of the Colubridae family and their venoms

Priscila L. Hess!, Carla C. Squaiella-Baptistao!

Resumo

Toxinas animais tém se tornado, ha alguns anos, um alvo frequente de pesquisas cientificas, no entanto, em relagao a
venenos de serpentes, a grande maioria dos estudos concentra-se nas serpentes peconhentas das familias Viperidae e
Elapidae. Em contraste, muito pouco se sabe sobre os venenos produzidos por espécies opistdglifas pertencentes a familia
Colubridae e que podem causar acidentes significativos em humanos. Com base em levantamentos epidemioldgicos e
estudos da composicao desses venenos, 0s mesmos tém se mostrado misturas contendo compostos de interesse, com me-
canismos de acdo semelhantes aqueles dos venenos das serpentes peconhentas, mas menor complexidade protedmica.
Diante disso, os venenos de colubrideos opistdglifos sao possiveis fontes de novos compostos biologicamente ativos, o que
fornece perspectivas no campo de pesquisa de moléculas com acao sobre sistema imune ou diversos processos fisioldgicos.

Palavras-chave: Colubrideos. Philodryas. Serpentes ndo peconhentas.

Abstract

In recent years, animal toxins have been making a frequent target of scientific research, however, in relation to snake ven-
oms, the vast majority of studies focuses on venomous snakes from the Elapidae and Viperidae families. In contrast, very
little is known about the venoms produced by opisthoglyphous species belonging to the Colubridae family, which can cause
significant accidents in humans. Based on epidemiological surveys and studies of the composition of these venoms, these
mixtures have proved to contain interesting compounds, with mechanisms of action similar to those of venoms from venom-
ous snakes, but less proteomics complexity. Therefore, the venoms of opisthoglyphous colubrids are possible sources of new
biologically active compounds, which provide insight into the search field of molecules that act on the immune system or
several physiological processes.
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Toxinas animais como alvos de pesquisas tém ga-
nhado uma posi¢cdo de destaque na producgao cienti-
fica brasileira, e estudos com venenos de serpentes,
dentre outros, tém possibilitado a elucidacdo de di-
versos processos bioquimicos e fisiolégicos mani-
festados durante o envenenamento, bem como con-
tribuido sobremaneira na modelagem molecular de
novos principios ativos de drogas para os mais varia-
dos fins (Gutiérrez, 2002; Ménez, 1998). Atualmente
had um grande ntimero de toxinas purificadas e carac-
terizadas a partir de venenos de serpentes, sobretu-
do de diversas espécies do género Bothrops (Wagler,
1824) sensu lato (Theakston & Kamiguti, 2002).

Os acidentes ofidicos constituem um dos grandes
problemas de saide na América Latina (Warrell, 2004),
principalmente no Brasil (Aradjo, Santaldcia & Cabral,
2003), sendo atualmente classificados como doen-
ca negligenciada pela Organiza¢do Mundial da Satude
(World Health Organization, 2007). Ocorrem cerca
de 25 mil casos de acidentes ofidicos ao ano, sendo a
maioria deles registrados como causados por serpen-
tes da familia Viperidae (Oppel, 1811) (SINAN, 2012).

Dentre as familias de serpentes, a antiga fami-
lia Colubridae (Oppel, 1811), que atualmente teve
a maioria de suas subfamilias elevadas a posicdo
de novas familias (Zaher, Grazziotin, Cadle, Murphy,
Moura-Leite & Bonatto, 2009), é considerada a mais
diversificada, pois compreende cerca de 65% das es-
pécies de serpentes conhecidas (Franco, 2009; Zaher,
et al. 2009). Abrange espécies aglifas e opistoglifas,
sendo estas ultimas capazes de ocasionar acidentes
com humanos, uma vez que possuem glandulas de
Duvernoy, responsaveis pela producdo de secre¢io
téxica ou veneno; no entanto, sdo convencionalmente
consideradas ndo pegonhentas.

Em contraste com a vasta literatura existente sobre
os venenos de serpentes proteroglifas e solenéglifas,
observa-se pouca investigacdo quanto aos venenos de
serpentes opistoglifas. Assim, a composicdo dos vene-
nos de colubrideos é pouco conhecida (Minton, 1985,
1990). Fatores como a pouca quantidade de veneno
produzida pela grande maioria das espécies e a inefi-
cacia dos métodos de extracdo representam algumas
das dificuldades de pesquisa nessa area.

Vérias enzimas tém sido detectadas em vene-
nos de colubrideos, as quais tém diversos mecanis-
mos de acdo e representando um papel biol6gico
fundamental, uma vez que possivelmente atuam
como secrecdes de digestdo, contribuindo para a
lubrificacdo e, também, para apreensao e morte de

suas presas (Hill & Mackessy, 2000; Weinstein &
Kardong, 1994).

Os primeiros estudos com venenos dessas ser-
pentes datam de 1769. Relatos de envenenamentos
humanos graves por serpentes consideradas ndo pe-
conhentas tém sido descritos principalmente para as
serpentes colubrideas africanas e asiaticas dos géne-
ros Dispholidus Duvernoy, 1832, Thelotornis Laurenti,
1768, Psammophylax Fitzinger, 1843 e Rhabdophis
Fitzinger, 1843 (Datta & Tu, 1993; Minton, 1990).

Dispholidus typus (A. Smith, 1829) e Thelotornis
kirtlandii (Hallowell, 1844) causaram a morte dos her-
petélogos Karl Patterson Schmidt e Robert Mertens,
respectivamente. Seus quadros clinicos mostram
principalmente hemorragia, desfibrinacdo, edema e
insuficiéncia renal (Minton, 1990; Datta & Tu, 1993;
Kuch & Mebs, 2002). [gualmente, acidentes graves fo-
ram relatados com Rhabdophis subminiatus (Schlegel,
1837), cujos sintomas foram a completa desfibri-
nacdo e o sangramento prolongado (Mather, Mayne
& McMonagle, 1978). Sintomas semelhantes foram
causados por Rhabdophis tigrinus (F. Boie, 1826), in-
cluindo hemorragia superficial, sérios disturbios na
coagulacdo, hemolise e altera¢des do sistema nervoso
central e autbnomo (Mittleman & Goris, 1974).

No Brasil, ha registros de envenenamentos ocorri-
dos também por Erythrolamprus aesculapii (Linnaeus,
1766) (Martins, 1946), Elapomorphus bilineatus
Duméril, Bibron e Duméril, 1854 [= Phalotris lem-
niscatus (Dum., Bibr. e Dum., 1854)] (Lema, 1978) e
Boiruna maculata (Boulenger, 1896) (Santos-Costa,
Outeiral, D’Agostini & Cappeliari, 2000), dentre outros
(Prado- Franceschi & Hyslop, 2002).

Os levantamentos mais recentes demonstraram
que os acidentes ofidicos causados por serpentes
colubrideas envolvem principalmente os géneros
Helicops Wagler, 1830, Oxyrhopus Wagler, 1830,
Thamnodynastes Wagler, 1830 e Philodryas Wagler,
1830 (Puorto & Franga, 2009), este tltimo com diver-
sas espécies envolvidas: P. aestiva (Duméril, Bibron
e Duméril, 1854) (Puorto & Franga, 2009), P. baroni
Berg, 1895 (Kuch & Jesberger, 1993), P patagonien-
sis (Girard, 1858) (Araujo & Santos, 1997) e P, olfersii
(Lichtenstein, 1823) (Araujo & Santos, 1997).

Os envenenamentos causados por serpentes do gé-
nero Philodryas caracterizam-se por acdo local intensa
com dor, edema, hemorragia, sangramento passageiro
e leve aumento de temperatura no local da mordida,
linfoadenopatia regional, eritema e equimose com co-
agulacdo normal (Ribeiro, Puorto & Jorge, 1999).
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O Hospital Vital Brazil (HVB), localizado no Ins-
tituto Butantan, possui uma colecdo de serpentes,
cujos exemplares tombados sdo serpentes trazidas pe-
los acidentados tratados no hospital. Albolea, Salomao
e Almeida-Santos (2000), compilando os registros
dessa colegdo, catalogaram 1.584 acidentes causa-
dos por serpentes ndo peconhentas, sendo a familia
Colubridae responsavel por 98,2% deles. Salomao,
Albolea e Almeida-Santos (2003) apresentam infor-
macoes dos registros anuais do HVB e da Cole¢ao, no
periodo de 1959 a 1999, e relatam que a frequéncia
dos acidentes por serpentes ndo peconhentas varia de
23,5 a 40,5%. Levantamentos realizados em diversas
outras partes do pais por Silveira e Nishioka (1992)
e Carvalho e Nogueira (1998) indicam que as notifi-
cacdes tém sido subdimensionadas, e os dados epide-
miolégicos publicados provavelmente nao refletem a
situacdo real do nimero desses acidentes.

Embora a maioria dos registros nao declare sérias
consequéncias nos acidentes causados por serpentes
opistdglifas, varios relatos ressaltam a importancia
de suas toxinas. Os principais componentes desses
venenos sio polipeptideos, que podem apresentar
atividade enzimatica ou nao. As toxinas enzimaticas
podem ser hidrolases como as proteinases, fosfo-
diesterases e fosfolipases, que auxiliam a digestdo do
alimento das serpentes. As proteinases podem atuar
em substratos inespecificos ou altamente especiali-
zados, tais como as serinoproteinases e metalopro-
teinases. Proteinases inespecificas estdo amplamen-
te distribuidas entre os venenos de colubrideos (Hill
& Mackessy, 2000; Mackessy, 2002). Os polipepti-
deos ndo enzimaticos encontrados nos venenos de
serpentes incluem cardiotoxinas, neurotoxinas, mio-
toxinas, inibidores de proteinases e acetilcolinestera-
ses, apresentando diversas funcdes farmacologicas
(Dufton & Hider, 1991).

No Brasil, 120 anos depois dos primeiros estudos
com os venenos de colubrideos no mundo, Martins
(1946) foi o pioneiro, estudando em sua tese de dou-
toramento, os venenos de Philodryas schotii (= P.
patagoniensis) e E. aesculapii. Abordando as ca-
racteristicas sistematicas, a anatomia do aparelho
inoculador de veneno, o estudo histologico da glan-
dula, estudo do veneno, casos clinicos e tratamen-
to, esse autor concluiu que sao fortemente proteo-
liticos, pouco hemoliticos e sem agdo coagulante,
além de causadores de intensa acdo local com ede-
ma e hemorragia. Relata, ainda, acidentes ocorri-
dos com Vital Brazil, dois funcionarios e o autor.

Todos sentiram dores locais, desenvolvendo em se-
guida intenso edema, recuperando-se em alguns dias.
Quanto a forma de tratamento experimental, foram
utilizados neutralizantes quimicos, como permanga-
nato de potassio, acido acético e soro antiofidico -
todos se mostraram ineficientes.

Brazil e Vellard (1926) testaram extratos glandu-
lares de diversas espécies de colubrideos, avaliados
quanto a toxicidade, quanto as acdes hemolitica, pro-
teolitica e sobre a coagulacao sanguinea; também fo-
ram avaliadas algumas propriedades antigénicas.

Ap6s uma lacuna de 65 anos, Laporta-Ferreira e
Salomdo (1991) demonstraram que a secre¢do da
glandula de Duvernoy de Sibynomorphus neuwiedi
(Ihering, 1911) é toxica tanto para gastrépodes como
para camundongos, e também relataram a possivel
existéncia de alguma(s) toxina(s) de agdo neurotdxica.

Assakura, Salomao, Puorto e Mandelbaum (1992)
determinaram, para o veneno de P, olfersii, as ativi-
dades hemorragica, edematogénica e fibrinogenolitica,
sendo este desprovido de enzimas do tipo-trombi-
na, procoagulantes, fosfolipase A, e de agregacdo
plaquetdria. Posteriormente, Assakura, Reichl e
Mandelbaum (1994) isolaram cinco diferentes pro-
teinases fibrin(ogen)oliticas desse mesmo veneno,
sendo elas: PofibC1, C2,C3,HeS.

Prado-Franceschi, Hyslop, Cogo, Andrade, Assakura,
Cruz-Hofling, et al. (1996), estudando os efeitos “in
vivo” do veneno de P olfersii, demonstraram sua
acdo miotoxica, com aumento dos niveis séricos de
Creatino Quinase (CK) e lise das células musculares
em camundongos. Além disso, foram observados pa-
ralisia e bloqueio irreversivel em preparacdes da jun-
¢do neuromuscular de pintainhos. Também isolaram
parcialmente a fracao responsavel pelos efeitos sobre
a transmissdo neuromuscular “in vitro”. Mais tarde,
Prado-Franceschi, et al. (1998) isolaram e caracteri-
zaram uma fracdo miotdéxica com peso molecular de
20 kDa, sem acao fosfolipasica.

A partir de 2003, um grupo argentino tem estuda-
do os venenos de P, olfersii e P patagoniensis, prove-
nientes da Argentina, demonstrando caracteristicas
inflamatérias desses venenos, bem como indugao de
edema, hemorragia e a ausente atividade coagulante
(Acosta, Leiva, Peichoto, Marufak, Teibler & Rey, 2003;
Peichoto, Acosta, Leiva, Teibler, Marufiak & Ruiz, 2004;
Peichoto, Leiva, Moya, Rey & Acosta, 2005).

Alguns estudos de protedmica e transcriptémica
tém demonstrado interessantes aspectos da com-
plexidade destes venenos (Ching, Rocha, Paes-Leme,
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Pimenta, Furtado, Serrano, et al. 2006; Rocha, Paixao-
Cavalcante, Tambourgi & Furtado, 2006; Rocha &
Furtado, 2007).

Mais recentemente, Rocha (2005), em sua tese de
doutoramento, estabeleceu uma comparagdo entre
os venenos de P, olfersii, P. patagoniensis e Bothrops
jararaca (Wied, 1924), demonstrando que os mes-
mos sao semelhantes ao veneno botrépico em alguns
aspectos, sendo até mais ativos ou mais rapidos em
determinadas acoes.

Dos estudos de Rocha (2005) e Rocha e Furtado
(2007), surgiu o nosso interesse em investigar os me-
canismos de acdo local do veneno de P. patagoniensis,
e, em 2008, demonstramos que esse veneno é capaz
de induzir edema, dor (nocicep¢do), recrutamento de
células inflamatérias polimorfo e mononucleares para
o local da inoculagao, com perfil cinético de inflamacao
aguda, além de degranulacdo de mastdécitos, liberacdo
de histamina e alteracdo das interacoes leucécito-en-
dotélio, como rolling, adesdo e transmigracdo celular.
Ainda neste estudo, por meio da modulagdo farmaco-
l6gica pela interveng¢do com diversos farmacos em vias
de dor e edema, demonstramos que esse veneno induz
dor pela via dos mediadores lipidicos derivados do aci-
do araquidonico, a via das ciclooxigenases, o que nos
indica que um paciente envenenado por P. patagonien-
sis poderia ser tratado com o uso de anti-inflamatérios
da classe ndo esteroidal, e a dor severa, com analgé-
sicos opioides. Da mesma forma, tal veneno provoca
edema dependente de metaloproteinases, pela via dos
metabolitos do acido araquidonico, podendo também
o edema ser tratado pelo uso de anti-inflamatorios es-
teroidais e ndo esteroidais (Hess, 2008).

Este estudo trouxe também contribui¢des no que
diz respeito a necrose de musculo esquelético provo-
cada pelo veneno de P. patagoniensis, pois demons-
tramos que a mionecrose é dependente de metalo e
serinoproteinases e que, nas primeiras horas, a de-
gradacdo de proteinas miofibrilares é quase imper-
ceptivel. No entanto, seis e 24 horas apds a inocu-
lacdo, ocorre degradagdo mais extensa de proteinas
musculares nio coldgenas, ocasionando mionecrose
dos tipos coagulativa, miolitica e mista (Hess, 2008).

Buscando contribuir também no aspecto epidemio-
l6gico dos acidentes por serpentes consideradas nao
peconhentas, analisamos os casos de acidentados por
P, patagoniensis de 1959 a 2008, fazendo o cruzamento
dos dados de prontudrios de pacientes e das serpentes
mantidas na colecdo do HVB, a fim de estabelecer uma
correlagao entre a biologia do animal e os acidentes.

Observamos que, dos 297 casos analisados, 61% foram
causados por fémeas, e 89% das serpentes ndo tinham
qualquer conteido estomacal, ou seja, ndo tinham se
alimentado recentemente. A maioria dos acidentes
ocorreu durante a primavera e o verao, nos periodos
mais quentes do dia (Medeiros, Hess, Nicoleti, Sueiro,
Duarte, Almeida-Santos, et al. 2010).

Das vitimas, foi possivel observar que tinham en-
tre 15 e 24 anos, e 69% eram homens. Noventa e dois
por cento dos pacientes procuraram socorro médico
até seis horas ap6s a mordida, e as manifestagdes cli-
nicas mais frequentes foram dor, sangramento transi-
torio, eritema e edema. Menos de 3% relataram sin-
tomas sistémicos, apenas 13% receberam tratamento
sintomatico, como analgésicos, e 2,4% dos pacientes
receberam erroneamente o soro antibotrépico antes
de serem admitidos no HVB, apesar do uso do soro an-
tibotrdpico nesses casos ser altamente ndo recomen-
dado (21), pois é inaceitavel expor os pacientes aos
riscos de reagdes adversas, e a maioria dos acidentes
é leve e ndo demonstra manifestacées sistémicas rele-
vantes (Hess, 2008; Medeiros, et al. 2010).

Aplicabilidade no desenvolvimento
académico, social e econémico

Dentro desse contexto, esses estudos da biologia
e das caracteristicas dos acidentes ocasionados por
serpentes consideradas nao pegconhentas podem for-
necer informacdes aos profissionais da saude para o
estabelecimento de novas estratégias terapéuticas,
bem como permitir a melhor diferenciacdo em relagao
aos acidentes botropicos, com os quais sao frequen-
temente confundidos, como citado anteriormente.
Dessa forma, pode-se evitar ndo somente a exposicao
de pacientes a riscos, mas também o dispéndio des-
necessario de recursos governamentais direcionados
especificamente a produgdo dos antivenenos para o
tratamento de acidentes com serpentes peconhentas.

Apesar de ainda escassos, os estudos sobre os ve-
nenos de colubrideos também tém contribuido de
maneira fundamental para o avan¢o do conhecimento
na area de venenos animais, especialmente serpen-
tes. Isso porque, embora essa familia ndo represente
grande relevancia em termos de acidentes envolvendo
seres humanos, engloba cerca de 65% das espécies de
serpentes conhecidas (Franco, 2009), o que torna seu
estudo extremamente relevante para o entendimento
da biologia, diversidade e evolucdo desses animais.
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Perspectivas futuras

A pouca importancia dada aos acidentes envol-
vendo serpentes da familia Colubridae levou a uma
defasagem no estudo do veneno desses animais em
relacdo as duas principais familias de importancia
médica, Viperidae e Elapidae (F. Boie, 1827). Nessas
ultimas, a composicdo do veneno de diversas espé-
cies tem sido amplamente estudada, levando a puri-
ficacdo e caracterizagdo de inimeros componentes
envolvidos no envenenamento, além de muitos com
potencial farmacolégico. Vale lembrar o exemplo
classico do anti-hipertensivo captopril, que foi de-
senvolvido a partir do isolamento de um fator poten-
ciador de bradicinina (BPF) presente no veneno de
B. jararaca (Ferreira, 1965).

Assim como os venenos de serpentes das fami-
lias Viperidae e Elapidae, os venenos de colubrideos
também sdao uma rica fonte de novos compostos, o
que constitui um vasto campo para a pesquisa e iso-
lamento de substdncias com potencial farmacolégico
ou outras aplicacdes em diversas dreas da medicina.
Nos ultimos anos, alguns grupos tém se empenhado
em estudar a atividade desses venenos, principal-
mente de P. olfersii e P. patagoniensis. Apesar disso,
poucos compostos tém sido isolados e caracteriza-
dos, e os estudos nessa area tém se voltado principal-
mente para as toxinas presentes nos venenos.

Nos componentes toxicos presentes em venenos
de serpentes do género Philodryas, algumas enzimas
tém sido isoladas e caracterizadas, permitindo sua
correlacdo com as manifestagdes clinicas observadas
em pacientes. Nesse sentido, ja foi demonstrado que
a hemorragia resulta da atividade de metaloproteases,
que degradam proteinas da membrana basal da pa-
rede dos vasos, levando a perda da integridade dos
capilares (Acosta, et al. 2003).

Dentre as metaloproteases presentes no vene-
no de P. patagoniensis, foi possivel purificar uma
a-fibrinogenase denominada patagonfibrase, com
atividades fibrinogenolitica, caseinolitica e hemor-
ragica (Peichoto, Teibler, Mackessy, Leiva, Acosta,
Gongalves, Tanaka-Azevedo, et al. 2007). Uma protei-
na secretdria rica em cisteina (CRiSP), denominada
patagonina, também ja foi purificada a partir do ve-
neno dessa mesma espécie, demonstrando-se sua ati-
vidade miotdxica sobre o musculo gastrocnémio de
camundongos (Peichoto, Mackessy, Teibler, Tavares,
Burckhardt, Breno, et al. 2009).

Dentre os compostos isolados dos venenos de colu-
brideos, alguns despertam maior interesse, em razao
de suas possiveis propriedades farmacoldgicas, como
a que foi descrita para o veneno de Trimorphodon bis-
cutatus lambda (Gehlbach, 1971), uma serpente da fa-
milia Colubridae encontrada nas Américas do Norte e
Central. Tanto o veneno dessa espécie quanto uma fos-
folipase A2 isolada, denominada trimorfina, foram ca-
pazes de inibir o crescimento in vitro de promastigotas
de Leishmania major (Yakimoff and Shokhor, 1914),
sugerindo novas perspectivas para a descoberta de
drogas para o tratamento da leishmaniose (Peichoto,
Tavares, DeKrey & Mackessy, 2011).

Alguns efeitos sobre células do sistema imune
também ja foram descritos para compostos isolados
do veneno de colubrideos, como a prépria patagonfi-
brase, que exerce importante efeito pro-inflamatério
local, promovendo o recrutamento de leucécitos apos
sua inoculacdo no musculo gastrocnémio ou na pata
de camundongos (Peichoto, et al. 2007; Peichoto,
Zychar, Tavares, Gongalves, Acosta & Santoro, 2011),
além de efeito sistémico, induzindo infiltrado misto
polimorfo e mononuclear nos pulmdes de camun-
dongos inoculados pela via intramuscular (Peichoto,
et al. 2007). Tais efeitos sobre o sistema imunoldgico
também despertam grande interesse, pois substan-
cias imunomoduladoras podem ser utilizadas tanto
para suprimir quanto para estimular o sistema imune,
em diferentes situacoes clinicas. Assim, a descoberta
de novos compostos com essas propriedades tam-
bém abre perspectivas para o desenvolvimento de
novas drogas imunossupressoras ou imunoestimu-
lantes, o que constitui um campo ainda pouco explo-
rado para os venenos de colubrideos.

Portanto, é evidente a enorme importancia de se
estudar os venenos dessas serpentes pouco explora-
das, ndo apenas para o melhor entendimento dos aci-
dentes envolvendo essas espécies, mas principalmente
pelo potencial de descoberta de novos compostos com
propriedades farmacolégicas ou imunomoduladoras.
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