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Resumo

As serpentes da familia Viperidae possuem uma maior especializagao em termos de
inoculagdo da pegonha. Suas presas canaliculadas e curvadas para tras, na porgao anterior do
maxilar superior, permitem a ere¢do das mesmas no momento do bote. A pegonha é secretada por
um par de glandulas, uma em cada lado do maxilar superior, e ligada por um ducto a presa.

No Brasil as serpentes da familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, compreendem os
géneros: Bothrops, conhecidas popularmente como jararacas; Crotalus, as cascavéis; e Lachesis
conhecidas por surucucu.

As serpentes do género Bothrops se caracterizam por apresentarem pegonhas com intensa
agdo coagulante e atividade proteolitica, causar mionecrose no local da picada e por induzir estado
de choque, que é a causa mais frequente de morte.

As serpentes do género Crotalus apresentam forte letalidade, alta atividade neurotoxica e
miotoxica, e fraca propriedade proteolitica, hemorragica e efeito formador de edema. A principal
toxina da pegonha de Crotalus, a crotoxina, é uma mistura de varias isoformas que diferem
significativamente na sua estrutura molecular.

Este trabalho teve como objetivo o estudo comparativo das atividades enzimaticas: PLA2,
coagulante e hemorragica, das pegonhas totais e suas fragdes, de serpentes da subfamilia Crotalinae
(B. alternatus, B. jararaca, B. moojeni e C. durissus sp.).

As pegonhas foram centrifugadas, o sobrenadante amarelo limpido obtido foi aplicado a uma
coluna de Sephadex G-75, equilibrada com o mesmo tampao da amostra. Foi feita a dosagem de
proteinas pelo método do Microbiureto.

Foram estudadas as atividades coagulante, PLA2 e hemorragica. As eletroforeses foram
realizadas para o acompanhamento dos fracionamentos.

A pegonha mais coagulante foi a de B. jararaca, seguida por B. moojeni e C. Durissus sp.
No entanto, a fragdo com maior atividade coagulante dentre as pegonhas estudadas foi a fracio D2
de C. durissus.

A peconha botropica mais hemorragica foi a de B. alternatus, seguida pela de B. moojeni e
B. jararaca. E interessante observar que as principais toxinas hemorragicas botropicas sdo os
componentes de maior PM das peconhas, pois foram eluidas sempre na primeira fracdo do Sephadex
G-75 e apresentaram PM entre 30.000 e 65.000 por PAGE-SDS. Nossos resultados mostram que
esta atividade ¢ particularmente importante para pegonhas botrdpicas, pois foi encontrado na
maioria das fragdes isoladas e pouco significante para pegonhas crotalicas.

A pegonha com maior atividade PLA2 foi a B, moojeni, seguida pela peconha de C.
durissus e B. alternatus, a de menor atividade foi a de B. jararaca. Para as peconhas de B. moojeni
e C. durissus esta enzima deve ser especialmente importante, pois as isoformas de maior atividade
especifica estavam presentes nas principais fragdes obtidas, representando mais de 40% do total de
proteinas da peconha. Deve ser ressaltado que a atividade PLA?2 ¢ a principal responsavel pelo efeito
miotoxico local apresentado pelas peconhas botropicas, e pelo efeito neurotoxico e letal das
pegonhas de Crotalus durissus sp.
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ABREVIACOES USADAS

Ca(l, - Cloreto de Calcio

DMH - Dose minima Hemorragica

EDTA - Acido etilenediaminetetra acético
Hel - Acido Cloridrico

NaOH - Oxido de Sédio

NH4HCO; - Bicarbonato de Amoénio

PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida
pH - Ponto Hidrogeniénico

PLA2 - Atividade fosfolipasica

SDS - Dudecil Sulfato de Sodio

TEMED - N’ N’ N’ N’ - Tetrametiletilenodiamino
UFU - Universidade Federal de Uberlandia
USP - Universidade de Sao Paulo

V.B. - Veneno Bruto
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1.0 - INTRODUCAOQ

As serpentes possuem um atributo a mais para a digestao de seu
alimento, a presenga da pegonha. As serpentes “néo peconhentas™ também
possuem veneno usado como auxiliar na digestio, mas ndo possuem
mecanismo inoculador, presente nas serpentes ditas peconhentas. O que
difere uma serpente ndo pegonhenta de uma pegonhenta é a capacidade que
as ultimas tém de inocular a sua pegonha (Storer, 1990).

As principais serpentes pegonhentas estdo compreendidas em trés
familias: Hydrophidae, Elapidae e Viperidae (Schmidt,1976: Klemmer,
1963:Kochva,1987). Elas possuem um par de dentes especializados, nos
dois ossos maxilares, os quais conduzem a pe¢onha, usada para matar o
animal e também para a sua defesa. A pegonha é injetada por agdo capilar.
As serpentes ndo pegonhentas ndo possuem sistema inoculador de Veneno,
produzindo-o apenas para a digestdo de seus alimentos.

As serpentes da familia Viperidae possuem uma maior especializagdo
em termos de inoculagdo da pegonha. Suas presas canaliculadas e curvadas
para tras, na porgdo anterior do maxilar superior, permitem a erecao das
mesmas no momento do bote (Grantsau, 1991). A pegonha é secretada por
um par de glandulas, uma em cada lado do maxilar superior, e ligada por um
ducto a presa (Storer, 1991).

No Brasil as serpentes da familia Viperidae, subfamilia Crotalinae,
compreendem o0s géneros: Bothrops, conhecidas popularmente como
jararacas; Crotalus, as cascavéis; e Lachesis conhecidas por surucucu
(Grantsau, 1991).

O género Bothrops compreende vinte espécies. dentre as quais
Bothrops moojeni, Bothrops alternatus, ¢ a Bothrops neuwiedi; a espécie B.
neuwiedi se divide em doze subespécies; o género Crotalus tem uma
especie, a Crotalus durissus e seis subespécies: o género Lachesis tem uma
especie, a Lachesis muta e duas subespécies (Grantsau, 1991).

A pegonha tem aproximadamente 90% de seu peso seco em proteinas,
compreendendo grande variedade de enzimas e toxinas ndo enzimaticas
(Schmidt, 1976). A parte ndo protéica ¢ representada por carboidratos,
lipideos e compostos de baixo peso molecular, como nucleosideos e
diversos ions (Chippaux, 1991). Muitas pegonhas tém uma cor amarelada
devido a presenga de L-minoécido-oxidase, a qual contém riboflavina como
um grupo prostético (Barraviera, 1994).

As serpentes do género Bothrops se caracterizam por apresentarem
pegonhas com intensa agdo coagulante e atividade proteolitica, causar



'y

)

)

ARXAA LA T ESETLDELES N

)

mionecrose no local da picada e por induzir estado de choque, que é a causa
mais frequente de morte.

O simples teste de coagulagdo tem sido usado no diagndstico de
envenenamento sistémico por Bothrops, no Brasil. A maioria das picadas
ocorrem em areas rurais onde os laboratorios ndo tém equipamentos
adequados, tendo condi¢des somente para a realizagdo de testes basicos
(Sano-Martins, 1994). Por isso, o teste de coagulagdo ¢ recomendado pelo
Ministério da Satde, para o diagnostico e tratamento de acidentes
Botropicos (Sano-Martins, 1994). A pegonha botrépica induz a coagulagio
por produzir atividade semelhante a tromboplastina; possuir um ativador do
fator X: ativar o fator V; ativar a protrombina e possuir atividade semelhante
a trombina.

A maioria dos venenos botropicos tém capacidade de ativar o fator X
e a protrombina na cascata da coagulagdo sanguinea. Quando ocorre a
ativagdo do fator X, ha também consumo de fatores V, VII e plaquetas,
levando a produgdo do quadro de coagulagdo intravascular disseminada
(Barraviera, 1994).

A agdo coagulante que as pegonhas das serpentes dos géneros
Bothrops, Crotalus e Lachesis tém ¢ devida principalmente a capacidade de
transformar diretamente o fibrinogénio em fibrina (Barraviera, 1994),
conhecida como agdo coagulante do tipo trombina. Mas, de forma distinta a
da trombina este componente ndo ativa o fator Xl da coagulagio,
resultando no consumo de fibrinogénio com incoagulabilidade sanguinea.

O envenenamento sistémico de humanos por serpentes do género
Bothrops, Lachesis e Crotalus no Brasil tem resultado na incoagulabilidade
sanguinea (Sano-Martins,1994).

A pegonha botropica também pode causar hemorragia local ou
sistémica a nivel de pulmdes, cérebro e rins. O edema no local da picada ¢
decorrente de lesdo toxica no endotélio de vasos sanguineos, causada
provavelmente por:

- toxinas hemorragicas, que rompem a microvasculatura, induzindo
extravasamento;

- fosfolipases A2 (PLA2), que induzem a liberagdo de compostos
farmacologicamente ativos;

- proteases, que agem sobre o cininogénio e liberam cininas, que
podem ser ativadas pelo fator XII da coagulagdo, liberado pela lesao da
microvasculatura;

- componentes do sistema complemento, que participam nas reagdes
inflamatoérias (Gutierrez, 1989).
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A ac¢do vasculotoxica sistémica é causada por fatores hemorragicos
denominados hemorraginas. Estas agem sobre vasos capilares, destruindo
micialmente a membrana basal e causando posteriormente sua ruptura.

As serpentes do género Crotalus apresentam forte letalidade, alta
atividade neurotoxica e miotoxica, e fraca propriedade proteolitica,
hemorragica e efeito formador de edema (Gutierrez, 1991). A principal
toxina da pegonha de Crotalus, a crotoxina, é uma mistura de varias
isoformas que diferem significativamente na sua estrutura molecular (Faure,
1978).

A crotoxina ¢ composta de duas subunidades, uma proteina com
caracteristicas basicas, denominada fosfolipase A2 de baixa toxicidade, e
uma proteina acida denominada crotapotina, que potencia a toxicidade mas
inibe a atividade da fosfolipase A in vitro. A ligagdo quimica entre a
fosfolipase A2 e a crotapotina é uma ligagdo fraca e reversivel (Conti,
1986).

As fragbes neurotoxicas do veneno crotalico sdo aquelas que
produzem efeitos tanto a nivel de sistema nervoso central quanto de sistema
nervoso periférico. Apresentam como principal componente neurotoxico a
crotoxina, responsavel por um maior efeito no bloqueio da transmissdo
neuromuscular, sugerindo que as paralisias motoras e respiratorias no
acidente crotalico sejam decorrentes do bloqueio da jungdo neuromuscular.
Pode-se concluir que esta neurotoxina atue a nivel pré-sinaptico, inibindo a
liberagao de acetilcolina (Barraviera, 1994).

A atividade miotoxica sistémica caracterizada pela liberagdo de
mioglobina para o sangue e a urina, estd bem estabelecida com base em
observagdes clinicas, dados laboratoriais e comprovagdes por meio de
bidpsia muscular. A crotamina (Chang, 1978), uma miotoxina desta
pegonha, € capaz de causar a despolarizagdo do potencial de membrana de
c€lulas musculares, induzindo um influxo de célcio.

O efeito miotéxico no local da picada predomina na pegonha de
serpentes do género Bothrops, enquanto a miotoxicidade sistémica ocorre
nas picadas por Crotalus, sendo a espécie Crotalus durissus Sp. € suas
subespécies altamente neurotoxicas (Schmidt, 1976).

Para melhor compreender os diversos efeitos causados no
envenenamento ofidico, os pesquisadores tém isolados as diferentes toxinas
das pegonhas e estudado suas caracteristicas estruturais e atividades
biologicas. Assim, do veneno de B. neuwiedi foram isolados dois fatores
hemorragicos denominados NHFa e NHFb (Mandelbaun et al., 1984); trés
(HF1,HF2,HF3) de B. jararaca (Assakura et al, 1986) e trés de B. insularis
(Selistre et al, 1990a).
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A variagdo de uma toxina dentro de uma espécie, pode ser observada
em fungdo da idade, das condi¢des de vida e da distribuigdo geografica
(Iwanaga e Suzuki, 1979). Mas também podem ser observadas similaridades
entre a pegonha do filhote de uma subespécie, C. d. durissus, com a
peconha do adulto de outras subespécies, a C. d. terrificus, (Gutierrez,
1991). A presenga e concentragdo de toxinas na pegonha ¢ 0 seu respectivo
efeito ¢ caracteristica de cada espécie (Chippaux,1991).

As hemorraginas isoladas de venenos botropicos sdo proteinas
estruturalmente similares. Foi também verificado que estas hemorraginas
tém epitopos similares as hemorraginas de Crotalus norte-americana.

A agdo dos fatores hemorragicos pode estar relacionada com a
atividade proteolitica, podendo causar lesdes nos capilares devido a uma
agao direta dessas enzimas (Mandelbaum, 1990).

As PLA2 sdo enzimas que catalisam a hidrolise da ligagdo 2-acil éster
de 3-n-fosfolipideo, liberando 4cidos graxos livres e lisofosfatideos
(Chippaux,1991). Esta enzima ¢ extremamente estavel, tendo sido isolada
de uma variedade de venenos, como os de abelhas e serpentes. Nas
pegonhas de serpentes estas enzimas exercem fungdo como: miotoxicidade:
indugéo da agregagao plaquetéria; efeito hemolitico indireto; edematogénico
e anticoagulante (Kini e Evans, 1989). Varias miotoxinas com atividades
PLA2 ja foram isoladas de pegonhas botropicas, tais como: bothropstoxina
Il de B. jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al, 1988), trés miotoxinas da
pegonha de B. asper (Gutiérrez et al, 1984a, b, ¢, 1986a), uma miotoxina
acida de B. insularis (Selistre et al, 1990a, b) e uma miotoxina de B. atrox
(Lomonte et al, 1990).

Alguns fatores coagulantes de pegonhas botropicas também foram
1solados, como a batroxobina da Bothrops atrox (Fichman e Henriques,
1962), um fator coagulante do veneno de B. insularis (Selistre, 1985) e um
de B. jararaca (Mandelbaum et al., 1982).

As alteragdes da coagulagdo sanguinea tém sido mvestigadas in vitro
¢ i vivo. O veneno de B. jararaca possui uma fracdo denominada
botrocetina, que tem atividade agregante plaquetaria in vitro (Seegers &
Ouyang, 1979). Os venenos de outras serpentes, entre elas a Crotalus
durissus terrificus e Bothrops atrox, possuem fragdes denominadas
respectivamente de convulxina e trombocetina, que induzem agregacio
plaquetdria e aglutinagio das plaquetas in vitro (Barraviera, 1994).

Com base nas similaridades existentes entre as pegonhas € produzido
no Brasil o soro antibotropico a partir de um pool de cinco espécies de
Bothrops (Leite, 1991).
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Existem portanto, algumas enzimas presentes nas pecgonhas
crotalineas que sao responsaveis pelos principais efeitos observados apos o
envenenamento, destacando-se as atividades: PLA2, coagulante e
hemorragica.

A analise destas enzimas em pegonhas das diferentes espécies podem
nos mostrar semelhangas e diferengas caracteristicas de cada uma.
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2.0 - OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o estudo comparativo das atividades
enzimaticas: PLA2, coagulante e hemorragica, das pegonhas totais ¢ suas
fragdes, de serpentes da subfamilia Crotalinae (B. alternatus, B. jararaca,
B. moojeni e C. durissus sp.). O rendimento de cada fracionamento foi
acompanhado.

Todas as pegonhas e suas respectivas fragdes foram monitoradas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condigbes nativa e

desnaturante.
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3.0- METODOLOGIA
3.1 - OBTENCAO DO VENENO:

A pegonha bruta de Bothrops moojeni ¢ B. alternatus foi gentilmente
doada pela Professora Vera Licia Brites, do Departamento de Biociéncias
da UFU. As pegonhas de Crotalus durissus sp. e Bothrops jararaca foram
obtidas do Instituto Butantan. A pegonha de Crotalus consiste em um pool,
coletado das seis subespécies de Crotalus durissus brasileiras, a saber: C. d.
cascavela, C. d. collilineatus, C. d. marajoensis, C. d ruruima, C. d.
terrificus e C. d. dryinus.

As pegonhas de B. moojeni e B. alternatus estavam no estado liquido,
congeladas a -20° C, enquanto que as de B. jararaca e C. durissus estavam
dessecadas.

3.2 - ENSAIOS BIOLOGICOS

Os camundongos albinos ¢ machos utilizados foram fornecidos pelo
Biotério da empresa VALEE NORDESTE S/A, em Uberlandia - MG, e pelo
Biotério da USP - Ribeirdo Preto S.P.

O plasma sanguineo foi gentilmente doado pelo setor do Banco de
Sangue, Fundagdo Hemominas UFU.

3.3 - FILTRACAO DA PECONHA TOTAL EM GEL DE SEPHADEX
G-75
3.3.1 - PREPARACAO DA RESINA.

Inicialmente a resina foi colocada para inchar em agua destilada,
segundo indicagdes do fabricante. Posteriormente a resina foi suspensa em
solugdo de NaOH 0,5 N, filtrada em funil de placa porosa em um sistema a
vacuo e lavada com agua destilada até a obten¢do de uma solugdo de pH
neutro; repetiu-se 0 mesmo processo com HCI 0,5 N, elevando-se o pH com
exaustivas lavagens com 4gua. Finalmente foi suspensa em tampao
bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.8.

A resina foi conservada acrescentando-se Azida Sodica, na proporg¢ao
de 1 mL de Azida para cada 1000 mL de solugdo tampdo de eluigdo das
cromatografias.
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3.0- METODOLOGIA
3.1 - OBTENCAO DO VENENO:

A pecgonha bruta de Bothrops moojeni e B. alternatus foi gentilmente
doada pela Professora Vera Licia Brites, do Departamento de Biociéncias
da UFU. As pegonhas de Crotalus durissus sp. e Bothrops jararaca foram
obtidas do Instituto Butantan. A pegonha de Crotalus consiste em um pool,
coletado das seis subespécies de Crotalus durissus brasileiras, a saber: (. d.
cascavela, C. d. collilineatus, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, C. d.
terrificus e C. d. dryinus.

As pegonhas de B. moojeni e B. alternatus estavam no estado liquido,
congeladas a -20° C, enquanto que as de B. jararaca ¢ C. durissus estavam
dessecadas.

3.2 - ENSAIOS BIOLOGICOS

Os camundongos albinos ¢ machos utilizados foram fornecidos pelo
Biotério da empresa VALEE NORDESTE S/A, em Uberlandia - MG, e pelo
Biotério da USP - Ribeirdo Preto S.P.

O plasma sanguineo foi gentilmente doado pelo setor do Banco de
Sangue, Fundagdo Hemominas UFU.

3.8 - FILTRAGAO DA PECONHA TOTAL EM GEL DE SEPHADEX
G-75
3.3.1 - PREPARACAO DA RESINA.

Inicialmente a resina foi colocada para inchar em agua destilada,
segundo indicagdes do fabricante. Posteriormente a resina foi suspensa em
solu¢do de NaOH 0,5 N, filtrada em funil de placa porosa em um sistema a
vacuo e lavada com agua destilada até a obtengdo de uma solugdo de pH
neutro; repetiu-se 0 mesmo processo com HCI 0,5 N, elevando-se o pH com
exaustivas lavagens com dgua. Finalmente foi suspensa em tampdo
bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.8.

A resina foi conservada acrescentando-se Azida Sodica, na proporgao
de 1 mL de Azida para cada 1000 mL de solugdo tampdo de eluicdo das
cromatografias.
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3.3.2 -PREPARAGAO DAS PECONHAS

Para as pegonhas que estavam liofilizadas foram pesados 300 mg ¢
dissolvidos em 1mL de tampao bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.8
(NH,HCO;). E para as pegonhas que estavam liquidas foram centrifugados
ImL da pegonha acrescidos de 1mL do mesmo tampao. Apos centrifugar a
1000 g por 10 min, o sobrenadante foi separado, e ao precipitado
acrescentou-se mais 1 mL do tampdo centrifugado-o novamente nas mesmas
condigdes, até que se adquiriu uma solugdo limpida.Os sobrenadantes foram
juntados € denominados Veneno Bruto (V.B.).

3.3.3 - FILTRACAO DA PECONHA TOTAL:

Do sobrenadante amarelo limpido, com um volume final de
aproximadamente 4 mL, foram retiradas e armazenadas trés aliquotas de 10
ul, cada, para dosagem de proteinas ¢ realizagdo de testes enzimaticos. O
restante foi aplicado em coluna de Sephadex G-75, com 2,0 x 106 ¢m de
dimeng¢do, equilibrada previamente com o mesmo tampao em temperatura
ambiente, exceto quando especificado. Foram coletadas fragdes de 5 mL,
num fluxo de 20 mL/h em um coletor de fragdes da INCIBRAS.

Para cada fragdo foi lida a absorbancia em Ajgy; nm em
espectrofotomero SPEKOL, ¢ posteriormente tragado um grafico.

3.4 - DOSAGEM QUANTITATIVA DE PROTEINA

As amostras contendo de 0,1 a 2,0 mg / 1 mL de proteina foram
dosadas pelo método do Microbiureto, conforme descrito por ITZHAKI e
GILL (1964). A reta padrao foi construida com soroalbumina bovina (BSA),

considerando se o seu coeficiente de extingdo molar E1.0 mgmL em 278, =
0,666 (DOTY e GEIDUSCHEC, 1953).

3.5 - ATIVIDADES ENZIMATICAS IN VITROE IN VIVO
3.5.1- ATIVIDADE COAGULANTE

O plasma foi separado em aliquotas de 200 puL cada, e incubado em
banho-maria a 37°C .
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Cada amostra contendo 10 pg de proteina foi completada para 50uL
de salina (NaCl a 0.9%), esta solugdo foi aplicada aos 200 uL do plasma
incubado a 37°C.

A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de
coagulagdo pelo imediato sinal de formagdo da rede de fibrina, apos
adicionar as amostras ou o controle contendo somente solugdo de CaCl, a
0,25M.

3.5.2 - ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

Foi determinada por titulagdo potenciométrica segundo o método
descrito por DE HAAS et al (1968). Como substrato foram utilizados 1.5 mL
de uma emulsdo contendo uma gema de ovo em 50 mL de agua destilada,
ImL de desoxicolato de sodio 0.03M e 0,1 mL de CaCI2 0,6M e o volume
final foi completado para 10 mL com agua destilada.

A quantidade de amostra ensaiada foi de 20uL para a determinacéo da
atividade ao longo do perfil cromatografico e de 20ug de proteina para a
atividade especifica da pegonha total e suas fragdes.

Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com
NaOH 0,1248N em pH 8.0 e temperatura ambiente. A atividade foi expressa
em microequivalentes de base consumida por minuto, por mL, e a atividade
especifica pelo nimero de microequivalentes de base consumida por minuto,
por mg de proteina.

3.5.3 - ATIVIDADE HEMORRAGICA

Realizada segundo NIKAI (1984).

As amostras com cerca de 10ug da pegonha total e suas fragdes foram
diluidas em 50uL de Salina, e inoculadas por via intradérmica em dorso de
camundongos machos, anestesiados com éter etilico. Apés trés horas da
aplicagdo, os animais foram sacrificados, as peles removidas e a atividade
evidenciada pela presenga de halo hemorragico.

3.5.3.1 - Determinag¢iao da DMH

A dose minima hemorragica (DMH) foi determinada somente para as
pegonhas brutas.

Foram testadas trés doses de cada peconha, preparadas como descrito
no item anterior, contendo 5, 10 e 15 pg de proteinas respectivamente e
utilizados trés animais para cada dose. Os halos hemorragicos foram
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medidos em dois angulos retos (90°), utilizando-se um paquimetro. Foi
definida como DMH a menor concentragdo de proteinas necessaria para
produzir um halo hemorragico com 10 mm’ de didmetro.

O calculo da DMH foi realizado tirando-se inicialmente a média
aritmética para cada dose aplicada ¢ colocando-se este valor em grafico de
cm? de halo hemorragico versus massa de proteinas. Por regressdo linear foi
encontrado o valor da DMH para cada pegonha.

3.6 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)
3.6.1 - PAGE - SDS (LAEMMLI, 1970)
Foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida na presenga
de agentes desnaturantes (SDS) em concentra¢do de 15% em acrilamida,

para a estimativa dos pesos moleculares aparentes das proteinas contidas nas
pegonhas.

Solugdes estoque Volume ul

Gel de separagdo Gel de empilhamento
Tris - HC1 2M pH 8.8 1175 -
Tris - HCl 2M pH 6.8 ; 125
Agua desionizada 75 20
EDTA 200mM 75 20
Acrilamida:Bis-acrilamida (30:0.8) 3125 325
Agua desionizada 1750 1500
TEMED TS 25
PSA (10% p/v) 37.5 -

O tampao dos eletrodos foi constituido por 0,1M de Tris, 7.8 mM de
EDTA e 0,3% de SDS. Para o eletrodo superior foi adicionado ao tampio
0,77M de glicina.

As amostras contendo cerca de 30ug de proteinas foram dissolvidas
em agua desionizada com 50% de STOP, 10% de B - Mercaptoetanol, e
fervidas por dois minutos em banho maria a 100°C,

O tampdo da amostra, o STOP, foi preparado com 0,187 M de Tris-
HCI pH 6.8, 6% de SDS, 6mM de EDTA, azul de bromofenol e 27,6% de
glicerol.
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4.0 - RESULTADOS
4.1 - FRACIONAMENTO DAS PECONHAS

Os fracionamentos realizados em gel de Sephadex G - 75. como
descrito no item 3.2, foram esquematizados nas figuras de 1 a 4.

O perfil cromatografico feito pela leitura da absorbancia em 280 nm e
a atividade PLA2 determinada ao longo do perfil, sdo mostrados nas figuras
de 5 a 8. As fragdes obtidas foram designadas de M1 a M5 para B.moojeni;
J1 a J7 para B. jararaca; Al a AS para B. alternatus e D1 a D4 para C.
durissus.

Conforme se pode observar pelas figuras 5 e 6 o perfil cromatografico
obtido nos fracionamentos de B. moojeni ¢ B. jararaca sio muito
parecidos, enquanto que o perfil de B. alternatus se assemelha mais ao de
C. durissus sp (figuras 7 e 8).
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Pegonha bruta de B. moojeni
2
Tampao NH4HCO3 0,05 M pH 7.8
i
Sobrenadante
2
Sephadex G-75

Ml M2 M3 M4 M5 M6
1 1

3 3 3 3

Figura 1 - Fluxograma da purificagdo parcial de proteinas biologicamente
ativas da pegonha de B. moojeni

Legenda: 1- Atividade Fosfolipasica
2- Atividade coagulante
3- Atividade Hemorragica

13
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Peconha bruta de B. jararaca
2
Tampao NH4HCO3 0,05 M pH 7.8
\A
Sobrenadante
)
Sephadex G-75

I 2 B M )5 J6 7
S
2 2
< S S Ol
Figura 2 - Fluxograma da purificagdo parcial de proteinas biologicamente
ativas da pegonha de B. jararaca

Legenda: 1- Atividade Fosfolipasica
2- Atividade coagulante
3- Atividade Hemorragica
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Peg¢onha bruta de B. alternatus
A
Tampéao NH4HCO3 0,05 M pH 7.8
$
Sobrenadante
¥
Sephadex G-75

Al A2 A3 A4 AS

Figura 3 - Fluxograma da purificagao parcial das proteinas biologicamente
ativas da pegonha de B. alternatus.

Legenda: 1- Atividade Fosfolipasica
2- Atividade coagulante
3- Atividade Hemorragica

15
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Pegonha bruta de C. durissus
\:
Tampao NH4HCO3 0,05 M pH 7.8
X
Sobrenadante
1
Sephadex G-75

DI D2 D3 D4 D5
1
2 2
3
Figura 4 - Fluxograma da purificagdo parcial das proteinas biologicamente
ativas da pegonha de C. durissus.

Legenda: 1- Atividade Fosfolipasica
2- Atividade coagulante
3- Atividade Hemorragica
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Pegonha bruta de C. durissus
2
Tampao NH4HCO3 0,05 M pH 7.8
2
Sobrenadante
\
Sephadex G-75

P D2 D3I D4 DS
1
2 2
3
Figura 4 - Fluxograma da purificagdo parcial das proteinas biologicamente
ativas da pegonha de C. durissus.

Legenda: 1- Atividade Fosfolipasica
2- Atividade coagulante
3- Atividade Hemorragica

16
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Figura 6 - Fracionamento de 195,64 mg de proteina, da pegonha de B.
Jararaca em Sephadex G-75, em uma coluna de 106 x 2,0 cm, tampao
Bicarbonato de Amonio 0,05M pH 7,8 Fluxo de 20 mL/h. a 4° C.

Numero de tubos (5 mL/tubo)
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Figura 6 - Fracionamento de 195,64 mg de proteina, da pegonha de B.
Jararaca em Sephadex G-75, em uma coluna de 106 x 2,0 cm, tampdo
Bicarbonato de Aménio 0,05M pH 7.8 Fluxo de 20 mL/h. a 4° C.
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Figura 8 - Fracionamento de 267,55 mg de proteina, da pegonha de (.
durissus em Sephadex g-75, em uma coluna de 106 x 2.0 cm., tampdo

Bicarbonato de Aménio 0,05M pH 7.8 Fluxo de 20 mL/h. a 4° C
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Tabela 1- Atividade enzimatica especifica e rendimento das fragoes
da pegonha de B. moojeni obtidas por filtragio em Sephadex G-75.

Fragoes Proteinas* Atividade Fosfolipasica (PLA2)**
A2go %recup.  mg %recup. U totais recup. AE. U/mg fat pur.

Pec.bruta 38239 100 242,20 100,0 162274 100 67 1,0
MI 7036 184 3725 189 ) " . 4
M2 3928 103 3325 169 : § 5 )
M3 9243 242 8492 432 85769 52 101 1,5
M4 2085 55 1515 17 206 12 13.64 02
M5 2322 61 1305 6.6 : ) 3 ’
M6 53.17 140 12,60 64 - : 2 "

Total 299.65 78.5 196,22 81,0 87829 532 5 %

*Quantificagdo pelo método do microbiureto
**M¢édia de dois ensaios

PCCREECSE R e e o s oo
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Figura 8 - Fracionamento de 267,55 mg de proteina, da pegonha de C.
durissus em Sephadex g-75. em uma coluna de 106 x 2.0 cm, tampdo
Bicarbonato de Aménio 0,05M pH 7.8 Fluxo de 20 mL/h. a 4° C..
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Tabela 2 - Atividade enzimatica especifica e rendimento das fragdes
da peconha de B. jararaca obtidas por filtragdo em Sephadex G-75

Fragdes

Proteina

Atividade Fosfolipasica

A2g80 9 recup. mg Y%recup. U totais recup. A.E. U/mg fator purf
Pec. bruta 355,19 100,0 195,64 100,0 3.463 100 17.3 1

J1 33.9 9.5 66,02 37.65 - = - =

J2 1152 3.2 11,52 6,57 203 6.8 17.68 1,02

J3 356 11.1 17,60 10,04 715.4 20,6 40,65 2.3

J4 102,90 29.0 48,82 27.84 1367 39.5 28 1.6

J5 2.40 0,7 5,85 3,34 - - - -

J6 18,23 5.1 22.06 12,58 - - - -

J7 17,21 4.8 3.50 1,98 - - - -
Total 255.00 63.4 17537 89,64 22844 66,9 - -
*Quantificag¢do pelo método do microbiureto
**Meédia de dois ensaios
e ge e g g 8 f & €. FFE et e e r £ I
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Tabela 1- Atividade enzimatica especifica e rendimento das fragdes
da pegonha de B. moojeni obtidas por filtragdo em Sephadex G-75.

Fragdes Proteinas* Atividade Fosfolipasica (PLA2)**
Ango %Yorecup. mg Yrecup. Utotais recup. A.E. U/mg fat pur.
Pec.bruta 38239 100 24220 100,0 16227.4 100 67 1,0

Ml 7036 18.4 37.25 18.9 - - - -

M2 3928 103 3325 16,9 - - - -

M3 9243 242 84,92 43,2 8576,9 52 101 15

M4 2083 5.5 15,15 7.7 206 1.2 13.64 0.2

M35 2322 6.1 13,05 6,6 - - - -

M6 53.17 14.0 12,60 6.4 - - - -
Total 29965 785 196,22 81.0 8782,9 53,2 - -
*Quantificagdo pelo método do microbiureto
**Média de dois ensaios
e ¥ e & & ( e e & .8 8 e e & & et & - i



Tabela 4 - Atividade enzimatica especifica e rendimento das fragdes da pegonha
de C. durissus sp obtidas por filtragdo em Sephadex G-75

Fragdes Proteina Atividade Fosfolipasica
A280 9 Tecup. mg Yo recup. U totais recup. A.E. U/mg fator purif.
Peg.total 365 100 267,55 100 9257,2 100 34.6 |
D1 331 09 6,2 2,32 - - - -
D2 204,7 60 138,25 31,67 6594,5 71 47,7 1.4
D3 2047 43 16,25 6,17 - - - -
D4 27,22 174 15,95 5.96 - - - -
Total 2627 758 22438 8389 65945 71 - -

*Quantificagdo pelo método do microbiureto
*¥*Meédia de dois ensaios
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Tabela 3 - Atividade enzimatica especifica e rendimento das fragdes
da pegonha de B. alternatus obtidas por filtragdo em Sephadex G-75

Fragoes Proteina

A280 9, recup. mg % recup.

Peg.total 308,25 100 193,65 100

Al 89,82 2914 258 13,32
A2 10,68 3,46 4.5 2.3
A3 123,23 40,97 64,1 33,10
Ad 15,53 5,38 (e 4,0
AS 42,14 13,67 334 17,28

Total 2814 9128 19365 700

*Quantifica¢do pelo método do microbiureto
**¥Meédia de dois ensaios

2 Y Y EEEYE NI Y

(

Atividade 133:39.8
U totais recup. A.E. U/mg fator purif.
65454 100 33.8 100

T A R R E R R R
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4.3 - ATIVIDADES BIOLOGICAS

As atividades coagulante ¢ hemorragica foram ensaiadas em todas as
pegonhas e nas fragdes.

Os resultados obtidos para a atividade hemorragica provocada tanto
pela pegonha total, quanto pelas fragdes sdo apresentados na figura 10.
Pode-se verificar que as fragdes correspondentes ao primeiro pico do
fracionamento das pegonhas botropicas sio as principais responsaveis por
este efeito.

Em B. moojeni e B. jararaca esta atividade foi encontrada nas quatro
primeiras fragdes, em B. alternatus encontrou-se nas trés primeiras e em C.
durissus fol encontrada apenas na segunda fracéo.

A DMH calculada para as pegonhas botropicas é mostrada na figura
11 e foi obtida como descrito no item 3.5.3.1. Para C. durissus nio foi
determinada, pois esta possui uma atividade hemorragica muito baixa (ver
figura 10) tendo entretanto um alto efeito letal. Com isso as doses
necessarias para se calcular a DMH causavam a morte dos camundongos,
antes do tempo necessario para a verificagio desta atividade.

A atividade coagulante sobre o plasma foi realizada para as pegonhas
totais e suas fragdes, conforme descrito no item 3.5.1 e ¢ mostrada na tabela
5. Pode se verificar que a pegonha de B. jararaca é a mais coagulante,
enquanto que a de C. durissus € a menos coagulante.
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Amostras

Figura 9- Atividade PLA2 sobre a gema do ovo
realizada com 20 pg de proteina das pegonhas
totais e suas fragdes. As amostras foram aplicadas
em substrato pH 8 e tituladas com NaOH 0,1242N
por trés minutos em temperatura ambiente. A
atividade especifica foi expressa em U/mg/min
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Figura 11 (a -c) - Determinagiio da Dose Minima Hemorragica das peconhas totais
de B. moojeni (a). B. jararaca (b) e B. alternatus (c). O ensaio foi realizado
utilizando-se de 5 a 15pg de proteina dissolvidas em 0.05 ml de soluciio salina
fisiologica ¢ injetadas por via intradérmica no dorso de camundongos machos. Para
cada dose foram utilizados em média trés animais
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Figura 10 - Atividade hemorragica realizada com 10 pug de proteina tanto para
pegonha total quanto para as suas fragdes abtidas da filiragdo em Sephadex G - 75, a
medida do halo foi expressa em cm’. As amostras foram dissolvidas em 0,05 ml de
solugdo salina e injetadas intradérmico no dorso de camundongo.O halo foi verificado
em comparagio com um controle
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4.4 - ELETROFORESES (PAGE)

Para acompanhar o fracionamento das proteinas contidas nas
diferentes pegonhas, foram realizadas eletroforeses (PAGE) em condigdes
nativas e desnaturantes (SDS), como mostrado nas figuras de 12 a 15.
Realizado conforme descrito no item 3.6.

As fragdes obtidas nos fracionamentos ainda estao bastante impuras,
dado o elevado nimero de bandas que podemos visualizar para cada fragdo
nas PAGEs ndo desnaturantes (figuras 12 a 15).

A PAGE - acida para pegonha e fragdes de B. moojeni mostra que os
principais componentes da pegonha sdo proteinas acidas (mobilidade
eletroforética intermediaria ou elevada), e que estes componentes estdo
presentes na fragdo M2 que contém as proteinas coagulantes e
hemorragicas(figura 1). PAGE - SDS mostra que a fragio M2 é formada
principalmente por proteinas com P.M. entre 24000 e 36000 (figura 12).

A PAGE - 4cida para pegonha ¢ fragdes de B. jararaca mostra que as
proteinas estdo distribuidas ao longo do perfil eletroforético, sendo que as
fragdes J5 a J7 ndo apresentaram bandas eletroforéticas. PAGE - SDS
mostra que as fragoes J1 e J2 ,que contém as proteinas coagulantes e
hemorragicas, sdo compostas principalmente, por proteinas com P.M. entre
66000 e 45000 (figura 13).

Para a pegonha bruta de B. alternatus e suas fragdes a PAGE - 4cida
mostra que as principais proteinas da pegonha bruta estdo presentes na
fragdo A3 que contém as proteinas PLA2 e hemorragicas (figura 3). A PAGE
- SDS mostra que esta fragdo ¢ composta principalmente por proteinas com
P.M. entre 29000 ¢ 14200 (figura 14).

A pegonha bruta e as fragdes de C. durissus sp. apresentam uma
baixa mobilidade em PAGE - é4cida, demonstrando que os seus principais
componentes devem ser proteinas basicas. A PAGE-SDS mostra que a
banda principal desta pegonha tem PM aparente de 18000 e que estas
proteinas estdo contidas principalmente na fragio D2 (figura 15).



30

Tabela 5: Atividade coagulante realizada com cerca de 10 ng de proteina das pegonhas totais e suas fragdes, obtidas da
Filtragdo em Sephadex G - 75. O plasma foi incubado a 37°C, as amostras foram aplicadas e o tempo cronometrado até a
formagdo da rede de fibrina, em comparagdo com um controle contendo Ca Cl, 0,25M.

B. moojeni ) B. jararaca B. alternatus C. durissus
Fragoes temp.de coag.*  Fragdes temp.de coag.*  Fragdes temp.de coag.* Fragoes temp.de coag.*
|0, 27 V.B. 238 V.B. 40 V.B. 43
M1 20 I 17,5 Al 34 D1 37,1
M2 16 J2 121,5 A2 186 D2 14,7
M3 194.6 J3 = A3 e D3 e
M4 Ex 14 * & Ad % D4 %k
ZM * %k .—m * %k .\Pm %
M6 * % J6 # ok
J7 * K
Controle 540 _Controle 540 . Controle 540 =~ Controle 540

* O tempo de coagulagio foi marcado em segundos
** Estas fragdes ndo apresentaram atividade coagulante
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Figura 12-(a) Figural2-(b)

Firgura 12- Eletroforese da pegonha de B. moojeni e suas fragdes em gel de
poliacrilamida a 15%.(a) com agentes desnaturantes (SDS); e (b) sem agentes
desnaturantes em pH 4,5. Com uma corrente constante e voltagem de 20mA por
duas horas e meia.

Figura 13-(a) Figura 13-(b)

Firgura 13- Eletroforese da pegonha de B. jararaca e suas fragdes em gel de
poliacrilamida a 15%.(a) com agentes desnaturantes (SDS); e (b) sem agentes
desnaturantes em pH 4,5. Com uma corrente constante e voltagem de 20mA por
duas horas e meia.
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Figura 14-(a) Figura 14-(b)

Firgura 14- Eletroforese da pegonha de B. alternatus e suas fragdes em gel de
poliacrilamida a 15%.(a) com agentes desnaturantes (SDS); e (b) sem agentes
desnaturantes em pH 4.5. Com uma corrente constante e voltagem de 20mA por
duas horas e meia.

Figura 15-(a) Figura 15-(b)

Firgura 15- Eletroforese da pegonha de C.durissus sp. e suas fragdes em gel de
poliacrilamida a 15%.,(a) com agentes desnaturantes (SDS); e (b) sem agentes
desnaturantes em pH 4,5. Com uma corrente constante e voltagem de 20mA por
duas horas e meia.



O fracionamento das pegonhas, nos levou a separacdo parcial das
proteinas biologicamente ativas presentes nas mesmas. As principais
atividades biologicas detectadas nas pegonhas de serpentes da subfamilia
Crotalinae foram a coagulante, hemorragica e fosfolipasica. Deve ser
ressaltado que a atividade PLA2 ¢é a principal responsavel pelo efeito
miotoxico local apresentado pelas pegonhas botropicas, e pelo efeito
neurotoxico ¢ letal das pegonhas de Crotalus durissus sp.

Pela leitura da absorbancia em A,g, nm no decorrer dos fracionamentos,
obtivemos seis fragdes para B. moojeni; sete para B. Jjararaca; cinco para B.
alternatus € 4 para C. durissus sp. (Figuras 1 a 4). A atividade PLA2
determinada ao longo do perfil cromatografico foi encontrada em todos 0s
fracionamentos no segundo pico de Angp (figuras 5 a 8).

A semelhanga encontrada no perfil cromatografico para as pegonhas de
B. moojeni e B. jararaca também foi observada para os fracionamentos de 5.
neuwiedi ¢ B. jararacussi realizados nas mesmas condigdes em nosso
laboratorio (resultados ndo mostrados neste trabalho)

Conti (1986) obteve cinco picos ao filtrar a pegonha de C. durissus em
gel de Sephadex G-75 equilibrada e eluida com tampdo Formato de Amdnio
0,05M, pH 3,5. O pico de maior absorbancia correspondeu a fragdo da
crotoxina, principal proteina contida nesta pegonha e constituida por duas
subunidades; uma é4cida denominada crotapotina e outra bésica que € uma
PLA2. Nossos resultados indicam que o complexo crotoxinico deve estar
presente na fragdo D2 da filtragdo realizada, por ser a wica que apresentou
atividade PLA?2 e também por ser a principal fragdo desta cromatografia.

Nas peconhas de B. alternatus e C. durissus Sp. esta enzima estava
contida somente nas fragdes de maior absorbancia (A3 e D2 repectivamente) e
que concentrou a maior porcentagem da pegonha total (tabelas 3 e 4). E sabido
que as PLA2 apresentam PM entre 12.000 e 18.000 e se observarmos a PAGE
- SDS para as fragdes D2 ¢ A3 (figura 14 el15), podemos verificar a presenga
de uma banda principal nesta faixa de PM.

Na pegonha de B. moojeni esta atividade foi encontrada principalmente
na fragdo M3, enquanto que para B. Jararaca ficou distribuida nas fragdes J2,
I3 e J4 (figura 9). PAGE - SDS para estas fragdes também mostram bandas na
faixa de PM ao redor de 15.000. Por outro lado, todas as pegonhas estudadas
apresentaram uma atividade PLA2 especifica (tabelas 1 a 4) menor que a da
abelha Apis melifera que é de 175 unidades. (dados colhidos em nosso

laboratério), demonstrando que as fosfolipases da pegonha de abelha sio mais
ativas.
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5.0 - DISCUSSAO E CONCLUSAOQ

Entre os animais pegonhentos que acometem a populagdo humana as
serpentes sao as mais frequentes, levando a quadros clinicos sérios e podendo
chegar ao 6bito se nao tratados. O efeito da peconha pode levar também a
necrose total do membro afetado (Chipaux, et al 1991).

As serpentes do género Bothrops sdo bastante comuns na América do
Sul (Chipaux, et al 1991), apresentando maior frequéncia nos acidentes
ocorridos no Brasil, onde as vitimas sdo atingidas principalmentte nos
membros inferiores (Barraviera, 1994). O envenenamento provocado por estas
serpentes pode causar hemorragia e necrose no local da picada, podendo ser
necessaria a amputagdo do membro afetado. Quando nio tratado nas primeiras
6 horas estes efeitos locais geralmente nio sio revertidos devido ao intervalo
de tempo decorrido entre o acidente e o tratamento.

As serpentes do género Crotalus sdo encontradas de um modo geral, nas
regides secas e pedregosas do Brasil. Ndo sio encontradas em florestas ou
matas amidas (Barraviera, 1994). Os efeitos locais provocados pela picada sdo
pouco evidentes, apresentando uma forte agao neurotdxica e miotoxica
sistémica, responsaveis pela maior frequéncia de obitos nos acidentes
Crotalicos.

Este trabalho teve como objetivo: 1 - O fracionamento parcial das
pegonhas de serpentes da subfamilia Crotalinae, géneros Bothrops (B. moojeni,
B jararaca, B. alternatus) e Crotalus (C. durissus sp.). 2 - A determinagdo e
comparagdo de algumas das principais atividades bioldgicas responsaveis pelo
envenenamento.

O fracionamento em gel de Sephadex G-75 foi realizado com tampao
NH,HCO;, por ser um sal volatil, facilmente eliminado na liofilizagdo. O pH
proximo ao fisiologico € a temperatura ambiente foram escolhidos com a
expectativa de preservar as proteinas nas suas formas nativas.

O gel de Sephadex G-75 foi escolhido baseando-se na técnica de
cromatografia de filtragdo ou exclusdo molecular. Esta resina é constituida de
moléculas porosas feitas de um polimero insolivel altamente hidratado
(Collins, 1990), e ¢ adequada para Separar proteinas e peptideos globulares
numa faixa de PM entre 3.000 e 70.000, conforme indicagdes do frabricante.
Foi usada uma coluna de vidro, contendo uma placa porosa, na qual a resina
foi empacotada.

As protefnas de alto peso molecular fluem mais rapido através da coluna
do que as de baixo peso, pois estas entram nos poros da resina fazendo um
caminho mais longo, eluindo por tltimo ( Stryer, 1992).
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da mesma ordem de grandeza para todas elas entre 5 ¢ 7 ug para um halo de 1
cm2,

De maneira geral foi observado que os componentes responsaveis pelas
atividades testadas na pegonha de (. durissus sp. 30 menos ativos do que os
das pegonhas Botropicas, entretanto esta pe¢onha apresenta alta letalidade.
Este fato ¢ devido ao efeito neurotoxico da pegonha de C. durissus que é
responsavel pela alta letalidade desta pegonha, e que nao esta presente nas
pegonhas botropicas (Chippaux, 1991).
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A liofilizagao foi o método utilizado para concentrar as amostras, porque
consiste num processo de secagem a vacuo em baixas temperaturas, condigdes
que preservariam melhor a configuragiio molecular das proteinas.

A atividade coagulante foi encontrada em todas as pegonhas, sendo que
as de B. jararaca e B. moojeni, sio mais coagulantes enquanto B. alternatus e
C. durissus sdo menos coagulantes. Encontra-se descrito na literatura que as
pegonhas de B. moojeni, B. jararaca e B. atrox exibem alta atividade
coagulante (Leite, 1991), o que esta em corcodancia com nossos resultados.
Por outro lado as pegonhas de B. jararacussu e B. neuwiedi pauloensis
apresentam menor atividade (resultados obtidos em nosso laboratério).

Entre as fragdes obtidas nos quatro fracionamentos esta atividade foi
sempre encontrada nas trés primeiras fragdes. A fragdo dois de C. durissus e
B. moojeni foram as que apresentaram maior atividade coagulante, para as
outras pe¢onhas a atividade foi maior na primeira fragao (tabela 5).

A agdo coagulante pode ou ndo estar relacionada com a atividade
hemorragica. E descrito na literatura (Ownby et al, 1978) que os fatores
hemorragicos isolados da pegonha de C. arrox provocam danos capilares e
agregagdo plaquetaria, e Oshaka (1979) sugeriu um efeito inibitério sobre a
agregacao e formagdo de trombo para as hemorraginas de 7. favoridis.

Isto nos mostra que diferentes pegonhas podem produzir um mesmo
efeito hemorragico, mas por mecanismos de acao diferentes.

A atividade hemorragica foi maior para as pegonhas de B. alternatus e
menor para a de C. durissus. No entanto a fragdo 1 de B. moojeni foi a que
apresentou maior atividade hemorréagica (figura 10).

Esta atividade ficou bem evidenciada nas trés primeiras fragdes de
Bothrops, sendo que em C. durissus foi encontrada apenas na segunda fragdo.
E descrito na literatura que as principais proteinas hemorréagicas ja isoladas de
serpentes da subfamilia Crotalinae sdo proteinas acidas que apresentam PM
entre 24.000 e 60.000.

Conforme podemos verificar pela figura 10 a fragdo 1 para as peconhas
botropicas e a fragdo 2 para a de C. durissus contém as principais proteinas
hemorragicas de cada pegonha e na analise por PAGE- SDS podemos observar
que as bandas principais apresentam PM entre 30.000 e 66.000

O método para a medida do halo hemorragico ainda ndo é muito
satisfatorio quanto ao aspecto quantitativo. Estd em andamento em nosso
laboratério a padronizagdo de um novo método, que mede por absorbancia a
quantidade de hemoglobina liberada no musculo.

A pegonha de B. alternatus, foi a que apresentou menor DMH, seguida
pela de B. moojeni e B. jararaca (figura 11). No entanto, todas essas peconhas
mostraram elevada atividade hemorragica, uma vez que a DMH calculada foi
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