)

222223 3 331 )

)

)

339393239

Y

)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIiMICA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA DA PECONHA

 DE SERPENTES Bothrops affernatus (urutu-cruzeiro) E FRACOES.

POLIANA ALMEIDA MIRANDA

o Monografia = apresentada a
Coordenacdo do Curso de Ciéncias
Biologicas, da Universidade Federal de
Uberlandia, para obtenc¢édo do grau de

Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Uberlandia - MG
Abril - 2002



)

) 9999

) 9 9 3

)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA DA PECONHA
DE SERPENTES Bothrops alternatus (urutu-cruzeiro) E FRACOES.

POLIANA ALMEIDA MIRANDA

Prof. * Dr. * Maria Inés Homsi Brandeburgo.

Monografia apresentada a
Coordenacdo do Curso de Ciéncias
Biologicas, da Universidade Federal de
Uberlandia, para obtencdo do grau de

Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Uberlandia - MG
Abril - 2002



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA DA PECONHA
DE SERPENTES Bothrops alternatus (urutu-cruzeiro) E FRACOES.

POLIANA ALMEIDA MIRANDA

Aprovada pela Banca Examinadora emi% /04/0z nota  A0D ©

»u«,( "j‘/f\[‘u» f}l\n\

Prof Dr. * Maria Inés Hom51 Brandeburgo

Prof. ? Dr. * Amélia Hamaguchi.

Prof."Dr.?Veridiana de Melo Rodrigues Avila.

Uberlandia, de de




Dedico este trabalho aos meus
pais Maria Ruth e Adilson, pelo
amor, dedicacdo, carinho e
educacdo pessoal, pelo incentivo a
minha formagdo, académica e
profissional. O meu carinho e
admiracdo. Eu Amo Vocés.



11

Agradecimentos

A Deus pela grande forca que sempre me di nos momentos de tristeza e alegria,
pelas vezes que pensei em desistir e de alguma maneira me mostrava que esta nao

seria a melhor forma.

Aos meus irmdos Fabiana, Cristiano, Tatiana, Luciano e Rafael, que sempre

estiveram do meu lado em todos os momentos.

A minka orientadora professora Dr* Maria Inés Homsi Brandeburgo pela

orientagdo sempre eficiente, pela atencdo e interesse na realizagdo deste trabalho.

A professora Dr* Amélia Hamaguchi pela contribuicdo e disponibilidade em

querer ajudar e ensinar a todos.

A professora Or* Veridiana pela ajuda e opinides, para o andamento do

respectivo traballio. Minfia grande admiragdo e meu muito obrigado.

A Pentapharm do Brasil pelo fomecimento de animais para a realizagdo deste

trabalho.



1l

4 46° turma de Ciéncias Bioldgicas, pelos colegas e amigos que passaram em

minha vida.

4 todos os meus amigos do Laboratério de Quimica de Proteinas e Produtos
Naturais: Fran, Taty, Helen, Mirian, Luis Henrique, Carla, Jima, Cynthia,
Leonardo, Rone, Fabio Oliveira, Fabio Morom, Rodrigo, Nenzinha, Tianinha,
Cleuber, Elisangela, Marlene e C1is.

Aos meus amigos Luiz Fernando, Luiz Carlos, Gilvan e William que sempre

estavam prontos a me ajudar na hora em que eu precisava.
A minfia amiga Renata pelos momentos de alegria, dificuldades e farras.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste trabalho.



SUMARIO

1 — Introducio 1
2 — Objetivo 7
3 — Material 8
3.1 — Obtengdo da pegonha 8
3.2 - Materiais para cromatografia, eletroforese, dosagem protéica e atividade hemorragica. 8
3.3 - Atividade Hemorragica 9
4 — Métodos 10
4.1 — Fracionamentos da pegonha bruta de Bothrops alternatus 10
4.1.1 - Em gel de DEAE — Sephacel 10

4.2 — Filtragdo da Fragio A4 em gel de Sephadex G-75 11
4.3 — Determinagio da Quantidade Protéica 11
4.4 — Atividade Hemorragica 11
4.5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida e determinagdo do peso molecular 12
5 — Resultados 14
5 1 — Primeiro Fracionamento da peconha bruta de Bothrops alternatus 14
5.1.1 — Em gel de DEAE — Sephacel 14
5.1.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 16
5.1.3 — Atividade Hemorragica 17
5.1.4 — Determinagdo da Dose Minima Hemorragica para a peconha bruta 18

5.1.5- Determinagdo da Dose Minima Hemorréagica da fracdo A4 do veneno de Bothrops

alternatus 19
5.2 — Segundo fracionamento da pegonha bruta de Bothrops alternatus 20
5.2.1 - Em gel de DEAE-Sephacel 20
522 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 22
5.2.3 — Atividade Hemorragica 23

5.3 — Recromatografia das Fragdoes A4, B4 e B6 24

5.3.1 — Em Sephadex G-75. 24



)

)

53.2 — Eletroforese em gel de pohacrilamida

5.3.3 — Atividade Hemorragica

6 — Discussao e Conclusio

7 — Referéncias Bibliograficas



o~

ABREVIATURAS

PAGE - Eletroforese em gel de Poliacrilamida

SDS — Dodecil Sulfato de Sodio

PAGE-SDS — Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
TEMED - N, N, N’ N’ - tetrametiletilenodiamino
BIS — ACRILAMIDA — N, N’ metileno-bis-acrilamida
TRIS — tris (hidroximetil) aminometano

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético

AMBIC — Tampio bicarbonato de amoénio

PM — peso molecular

mA — miliamperes

SP — grupo sulfopropil

DMH — Dose Minima Hemorragica

PB — Pe¢onha Bruta



)

;9999

)

)

vii

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos fracionar a pegonha de Bothrops alternatus e
estudar a atividade hemorragica do veneno e fragdes isoladas, quantificando a DMH (dose
minima hemorragica) da pegonha bruta e uma de suas fragdes. Foram realizadas duas
cromatografias em gel de DEAE-Sephacel para unir as fragoes mais hemorragicas, € uma
terceira cromatografia em gel de Sephadex G-75 para que pudéssemos purificar as toxinas
hemorragicas. O primeiro método de cromatografia testado com este veneno, obtiveram seis
picos de absorbancia a 280nm denominados de Al a A6. Neste fracionamento, a atividade
hemorréagica foi mais evidente para a fragdo A4. As eletroforeses realizadas com as fragOes
obtidas nesta cromatografia serviram para acompanhar e avaliar o processo de purificagao
destes componentes protéicos, além de determinar o peso molecular das proteinas de
interesse. A DMH calculada para este veneno foi 5,06ug, A segunda cromatografia da
peconha de Bothrops alternatus foi realizada usando-se a mesma resina (DEAE-Sephacel) nas
mesmas condi¢des da anterior, para se obter maior quantidade de material. No entanto, neste
caso a reprodutibilidade da técnica foi comprometida e as fragdes mais hemorragicas foram
B3 e B6. A Determinagdo da DMH da fragdo A4 foi de 7,52ug. A terceira cromatografia em
gel de Sephadex G-75, foi realizada com 20mg das fragSes mais hemorragicas (A4, B4 e
B6),onde se obtiveram quatro subfragdes (AG1 a AG4). A subfragio AG1 apresentou duas
bandas majoritarias, com PM equivalente a 66.000 e 40.000 respectivamente, e apresentando

um halo hemorragico bastante evidente. A fragdo AG2 por sua vez apresentou uma unica

banda principal de PM equivalente a 30.000 e um halo hemorragico bastante intenso. Ja a
fracdo AG3, apresentou uma banda majoritaria com PM proximo de 25.000 com halo
hemorragico bastante espalhado, porém menos intenso que 0 de AG2. Finalmente, AG4
mostrou um menor halo hemorragico, e uma banda caracteristica de uma toxina hemorragica
de baixo peso molecular da classe I. Em sintese, este trabalho nos permitiu verificar que a
peconha de Bothrops alternatus ¢ muito rica em toxinas hemorragicas das diferentes classes

estruturais.

Palavras chaves: Dose Minima Hemorragica (DMH), Bothrops alternatus, Atividade

Hemorragica.



1- INTRODUCAO

Na fauna brasileira existem nove familias de serpentes, dentre as quais somente
duas sio consideradas pegonhentas e responsaveis pela quase totalidade dos acidentes:
Elapidae e Viperidae (KLEMMER, 1963).

As serpentes da familia Viperidae encontram-se distribuidas principalmente na
América do Sul, possuem um aparelho inoculador especializado, constituidos pelos dois
dentes maxilares superiores modificados (presas) e ligados as glandulas veneniferas por dois
ductos, sendo, portanto o mais eficiente em termos de pegonha injetada (STORER et al,
1989).

No Brasil, especialmente na regiao Centro-Sul, cerca de 90% das picadas sao devidas
as serpentes do género Bothrops (jararaca, urutu, jararacussu, etc). Por isso, a maior parte dos
estudos, em nosso meio, refere-se a esse género de serpente (BARRAVIERA, 1994).

Os acidentes ofidicos tém importancia médica em virtude de sua grande freqiiéncia e
gravidade.

As serpentes do género Bothrops, dentre elas a Bothrops alternatus, popularmente
conhecida como urutu-cruzeiro, habitam preferencialmente ambientes umidos como matas,
areas cultivadas e locais de proliferagdo de roedores. Estas serpentes possuem habitos

noturnos, sio muito agressivas e quando se sentem ameagadas atacam em siléncio



(BARRAVIERA, 1994). Suas pegonhas contém principalmente uma mistura complexa de
peptideos farmacologicamente ativos e proteinas (mais de 90% do peso seco) que induzem
uma ampla variedade de efeitos nas vitimas envenenadas. Contém ainda carboidratos.
lipidios, metais, e diversos ions (BIEBER, 1979).0s principais componentes das pegonhas
que tem sido relacionados com o envenenamento botropico sao: fosfolipases Aj, proteinases €
nucleotidases, que sio responsaveis pelas agdes mionecroticas, edematogénicas, coagulantes.
hemorragicas e sobre agregagdo plaquetaria (KINI e EVANS, 1990; ROSENBERG, 1979). O
isolamento e caracterizagdo de varios componentes destes venenos tém sido realizados e suas
propriedades comparadas para mostrar importantes diferencas e similaridades. Os dados
sugerem que apesar de pertencer a mesma familia, os venenos de serpentes Crotalinae
mostram uma diversidade quali-quantitativa notavel de atividades biologicas que parece ser
devida tanto ao género (GENE et al, 1989; SOTO et al, 1988) como a espécie, ou
subespécies especificas (AIRD, 1985; AIRD e KAISER, 1985; BERNADSKY et al., 1986,
FERREIRA et al, 1992, GENE et al, 1989; KORNALIK e TABORSKA, 1988). Idade,
localizagdo geografica, condi¢do climética, habitos de dieta, procedimento da extragdo de
veneno ou diferencas reais na composigdo dos venenos individuais da serpente parecem
contribuir para a maioria destas diferencas (ADAME et al., 1990; CHIPPAUX et al., 1991,
FURTADO et al., 1991 ;GLEEN et al.,, 1994).

Embora sejam raros os acidentes fatais por serpentes do género Bothrops, os casos se
agravam devido a intensidade dos efeitos locais (BARRAVIERA, 1994).

As lesdes locais sio caracterizadas pela dor, edemas, bolhas e necrose, no local da
picada, apresentam patogénese complexa, que inicialmente foi atribuida a agd@o proteolitica
das toxinas envolvidas. Possivelmente, decorrem da atividade de proteases, hialuronidases e
fosfolipases, da liberagdo de mediadores da resposta inflamatoria, da agdo das hemorraginas
sobre o endotélio vascular e da a¢do pro-coagulante do veneno (MINISTERIO DA SAUDE,
1999).

A maioria dos venenos botropicos causa alteragdes no mecanismo hemostatico por
interferéncia na fungdo plaquetaria, danificando vasos sanguineos e ativando fatores de
coagulagdo tais como protrombina (fator II), fator X e fibrinogénio (fator I) (KAMIGUTI e
CARDOSO, 1989). A agdo direta dos venenos sobre o fibrinogénio (atividade semelhante a
trombina) refere-se a sua capacidade de transformar o fibrinogénio em fibrina gel e ndo em
rede, sendo esta facilmente degradada por processos fibrinoliticos secundarios, melhorando
assim as propriedades de fluxo sangiineo (DENSON et al., 1972; STOCKER et al., 1982;
FARID e TU, 1989; KAMIGUTI e CARDOSO, 1989; OUYANG et al., 1992). As enzimas
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semelhantes a trombina sdo largamente distribuidas nos venenos Crotalideos, onde, , crotalase
(MARKLAND ¢ DAMUS, 1971) ancrod (HATTON, 1973). batroxobina (ITOH et al., 1988)
flavoxobina (SHIED et al., 1988) botrombina (NISHIDA et al., 1994) ¢ BthTl (OLIVEIRA,
2001) sao exemplos desta classe que tem sido extensivamente estudada e caracterizada.

A balterobina, do veneno de Bothrops alternaius, foi purificada e caracterizada
parcialmente como uma enzima semelhante & trombina (SMOLKA et al., 1998). Ela divide
tragos comuns com outras enzimas semelhantes a trombina do grupo das Bothrops, tais como
peso molecular, formagdo de fibrina em gel, inibigio por PMSF, atividade arginina amidase e
valina como o aminoacido N-terminal (FARID e TU, 1989; OUYANG et al ,1992).

A botroalternina ¢ um inibidor de trombina da pegonha de Borhrops alternatus
isolada por CASTRO et al. (1998). E homologa a botrojaracina de Bothrops jararaca
(MARUYAMA et al, 1992) mas de algum modo menos eficiente ja que ndo inibe
completamente o efeito da trombina na agregagdo plaquetaria.

Atribui-se aos venenos botropicos uma agdo preferencialmente vasculotéxica. E
possivel que a necrose das fibras musculares seja, em grande parte, devida & isquemia
produzida pela faléncia da microcirculagdo local. Um dos sinais locais mais importantes do
envenenamento botropico € a hemorragia, que tem sido atribuida as enzimas proteoliticas
(IWANAGA e SUZUKI, 1979; TABORDA, 1940; VITAL BRASIL, 1911).

Dentre os venenos botropicos brasileiros o de Bothrops jararacussu parece atuar de
modo diferente dos demais. Neste envenenamento, a lesdo mais precocemente observada e
com maior exuberancia € a mionecrose. Assim, no segundo minuto apés a injegdo, parte do
musculo ja apresenta necrose. (SANTO NETO, 1987).

Os anti-venenos sdo considerados como o tnico tratamento efetivo para o
envenenamento por serpentes. A selegdo de um anti-veneno especifico é baseada na
identificagdo da serpente, e nos sinais e sintomas do envenenamento apresentados pelo
paciente apos a picada. Contudo, a identificagdo da serpente nem sempre € possivel e em
alguns casos os sinais e sintomas do envenenamento nio sdo suficientes para apoiar o uso de
uma terapia com anti-veneno especifico. Nestes casos, analises de imunodiagndstico
poderiam ser instrumentos uteis para a identificagio da serpente.

A heterogeneidade destes venenos pode ser responsavel pelas diferengas nos sintomas
clinicos observados apos envenenamento por serpentes crotalineas. Necrose tecidual
extensiva e uma sindrome de desfibrinogenagio caracterizada por baixos niveis de
fibrinogénio e consumo de plaquetas sanguineas sio um achado freqiiente, conseqiiente de

envenenamentos por pegonhas de Bothrops e Lachesis muta. Por outro lado, envenenamentos



devido a Crotalus durissus terrificus ¢ a Elapidea micrurus estao associados com sintomas
sistémicos geralmente neurotoxicos, com efeitos moderados na coagulagdo sanguinea ¢
integridade tecidual (AMARAL et al  1988. ROSENFELD, 1976). Por ndo apresentar
atividade proteolitica, o edema ¢ discreto ou ausente, € ndo origina alteragdes hemorragicas
(AZEVEDO MARQUES et al., 1990).

Os venenos das serpentes botropicas brasileiras sao ricos em enzimas proteoliticas que
atuam numa grande variedade de substratos naturais, tais como: caseina, hemoglobina,
colageno, gelatina, elastina, fibrinogénio, insulina e glucagon (IWANAGA e SUZUKI, 1979).
Algumas destas enzimas sao toxinas hemorragicas que degradam proteinas da matriz
extracelular (MATRISIAN, 1992), outras afetam a coagulagio do sangue, agindo como
procoagulante, convertendo o fibrinogénio em fibrina (MARKLAND e DAMUS, 1971
OUYANG e YANG, 1974; STOCKER ¢ BARLOW, 1976; SELISTRE e GIGLIO, 1987),
enquanto outras agem COmMO anti-coagulante por exercer atividade fibrinogenolitica e
fibrinolitica (BAJWA et al., 1980; KOMORI et al., 1985; DAOUD et al., 1986).

As proteinas dos venenos responsaveis por estas atividades atrairam consideravel
atengdo devido a sua utilidade como potentes instrumentos nos testes de laboratoério, ao uso
clinico, e mais recentemente como modelos nos estudos tedricos da hemostasia € trombose
(OUYANG et al., 1992).

A hemorragia, uma das atividades biologicas mais notaveis dos venenos viperideos ¢
crotalideos, é relevante na patofisiologia do envenenamento (BJARNASSON e FOX, 1994).
A medida dos didgmetros médios dos halos hemorragicos obtidos apos injegao intradérmica do
veneno (KONDO et al., 1960, OHSAKA et al., 1966; THEAKSTON e REID, 1983) €
especifica, rapida e reprodutivel. Contudo, problemas aparecem quando Os halos
hemorragicos obtidos tém tamanhos similares mas cores de diferentes intensidades, sugerindo
diferengas na poténcia hemorragica. Isto torna a comparagdo dos resultados por diferentes
autores dificeis, e representa um problema sério para a determinagdo do potencial anti-
hemorragico dos anti-venenos.

As hemorragias locais e sistémicas sdao comuns em acidentes botropicos e resultam
provavelmente da interagdo de vérios fatores presentes na pegonha (MANDELBAUM, 1990).
Os principais fatores responsaveis pela hemorragia sio as toxinas hemorragicas
(hemorraginas), cujo mecanismo de a¢do consiste na degradagdo das proteinas da matriz
extracelular e pelo efeito citotoxico direto sobre as células endoteliais;, sua agao ocorre quase

que exclusivamente na membrana basal dos vasos capilares (KAMIGUTI et al, 1996).



Estas toxinas tambem sdo capazes de inativar inibidores plasmaticos da coagulagio,
inibidor da agregacao plaquetaria na forma direta e alterar a proteina de Von Willebrand e
lesar o fibrinogénio (KAMIGUTI, et al. 1996).

Estudos bioquimicos tém mostrado que a maioria das toxinas hemorragicas purificadas
dos venenos de serpentes sio metaloproteinases dependentes de zinco ou calcio, com alta
especificidade pelo substrato e apresentam tendéncia de hidrolisar a ligagdo peptidica X-
leucina (TU, 1991), podendo causar hemorragia pela destruicdio enzimatica da membrana
basal, com subseqiiente perda da integridade vascular. O rompimento da membrana basal se
daria ao nivel das jungdes entre as células endoteliais, formando aberturas ou poros por onde
se daria o extravasamento de eritrocitos e outros componentes do sangue. Estudos
bioquimicos demonstraram que ambas as atividades hemorragica e proteolitica sdo inibidas
por agentes quelantes como EDTA e 1,10-orto fenantrolina. Estas toxinas sdo termolabeis e
instaveis em meio acido. As toxinas hemorrégicas apresentam grande diversidade em relacao
ao peso molecular, ao ponto isoelétrico e 4 dose minima hemorragica (MINISTERIO DA
SAUDE, 1999).

Experimentalmente, o progresso da hemorragia é rapido e as lesdes ocorrem alguns
minutos apés, dependendo da via de administragdio do veneno. As inje¢cdes intradérmica,
subcutdnea e intramuscular produzem hemorragias localizadas, enquanto injegdes
intravenosas e intraperitoneal podem causar lesdes hemorragicas sistémicas em multiplos
orgaos distantes do local de aplicagdo (MARSH, 1994).

De acordo com BJARNASON & FOX (1994) as hemorraginas podem ser divididas
em quatro classes distintas, de acordo com os seus pesos moleculares: Na classe P-1 das
metaloproteases, estdo incluidas as pequenas proteinas com atividade hemorragica
relativamente baixa ou ausente e com massa molecular de 20-30 kDa. Estas possuem trés
dominios estruturais: pré e pro-dominios e dominio protease (HEXXHXXGXXH) ligante de
zinco. Como exemplo dessa classe destacam-se as atrolisinas B, Cc, Cd de Crotalus atrox
(BJARNASON and FOX, 1994). A classe P-II inclui as toxinas de tamanho médio com massa

molecular de 30-60 kDa. Estas possuem um dominio semelhante a desintegrina no carboxi-
terminal, este dominio semelhante a desintegrina possui a seqiiéncia XXCD, ao invés da
sequéncia Arg-Gly-Asp (RGD) presente nas desintegrinas. Um representante tipico dessa
classe € atrolisina E de Crotalus atrox (SHIMOKAWA et al,, 1998). Na classe P-III as
proteases possuem além do dominio desintegrina, um dominio carboxi-terminal rico em

residuos de cisteina. Outra classe que tem sido descrita apresenta os mesmos dominios



estruturais das metaloproteases da classe P-III, e ainda possui um dominio adicional ligante de
lectina com massa molecular de 80-100 kDa (classe P-IV).

KAMIGUTI et al. (1996) descreveram os efeitos de uma metaloproteinases
hemorragica de alto peso molecular. a jararagina (B. jararaca), sobre os componentes do
plasma e das plaquetas envolvidos no mecanismo hemostatico. As alteracdes desses
componentes hemostaticos resultam em hemorragia.

A liberagdo de mediadores vasoativos capazes de abrirem as jungdes endoteliais foi
sugerida por ISHIDA et al.(1986). Estes autores demonstraram que os principios
hemorragicos isolados do veneno de Trimeressurus flavoridis induzem a liberacdo de
histamina e serotonina em varios 6rgéos isolados.

Estudos comparativos das propriedades imunologicas de metaloproteinases (fatores
hemorragicos e proteases) isoladas dos venenos de B.jararaca, B.neuwiedi e B.moojeni,
mostraram que os fatores hemorragicos contém determinantes antigénicos comuns, enquanto
as proteases sdo imunologicamente distintas. Os anti-soros especificos contra os fatores
hemorragicos foram capazes de neutralizar tanto a atividade hemorragica dos homodlogos
como as atividades dos outros fatores hemorragicos (MANDELBAUM e ASSAKURA,
1988).

PEREZ et al (1999) estudaram a atividade proteolitica, mionecrética e hemorragica
causada por serpentes jovens, mostrando que essas atividades sdo mais intensas quando
comparadas a pegonha de serpentes adultas. '

Portanto, estudos visando a identificagio dos componentes ativos das pegonhas de
serpentes poderdo contribuir para a compreensdo de seus efeitos deletérios e possiveis funcdes
terapéuticas.

Atualmente a soroterapia € o unico meio utilizado no tratamento de acidentes por
serpentes peconhentas, no entanto, este método € incapaz de neutralizar os efeitos locais,
agindo somente nos efeitos sistémicos provocados pela peconha. Devido a este fato, estudos
visando o desenvolvimento da estratégia terapéutica mais eficiente tém se intensificado nas
ultimas décadas. Além disso, enzimas com atividade proteolitica estdo sendo muito estudadas,
pois podem desfazer os coagulos de fibrina em conseqiiéncia as alteragdes no sistema
hemostatico (THWIN et al, 1998).



2-OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivos fracionar a peconha de B. alternatus e estudar a
atividade hemorragica do veneno e fragdes, quantificando a DMH (dose minima hemorragica)

da pegonha bruta e uma de suas fragoes.



3- MATERIAL

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Quimica de Proteinas e
Produtos Naturais do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia.

3.1 - Obtencio da pegonha:

A pegonha bruta de Bothrops alternatus foi cedida pela Prof. Ms. Vera Licia de
Campos Brites, Setor de Répteis da UFU, do Instituto de Biologia, , e pelo bidlogo Luiz
Henrique Anzaloni Pedrosa, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de

S&o Paulo. A pegonha bruta foi dessecada e depois armazenada a —20°C.

3.2 - Materiais para cromatografia, eletroforese, dosagem protéica e atividade

hemorragica.
DEAE-Sephacel e Sephadex G-75 (Amersham Pharmacia Biotech)

Acrilamida, Bis-acrilamida, TEMED, SDS, Coomassie Brilliant Blue R-250,
EDTA, Soroalbumina Bovina, Azul de Bromofenol, Beta-mercaptoetanol, Persulfato de

Amoénio. Padrdo de Peso Molecular Dalton Mark V II-L: a-Lactoalbumina (PM 14.400),



Inibidor de Tripsina (PM 20.100), Anidrase Carbonica (PM 30.000), Ovoalbumina (PM
45.000), Albumina (PM 66.000), Fosforilase b (PN 97.000). (Sigma Chem. Co).

3.3 — Atividade Hemorragica:
Os camundongos Swiss, machos (20-30g) utilizados foram gentilmente cedidos
pela Pentapharm do Brasil (Uberlandia-MG), e mantidos no Laboratorio de Quimica de

Proteinas e Produtos Naturais da UFU.

Os demais reagentes foram utilizados em grau analitico.
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4- METODOS:

4.1 — Fracionamentos da peconha bruta de Bothrops alternatus

4.1.1 - Em gel de DEAE Sephacel

Cerca de 200 mg da peconha bruta de Bothrops alternatus foram dissolvidos em 2 ml
de tampdo bicarbonato de aménio 0,05 M em pH 7.8. Em seguida a mistura foi centrifugada a
13.000 xg por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado a uma
coluna de troca idnica em gel de DEAE Sephacel (1,5x 15 c¢m), equilibrada com o mesmo
tampdo. A amostra foi eluida em temperatura ambiente pelo estabelecimento de um gradiente
convexo de concentragdo usando o tamp3o bicarbonato de amonio 0,05 a IM em pH 7.8.

Foram coletadas fragdes de 3ml/tubo num fluxo de 20ml/hora, em um coletor de
fragdes GILSON. A absorbancia de cada fragdo coletada foi lida em 280nm em um
espectrofotdmetro da SPEKOL (Zeiss), o grafico tragado e os pools delimitados. Essas

fragdes foram liofilizadas e testadas quanto a presenga de atividade hemorragica.
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4.2 — Filtracio das Fragdes mais hemorragicas da peconha em gel de Sephadex G-

75

Cerca de 20mg da fragio A4 do primeiro fracionamento mais as fragdes B4 e B6 do
segundo fracionamento foram ressuspensos em tampéo bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.8
e aplicados a uma coluna de 2 x 95cm de dimensdes, previamente preenchida com o gel de
Sephadex G-75 e equilibrada com o mesmo tampdo. As fragdes de 3ml obtidas desta
cromatografia foram lidas a 280nm, o grafico tragado e os pools delimitados. Essas subfragdes

foram liofilizadas e testadas quanto a presenga de atividade hemorragica.

4.3 — Determinacio da Quantidade Protéica:

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras de pegonhas, solugdes contendo
de 0.1 a 2,0 mg de proteinas foram submetidas a2 dosagem pelo método do microbiureto,
conforme descrito por ITZHAKI e GILL (1964), utilizando-se a soroalbumina bovina para
estimar a reta padrdo. As amostras de proteinas foram completadas para o volume de 1,0 ml
com agua, aos quais foram acrescidos 500yl dos reagentes R1 ou R2 (previamente preparados
em nosso laboratério); a seguir, foi feita a leitura em espectrofotdmetro SPEKOL UV VIS da
Zeiss a 310 nm, contra um branco sem proteina. O reagente R1 ¢ composto por 0,21%

CuSO04, 5H20 dissolvido em NaOH 30,4% e o R2 ¢ formado por uma solu¢do de NaOH a
30%.

4.4 — Atividade Hemorragica

Esta técnica foi realizada segundo NIKAI et al. (1984). Aliquotas contendo S0ug de
proteinas foram diluidas em solugdo salina (NaCl 0,9%), em um volume de 50ul e aplicados
intradermicamente no dorso de camundongos, ligeiramente anestesiados com éter. Apos 3
horas de inoculagdo, os animais foram sacrificados, as peles removidas e a presenca de halos
hemorragicos na superficie interna da pele indicaram atividade positiva.

A dose minima hemorragica (DMH) foi determinada para o veneno bruto e fragao A4,
segundo o método descrito por KONDO et al. (1960), com algumas modificagdes. Foram
utilizadas aliquotas que variavam de 2ug a 10,1pg e 3pg a 6,75ug da pegonha bruta e fragao
A4 respectivamente, tendo entre cada dose uma razdo fixa de 1,5, dissolvidas em 50pl de

solugio salina. Estas amostras foram administradas intradermicamente no dorso de



camundongos utilizando-se grupos de 6 animais para cada dose da amostra. Apos trés horas
de administracdo os animais cram sacrificados e as peles removidas e transferidas para um
suporte que permitisse medir através de um paquimetro, dois diametros em angulo reto. Com
esses valores era calculado o didmetro médio para cada dose do veneno. A seguir por meio de
calculos de regressio linear. foi obtida a DMH que corresponde & menor dose capaz de

produzir uma lesao hemorragica de 10 mm’.

4.5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida e determinacio do peso molecular.

As eletroforeses para a estimativa dos pesos moleculares foram realizadas segundo o
método de LAEMMLI (1970), utilizando-se géis de poliacrilamida com agentes desnaturantes
na presenga de B-mercaptoetanol. Dois espagadores em forma de fita foram utilizados para
formar entre as placas um espago retangular de aproximadamente 0,2 mm de espessura, as
placas de vidro utilizadas na preparagao dos géis mediam aproximadamente 10cm de largura,
10,5cm de comprimento e 0,1cm de espessura. Com o auxilio de um suporte de montagem, as
placas foram imobilizadas verticalmente, formando assim uma cdmara que foi preenchida

com a solugdo do gel. Na preparagdo dos géis a 14%, foram utilizadas as seguintes solugdes:

SOLUCOES ESTOQUES VOLUME (pL)

GEL DE SEPARACAO GEL DE EMPILHAMENTO

Tris-HCI 2M pH 8,8 1170 :
Tris-HCI 2M pH 6,8 - 167
EDTA 200 nM 63 =7
Acrilamida: bis (30:0, 8). 2920 435
Agua desionizada 2015 1990
TEMED 1.5 2
Persulfato de amonio (10%) 375 18

Terminada a polimerizagdo, a placa foi colocada em uma cuba de acrilico e conectada
aos eletrodos. A eletroforese foi conduzida a 20mA de corrente, por aproximadamente 80

minutos. Foram utilizados marcadores de peso molecular citado no item 3.2.



A solugdo trizma base 0,1 M, EDTA 7,8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0.3% (p/v) pH &3
foi utilizada como tamp@o para o catodo ¢ a mesma solugdo. porém sem glicina, para o anodo

As amostras foram dissolvidas em agua desionizada. em seguida foi adicionado 50%
de tampao STOP (Tris-HCI 187 mM pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6 mM, azul de bromofenol 1o
e glicerol 27%) e 10% de B-mercaptoetanol. Posteriormente. as amostras foram aquecidas a
100°C por 5 minutos e aplicadas ao gel de poliacrilamida.

Apos a eletroforese, o gel foi retirado da placa e colocado em solugdo fixadora
(Metanol 50%, Acido acético 10% e agua desionizada) por 5 minutos. Em seguida foi retirado
desta solugdo e colocado em uma solugdo corante contendo Coomassie Brilliant Blue R250 a
2,5% e deixado cerca de 10 minutos. Apos este procedimento retirou-se do corante e colocou-
se em uma solugio descorante (acido acético 10%. etanol 30% e agua desionizada).

Em seguida os géis foram prensado entre duas folhas de papel celofane poroso, em
bastidores fixados por garras e deixados 4 temperatura ambiente por aproximadamente 2 a 3

dias para secagem. ApOs a secagem 0S géis foram analisados ¢ fotografados.
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5- RESULTADOS:

5.1 — Primeiro fracionamento da peconha bruta de Bothrops alternatus

5.1.1 — Em gel de DEAE Sephacel.

A pegonha bruta de Bothrops alternatus foi submetida a uma cromatografia de troca idnica
em gel de DEAE Sephacel. O perfil cromatografico estd mostrado na figura 1. A pegonha total
foi resolvida em 6 fracdes distintas (Al a A6). A atividade hemorragica ficou restrita as fragdes
A3, A4, AS e A6, sendo a fragdo A4 a mais potente.

A recuperagio protéica estimada por absorbdncia a 280nm foi de aproximadamente 67%

(tabela O1).
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5.1.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida

A figura 02 mostra 0 resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em
condi¢des desnaturantes, da pegonha bruta e das fragdes obtidasa partir do fracionamento em
gel de DEAE Sephacel. Nesta mesma figura podemos observar que a fragio A2 (linha 4)
apresenta-se com uma Ginica banda principal bem evidenciada, com peso molecular de
aproximadamente 23.000. Ja, a fragio A4 (linha 6) esta muito heterogénea, pois apresenta

diversas bandas.
f.o2- 3 & 5 & 7 8

97.000
66.000

45.000

30.000

20.100
14.400

Figura 02: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da
peconha bruta de B. alternatus e das fragoes obtidas no fracionamento com a resina DEAE
Sephacel Linha 01: Padrio de Peso Molecular: Dalton Mark VII-L: Fosfoprilase b (PM
97.000), Albumina (PM 66.000), Ovoalbumina (PM 45.000), Anidrase Carbonica (PM
30.000), Inibidor de Tripsina (PM 20.100), a-Lactoalbumina (PM 14.400); Linha 02:
pegonha bruta de B. alternatus,

Linha 03: Fragdo Al

Linha 04: Fragdo A2

Linha 05: Fragdo A3

Linha 06: Fragdo A4

Linha 07: Fragdo AS

Linha08 FragaoA6
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Figura 01: Cromatografia de 200mg da pegonha bruta de B. alternatus em gel de DEAE Sephacel
(1,5 x 15¢m), equilibrada com tampéo bicarbonato de aménio 0,05M, pH 7,8. A coluna foi eluida
em um gradiente convexo de concentragdo usando tampdo bicarbonato de aménio (0,05 a 1M),
num fluxo de 20 ml/hora em temperatura ambiente. Fragdes de 3ml foram coletadas.

Pontos de corte: Al (tubo 11 ao 17); A2 (tubo 18 ao 27); A3 (tubo 55 ao 73); A4 (tubo 93 ao
118); AS (119 ao 141); A6 (169 ao 192).

Tabela 01: Recuperacio Protéica por absorbancia a 280nm das fracdes obtidas no 1°

fracionamento em DEAE Sephacel da peconha bruta de Bothrops alternatus

Amostras A280nm Recuperagio%
PB 211,48 100%

Al 3227 15,26

A2 30,76 14,54

A3 29.44 13,92

A4 27,18 12.85

A5 10,53 4,98

A6 11,65 351
Total 141,83 67.06
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AS A6

Figura 03: Atividade hemorragica da pegonha bruta e das fracdes obtidas no fracionamento
com a resina DEAE Sephacel. Amostras contendo 50ug de proteinas diluidas em salina num
volume final de 50ul foram inoculadas intradermicamente no dorso de camundongos machos.
Apés trés horas os camundongos foram sacrificados para a observagio dos halos

hemorragicos na face interng da pele.
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5.4 ~ Determinacig da Dose Minimg Hemorrégica Para a pegonha bruyq,

A DMH (capaz de Produzir uma lesip de 10mm’), par a pegonha bruta foi de 5,06 ¢

(figura 4), determinada por calculos de regressdo linear

S

s 9.
'z ;
®] |
= :
= 8 [ ,
/38'5, “/

£ w® ¢ y=0,1311x+0,3367
/ ° s 0’51 2

= g R“=093868
(B5 o Reomm
= 0 5 10 15

!
I

Massa de proteina(ug) f

Figura 04 Determinagio da Dose Minima Hemorragica (DMH) da pegonha bruta de Bothrops

alternarus. O ensaio foi realizado utilizando-se de 2ugal0,1 ug de proteina dissolvidas em 50u]



=15 - Determinacﬁo da Dose Minima Hemorrigica da fracdo A4 do veneno de Bothrops

alternarus

A DMH (capaz de produzir uma lesio hemorragica de 10mm’) para a fragdo foi de

7,526 (FIGURA 5), determinada por cdlculos de regress3o linear.

]
e
/ of 08 e aaa

& &

2.  0s

ES s y = 0,0556x + 0 582

g s ;

£ g 04 ' R’=0,99

B

s 0 2 4 6 8

Massa de proteina(ug)

FIGURA 5: Determinagio da Dose Minima Hemorragica (DMH) da fracio A4 do veneno de B,
alternatus. Q ensaio foi realizado utilizando-se de 3 Hg a 10,1ug de proteina dissolvidas em 50ul
de solugdo salina fisioldgica. Estas solugdes foram inoculadas intradermicamente no dorso de

camundongos machos. Para cada dose foram utilizados em média seis animais.
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5.2 - Segundo fracionamento da peconhg bruta de Bothrops alternarus

5.2.1-Em gel de DEAE Sephacel.

A pegonha bruta de B, alternatus fy; Submetida a yma cromatografia de trocy i6nica

em gel de DEAE Sephacel. O perfil Cromatografico ests mostrado na figyra 4 A pegonha totg]

(tabela 02)
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Figura 06: Cromatografia de 200mg da pegonha bruta de B. alternatus em gel de DEAE
Sephacel ( 1.5 x 15 e¢m ), equilibrada com tampdo bicarbonato de aménio 0,05M, pH 7.8. A
coluna foi eluida em um gradiente convexo de concentragdo usando o tampao bicarbonato de
amonio ( 0,05 a 1,0M ), num fluxo de 20ml/hora em temperatura ambiente. Fra¢des de 3ml foram
coletadas. Pontos de corte: B1: tubo 4 a 14; B2: 18 ao 28; B3: tubo 57 ao 60; B4: 62 ao 67; B5:
107 a0 128; B6: 172 a0 178.

Tabela 02: Recupera¢iio Protéica por absorbincia a 280nm das fracdes obtidas do 2°
fracionamento em DEAE Sephacel da peconha bruta de Bothrops alternatus.

Amostras Unidade de A280nm totais Recuperagio %
PB 182,87 100,00
B1 29,53 16,15
B2 28,68 15,68
B3 10,19 357
B4 7,76 424
BS5 1045 571
B6 315 17,24

Total 121,18 60,26
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5.2.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

A figura 07 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em
condi¢des desnaturantes, da pegonha bruta e das fragdes obtidas no segundo fracionamento em
gel de DEAE Sephacel. Nesta mesma figura podemos observar que a fragdo B4 (linha 6 )

apresenta-se com uma tnica banda principal bem evidenciada, com peso molecular de
aproximadamente 50.000.

97.000
66.000

45.000

P

30.000

20.100

14.400

Figura 07: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da pegonha
bruta de B. alternatus e das fragdes obtidas no fracionamento com a resina DEAE Sephacel.
Linha 01: Padrio de Peso Molecular: Dalton Mark VII-L: Fosforilase b (PM 97.000)(PM
66.000), Ovoalbumina (PM 45.000), Anidrase Carbénica (PM 30.000), Inibidor de Tripsina (PM
20.100), a-Lactoalbumina (PM 14.400); Linha 02: pegonha bruta de B. altemnatus;

Linha 03: Fragio B1

Linha 04: Fragio B2

Linha 05: Fracio B3

Linha 06: Fragio B4

Linha 07: Fragio B5

Linha08:Frag¢ioB6



5.2.3 - Atividade Hemorrigica

face interna da pele.
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5.3 — Recromatografia das Fracées A4, B4 e B6.
5.3.1 — Em Gel de Sephadex G-75.

As fragdes mais hemorragicas obtidas nos fracionamentos anteriores (A4, B4 e B6)
estavam bastante heterogéneas. Assim, elas foram misturadas e submetidas a uma nova
cromatografia de filtragio em gel de Sephadex G - 75. O perfil cromatografico obtido estd
mostrado na figura 10. Deste fracionamento resultaram quatro subfra¢des distintas, que foram
designadas de AG1, AG2, AG3 e AG4. A atividade hemorragica esteve presente em todas as
subfra¢des, sendo a fragio AG2 a mais ativa desta cromatografia.

A recuperagdo protéica estimada por absorbancia a 280nm foi de aproximadamente 33%
tabela 03).
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Figura 10: Cromatografia de 20 mg de proteinas, contendo as das fragdes A4, B4 e B6 em gel de
Sephadex G-75 (2 x 95cm).. A coluna foi equilibrada e eluida com tampdo bicarbonato de
amodnio de 0,05M, num fluxo de 20ml/hora em temperatura ambiente. Fragdes de 3,0 ml foram
coletadas.

Pontos de corte: AG1 (tubo 39 ao 53); AG2 (tubo 55 ao 66); AG3 (tubo 67 ao 73); AG4 (tubo
103 ao 130).

Tabela 03: Recuperacio Protéica por absorbéncia a 280nm das subfracoes obtidas do
fracionamento em Sephadex G-75.

Amostra Unidade de A 280nm totais Recuperacio %
A4+B4+B6 61,36 100
AGI1 5,29 8,62
AG2 4,82 7,85
AG3 1,89 3,08
AG4 8,04 13,10
Total 20,04 32,65
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5.3.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida

A figura 11 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em
condigdes desnaturantes, das subfragdes obtidas por gel filtragdo em Sephadex G-75. Nesta figura
podemos observar que a subfragio AG4 (linha 7) apresenta-se com uma banda bem evidenciada,

com peso molecular de aproximadamente 25.000.

97.000
66.000
45.000

30.000

20.100

14.400

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da fragdo de
B. alternatus e das subfracdes obtidas no fracionamento com a resina Sephadex — G75. Linha 01:
Padrio de Peso Molecular: Dalton Mark VII-L: Fosforilase b (PM 97.000), Albumina (PM
66.000), Ovoalbumina (PM 45.000), Anidrase Carbonica (PM 30.000), Inibidor de Tripsina (PM
20.100), a-Lactoalbumina (PM 14.400);, Linha 02: pegonha bruta de B. alternatus; Linha 03:
fragdo A4;

Linha 04: Subfragdo AGI

Linha 05: Subfragio AG2

Linha 06: Subfragdo AG3

Linha 07: Subfragdo AG4
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5.3.3 — Atividade Hemorrigica

Os resultados obtidos para a atividade hemorragica estdo apresentados na figural2. A
atividade hemorragica estava presente em todas as subfragdes, sendo que a subfracio AG2

apresentou um halo hemorragico mais forte sendo, portanto a fracdo mais eficiente.

AG1 AG2

AG3 AG4

Figura 12: Atividade Hemorragica das subfragdes obtidas na filtragio em gel de Sephadex
G-75. Amostras contendo 15ug de proteinas diluidas em solugdo salina fisiologica num volume
final de 50ul foram inoculadas intradermicamente no dorso de camundongos machos. Apés trés

horas os camundongos foram sacrificados para a observagdo dos halos hemorragicos na face

interna da pele.



6- DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os acidentes ofidicos por serpentes do género Bothrops sdo os de maior importancia
epidemiolégica no Brasil, por serem responsaveis por cerca de 90% dos envenenamentos
registrados (MINISTERIO DA SAUDE, 1999). Os anti-venenos sdo considerados como o
Gnico tratamento especifico para o envenenamento por serpentes. A selegdo de um anti-
veneno especifico é baseada na identificagdo da serpente e nos sinais e sintomas do
envenenamento apresentados pelo paciente apés a picada. Contudo, a identificagdo da
serpente ndo é sempre possivel e em alguns casos os sinais e sintomas ndo sdo suficientes para
apoiar o uso de uma terapia com anti-veneno especifico.

Este trabalho teve como objetivos fracionar a pegonha de Bothrops alternatus e
estudar a atividade hemorragica do veneno e fragdes, quantificando a DMH (dose minima
hemorragica) da peconha bruta e uma de suas fragdes.

O fracionamento em gel de DEAE-Sephacel foi realizado com tampdo bicarbonato de
amonio(NH4HCO;), por ser um sal volatil, facilmente eliminado na liofilizagdo. O pH
proximo ao fisiologico e a temperatura ambiente foram escolhidos com a expectativa de
preservar as proteinas nas suas formas nativas, ndo sendo portanto, necessario submeter as

fragdes obtidas a etapa de dessalificagdo por dialise ou a uma filtragdo.
Neste tipo de resina de troca inica, moléculas com cargas do mesmo sinal que a

resina sdo eluidas primeiramente, seguidas por moléculas com carga oposta.



O primeiro método de cromatografia testado com veneno da serpente Bothrops
alternatus for o de troca i0nica em gel de DEAE-Sephacel. onde se obteve seis picos de
absorbancia a 280nm denominados de Al a A6. Neste fracionamento, a atividade
hemorragica foi mais evidente para fragio A4.

O rendimento protéico em absorbancia a 280nm deste fracionamento foi de 67% e a
fragdo A4 correspondeu a 13% da pegonha bruta.

As pegonhas animais apresentam uma mistura de varias substancias toxicas.
sobretudo de natureza protéica, que provocam disturbios que afetam o sistema de coagulacdo
sanguinea‘e causam edema, necrose local, hemorragia, entre outros. As hemorragias aparecem
normalmente logo apés a intoxicagao e sdo resultantes da agdo das hemorraginas (enzimas
proteoliticas), que produzem lesdes nas paredes dos pequenos vasos sanguineos.

De acordo com BJARNASON & FOX (1994) as hemorraginas podem ser divididas
em quatro classes distintas, de acordo com os seus pesos moleculares: Na classe P-I das
metaloproteases, estdo incluidas as pequenas proteinas com atividade hemorragica
relativamente baixa ou ausente e com massa molecular de 20-30 kDa. Estas possuem trés
dominios estruturais: pré e pr6-dominios e dominio protease (HEXXHXXGXXH) ligante de
zinco. Como exemplo dessa classe destacam-se as atrolisinas B, Cc, Cd de Crotalus atrox
(BJARNASON and FOX, 1994). A classe P-II inclui as toxinas de tamanho médio com massa
molecular de 30-60 kDa. Estas possuem um dominio semelhante a desintegrina no carboxi-
terminal, este dominio semelhante a desintegrina possui a seqiiéncia XXCD, ao invés da
seqiiéncia Arg-Gly-Asp (RGD) presente nas desintegrinas. Um representante tipico dessa
classe ¢ atrolisina E de Crotalus arrox (SHIMOKAWA et al., 1998). Na classe P-III as
proteases possuem além do dominio desintegrina, um dominio carboxi-terminal rico em
residuos de cisteina. QOutra classe que tem sido descrita apresenta os mesmos dominios
estruturais das metaloproteases da classe P-III, e ainda possui um dominio adicional ligante de
lectina com massa molecular de 80-100 kDa (classe P-IV). As eletroforeses realizadas com as
fragdes obtidas nesta cromatografia serviram para acompanhar e avaliar o processo de
purificagdo destes componentes protéicos além de determinar o peso molecular das proteinas
de interesse. Em géis de PAGE-SDS a 14% na presenga de agentes desnaturantes a fragio A4
apresentou varias bandas, evidenciando ser bastante heterogénea, ou seja, presenca de
diversas proteinas.

A DMH (figura 04), calculada para o veneno de Bothrops alternatus foi 5,06ug,
quando comparada com a DMH de Bothrops moojeni (1,2 ug), B. jararaca (5,96ug) e B.



alternatus (5,49ug). Estes valores referem-se ao trabalho realizado por ALVES (1993),
mostrando que ndo houve diferenga significativa na DMH para os venenos de B. alternatus
Estes valores de DMH mostram que a pegonha de Bothrops alternarus ¢ altamente
hemorragica dentre todas as espécies.

A segunda cromatografia da pegonha de Bothrops alternatus foi realizada usando-s¢ a
mesma resina (DEAE-Sephacel) nas mesmas condigdes da anterior, para se obter maior
quantidade de material. No entanto, neste caso a reprodutibilidade da técnica foi
comprometida e as fragdes mais hemorragicas foram B3 e B6.

O rendimento protéico por absorbincia a 280nm deste segundo fracionamento foi de
66% e a porcentagem da fragdo B4 representou somente 4,24% da pegonha bruta.

Quando comparamos estes dois fracionamentos podemos verificar que ocorreram
alteragdes no perfil cromatografico. Essas alteracdes podem estar relacionadas com o tampao
utilizado durante o fracionamento. No primeiro fracionamento 0 sal utilizado foi sintetizado
em nosso laboratério. Ja no segundo fracionamento, o sal utilizado foi o da Synth. Podemos
dizer que o grau de pureza do sal do primeiro fracionamento possibilitou uma methor
separagdo das toxinas hemorragicas, quando comparados ao segundo fracionamento.

Em géis de PAGE-SDS a 14% na presenca de agentes desnaturantes. a fragdo B4
apresentou uma banda principal de peso molecular mais ou menos de 50.000. Estas proteinas
tém caracteristicas acidas e estdo incluidas na classe III das toxinas hemorragicas que
apresentam trés dominios, sendo eles, pré e pro-dominios e dominio protease (BJARNASON
& FOX, 1994). Estudos bioquimicos mostram que a maioria das toxinas hemorragicas
purificadas dos venenos de serpentes s3o metaloproteinases dependentes de zinco ou calcio
(MARSH, 1994) e podem causar hemorragia pela destruigdo da membrana basal, com
subseqiiente perda da integridade vascular.

A DMH (Dose Minima Hemorragica )da fracio A4 foi de 7,52ug, sugerindo uma
menor atividade hemorragica para a toxina purificada do que para o veneno. Este fato pode
ser explicado em razdo do tratamento dado a aliquota da fragio A4 usada para os ensaios de
DMH. Neste caso, ap6s liofilizagdo, uma parte do material solido de A4 foi ressuspendido em
solugdo salina, dosado para a quantidade de proteinas e congelado e descongelado por
diversas vezes, durante os ensaios das diferentes doses para se determinar a DMH. Por se
tratar de material protéico, com elevada atividade proteolitica e altamente sensivel a variagao
de pH e temperatura, ¢ muito provavel que tenha ocorrido proteolise e desnaturagdo das

enzimas ali presentes.



Para uma terceira cromatografia foi feita a uniao das fragdes mais hemorragicas (A-.
B4 e B6), e desta unido fez-se um pool com 20mg para purificar os fatores hemorragicos. O
fracionamento em gel de Sephadex G-75 foi realizado também com tampdo bicarbonato de
amonio (NH4sHCOs3). O gel de Sephadex G-75 foi escolhido porque na cromatografia de
filtracdo ou exclusao molecular, a resina € constituida de moléculas porosas feitas de um
polimero insoluvel altamente hidratado (COLLINS, 1990). e € adequada para separar
proteinas e peptideos globulares numa faixa de peso molecular entre 3.000 e 70.000.
conforme indicagdes do fabricante. Foi usada uma coluna de vidro, contendo uma placa
porosa, na qual a resina foi empacotada.

As proteinas de alto peso molecular fluem mais rapido através da coluna do que as de
baixo peso, pois estas entram nos poros da resina percorrendo um caminho mais longo e
eluindo por ultimo (STRYER, 1992).

Neste fracionamento, a atividade hemorragica foi detectada em todas as subfragdes,
sendo a AG2 mais intensa e, portanto a mais eficiente. Deve ser ressaltado que a quantidade
de amostra para a atividade hemorréagica nestes ensaios foi de 15ug de proteinas e, portanto
mais de trés vezes menor que a quantidade de proteinas para os ensaios anteriores (50pg), € 0s
halos hemorragicos observados eram equivalentes nos diferentes ensaios. Estes resultados
indicam fortemente, um grau de pureza muito maior para as toxinas do ultimo fracionamento.

Os resultados obtidos por PAGE-SDS com estas fragdes (Fig.11) confirmam o que era
esperado na cromatografia de gel filtragdo e nos ensaios de atividade hemorragica.

Assim, pode-se observar que a subfragdo AG1 contém duas bandas majoritarias, com
PM equivalente a 66.000 e 40.000 respectivamente, e com apenas 15ug apresentam um halo
hemorragico maior, mas ndo o mais forte. A fragdo AG2 por sua vez apresentou uma unica
banda principal de PM equivalente a 30.000 e halo hemorragico menor que o de AG1, porem
bem mais intenso. Ja fragio AG3, apresenta uma banda principal com PM proximo de 25.000
e um contaminante como da fragdo AG2. O halo hemorragico observado foi mais espalhado,
porém menos intenso que o de AG2. Finalmente AG4 que mostrou praticamente um
contaminante de AG3 e o menor halo hemorragico, e apresenta uma banda caracteristica de
uma toxina hemorragica de baixo peso molecular da classe I (BJARNASON & FOX, 1994).

Estudos realizados sugerem que as diferentes intensidades de cor dos halos
hemorragicos produzidos pelos venenos de Bothrops estudados podem ser explicadas como o
resultado de diferengca na quantidade de hemoglobina contida nos halos hemorragicos

produzidos por cada veneno. Os efeitos de varios fatores presentes nos venenos de Bothrops
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(tais como concentragio individual e atividade de proteases hemorragicas. mais uma grande
variedade de componentes capazes de alterar a vascularizagao local) podem ser combinados
para produzir halos hemorragicos de tamanhos similares com diferentes quantidades de
hemoglobina possivel de ser extraida (ESMERALDINO, 1998).

Em sintese, este trabalho nos permitiu verificar que a pegonha de Bothrops alternaius
€ muito rica em toxinas hemorragicas das diferentes classes estruturais. Portanto, estudos
futuros visando o isolamento e a caracterizagdo bioquimica dessas enzimas, poderdo fornecer
valiosas contribuigdes nos diferentes campos de conhecimento. Assim, maiores investigacgdes
sobre a toxicidade e atividades enzimaticas, por exemplo, poderdo contribuir para os estudos
de utilizagdo terapéutica destas enzimas, pois muitas possuem acdo anti-trombotica e podem
ser utilizadas na prevencdo de alguns distirbios da coagulagdo sanguinea. além da inegavel

contribui¢do aos estudos sobre relagdo estrutura-fungdo de proteinas.
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