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RESUMO

Serpentes constituem um grupo de répteis que se divide em
peconhentos e ndo pegonhentos a partir da capacidade de inocular sua
secre¢do toxica de maneira ativa.As serpentes estdo compreendidas em
quatro familias principais, sendo que as de principais interesses para este
trabalho estdo compreendidas nos géneros Bothrops, Lachesis. Como o0s
venenos sio constituidos de uma complexa mistura de proteinas,que podem
atuar sozinhas ou simultineamente com outras, apresemtam efeitos
diversos onde se destacam a hemorragia , necrose,e coagulagdo sanguinea.
Também os acidentes botropicos sdo similares a acidentes laquéticos
quanto a efeitos locais ou sistémicos. Por outro lado acidentes com abelhas
africanizadas(Apis mellifera) causam no local da picada apenas um discreto
inchago, vermelhiddo e uma desconfortavel dor, caso a vitima ndo seja
sensivel ao veneno. O quadro clinico de pessoas sensiveis evoluira para
edema de glote, choque anafilatico € morte.

A estabilidade das toxinas em rela¢do a duas atividades enzimaticas
relevantes das pegonhas, foi analisada em trés diferentes pHs ( écido,
neutro e alcalino ) e em duas temperaturas (ambiente de aproximadamente
28 graus celsius e apos aquecimento a 100 graus celsius)

Um dos principais efeitos das pegonhas de serpentes botrdpicas e
laquéticas ¢ a sua agdo coagulante.Estes venenos apresentam varias toxinas
que atuam em locais diferentes sobre a cascata de coagulagido sanguinea,
sendo as enzimas com agdo “thrombin-like”, isto é , com capacidade de
atuar diretamentesobre o fibrinogénio, transformando-o em fibrina , as mais
expressivas.

A analise da agdo coagulante sobre o plasma bovino nas cinco
pegonhas estudadas, mostrou que esta atividade for sempre maior para a
pegonha de Lachesis em qualquer condigdo de temperatura e pH estudados,
e nio estava presente na pegonha de abelhas africanizadas. Das 3 pegonhas
botropicas estudadas (jararaca, alternatus neuwiedi) a de B. alternatus
mostrou menor atividade coagulante , que foi significativa somente em pH
7.0 sem aquecimento ¢ representou cerca de 48%da atividade coagulante de
Lachesis muta nas mesmas condigdes. A pegonha de B. jararaca
interessantemente mostrou melhor atividade em pH 3.5sem aquecimento,
enquanto B. neuwiedi foi mais ativa quando tratada em pH neutro €
temperatura ambiente.

Por outro lado muitos dos efeitos lesivos causados por pegonhas
animais, tais como miotoxicidade, formagio de edema, neurotoxicidade e
citotoxicidade, estio diretamente relacionados com a enzima fosfolipase
A2 (PLA2), que geralmente ¢ expressa em diversas isoformas num mesmo
veneno. FEsta atividade enzimatica foi determinada por titulagdo
potenciométrica em pH 8.0 inicial, usando- se como substrato a gema do



ovo que € rica em fosfolipideo. Das cinco pegonhas estudadas, a de Apis
mellifera foi a mais ativa em todas as condi¢des analisadas, tendo
apresentado a maior atividade em pH 9.0 sem aquecimento. Dentre os
venenos de serpentes o mais ativo foi o de Lachesis muta, cuja atividade foi
bastante significativa e proxima nos trés pHs analisados sem aquecimento,
apos aquecimento a 100 graus celsius perdeu 40%da atividade em pH 7.0 ¢
foi totalmente inativado em pH 9.0. Das trés pegonhas botropicas, a de
neuwidi foi a mais ativa quando tratada em pH 7.0 e temperatura ambiente.
J4 a de alternatus foi menos ativa , apresentando os melhores resultados
nas mesmas condigdes que a de neuwiedi. Enquanto a de jararaca mostrou
melhor atividade em pH 3.5 sem aquecimento.

Embora tenham sido observadas variagdes significativas nestas duas
atividades para uma mesma pegonha quanto ao pH e temperatura
estabelecidos, em geral pH 7.0 e¢ temperatura ambiente representam as
melhores condigdes para ambas atividades analisadas. Foram excessGes a
peconha de B. jararaca que foi sempre mais ativa em p H 3.5 sem
aquecimento € a de abelhas quanto a atividade PLA2, que foi mais elevada
em pH 9.0 também sem aquecimento.



ABREVIACOES USADAS
HCI - Acido cloridrico
NaOH - Hidroxido de sodio
TRIS — Tris (hidroximetil) aminometano
EDTA - Acido etilnodiaminotetracetico
SDS - Dodecil sulfato de sodio
NaCl - Cloreto de sédio
TEMED — N, N, N°, N’ tetrametiletilenodiamina
FoNH4 — Formato de am6nio
Bis-acril N, N’— Metileno — bis acrilamida
PM — Peso molecular
USP - Universidade de Sao Paulo
UFU - Universidade Federal de Uberlandia
CaCl2 - Cloreto de calcio

STOP — Tampao da amostra para eltroforese em gel de
poliacrilamida com SDS

BSA — Soroalbumina bovina
PLA2 — Fosfolipase A2 (EC 3.1.1.4)
V.B. — Veneno bruto

PSA — Persulfato de amonio
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1.0 - INTRODUCAO

As serpentes constituem um grupo de répteis caracterizados por
apresentarem um corpo longo e flexivel , sem patas € com musculatura
favoravel a degluti¢do de grandes presas, em relagdo ao seu tamanho. S&o ainda
desprovidas de cintura escapular, palpebras méveis, timpano e abertura externa
do ouvido (BARRAVIERA, 1994).

Evolutivamente os fosseis mais antigos reconhecidos ndo revelam a
origem das mesmas; sabe-se que foram encontradas no cretaceo superior, sendo
a maioria proveniente do continente Gondwanico, incluindo Madagascar, Africa
e América do Sul.

Sio0 consideradas serpentes pegonhentas aquelas que produzem e
inoculam toxina de maneira ativa. Apresentam dentes ocos, parecidos com
agulha de injegdo, por onde passa O veneno no momento da picada
(FEDERSONI et al, 1991).

Segundo BARRAVIERA (1994), as principais serpentes pec¢onhentas
estio compreendidas em quatro familias: Viperidae (sem representantes nas
Ameéricas) Hydrophidae (serpentes marinhas), Elapidae (corais) e Crotalidae (
onde estdo enquadrados os géneros Bothrops, Lachesis e Crotalus que ocorrem
no Brasil). Todas estas serpentes apresentam um par de dentes especializados
nos dois ossos maxilares, os quais conduzem o veneno que ¢ usado para matar a
sua presa, iniciar a digestdo da mesma e também como defesa contra predadores.
E valido lembrar que serpentes ndo pegonhentas sio desprovidas de dentigdo
especializada para inocular o veneno, valendo-se deste para digerir as suas
presas.

Estas serpentes estdo distribuidas em nosso pais de acordo com cada
género: o género Bothrops ocorre em ampla distribuigdo nacional, ja o género
Crotalus esta restrito a areas do norte e centro-oeste do pais, o género Lachesis



esta praticamente reduzido ao norte do pais, enquanto o género Micrurus
aparece em todo territorio.

Dentre os acidentes causados por animais pegonhentos no Brasil
destacam-se os provenientes de serpentes do género Bothrops e abelhas do
género Apis mellifera. O género botropico ¢ responsavel por 80% a 90% dos
acidentes ofidicos, sendo que seus representantes habitam preferencialmente
ambientes umidos, onde ha proliferagio de roedores. Existe uma estreita relagdo
entre 0 namero de obitos € o tempo decorrido desde a hora do acidente € o
atendimento médico. Os acidentes tornam-se fatais na maioria das vezes quando
sdo decorridos 6 horas apos o acidente. A sucgdo no local da picada pode retirar
parte do veneno inoculado sendo que este procedimento € eficaz at¢ 30 minutos
apos o acidente, passado este tempo o veneno ja se difundiu por entre os tecidos
(BARRAVIERA, 1994).

Nio ¢ indicado fazer sangrias locais, estas podem acelerar o processo
necrosante local, devido as enzimas proteoliticas presentes no veneno. E
aconselhavel que a vitima mantenha-se em repouso absoluto, € se possivel
submeter o local atingido a banhos com solugdes antissépticas, como
permanganato de potassio (BARRAVIERA, 1994).

Acidentes botropicos sdo caracterizados por apresentar alteragdes locais
como formagdo de edema, necrose tecidual local e hemorragia devido ao
rompimento de capilares. As alteragdes sistémicas mais comuns envolvem agdes
sobre o sistema sangiiineo, sendo que as hemorragias em nivel de pulmdes
cérebro e rins sdo provocadas por hemorraginas que agem sobre as paredes dos
capilares comprometendo a integridade fisica das mesmas que, posteriormente,
irdo se romper e liberar um grande nimero de células sangiiineas.

O edema instalado minutos apos a picada esta relacionado com a lesdo do
endotélio celular que evoluira para o extravasamento do contetido intracelular.

Todas as hemorraginas ja isoladas dos venenos botropicos sdo
metaloenzimas de agdo proteolitica altamente especifica em relagéo ao substrato.
Existem também nas pegonhas de serpentes da familia crotalidae muitas
metaloproteases com ampla especificidade ao substrato, mas que nio induzem
hemorragia.

Dentre os acidentes botropicos o de jararacugu atua diferentemente de
outros venenos, pois as lesdes sdo precocemente observadas, sendo mais ativa a
mionecrose, estando relacionada com o desaparecimento da estrutura do
sarcOmero e das miofibrilas e também dilatagdo do reticulo as sarcoplasmatico.
As principais toxinas deste veneno sdo duas miotoxinas designadas por BthTx —
I e BthTx - II , que apresentam estrutura de fosfolipase A2 e representam 24%
do total de proteinas do veneno ( HOMSI - BRANDEBURGO, 1987).

Sintomaticamente, acidentes laquéticos sdo muito parecidos com os
botrépicos, chegando a causar confusio em regides onde ocorrem os 2 géneros,
mas acidentes laquéticos sio pouco freqiientes, provavelmente devido ao



pequeno numero de representantes deste género restrito a uma tnica espécie e
duas subespécies; Lachesis muta muta e Lachesis muta noctivaga.

Estas serpentes recebem nomes populares de surucutinga, surucucu de
fogo e surucucu pico de jaca, apresentam grande tamanho e chegam a secretar 4
ml de veneno liquido, equivalente a quase 1 grama de veneno seco. A fim de se
evitar confusdes relacionadas com o reconhecimento do acidente, usa-se como
tratamento o soro anti-laquético / botrépico (BARRAVIERA. 1994).

Segundo ARAGON et al (1989) foi isolada uma proteina do veneno de
Lachesis muta, denominada “Lectin Like” com capacidade de aglutinar
eritrocitos humanos. Proteinas semelhantes as lectinas s3o encontradas em larga
escala em plantas, particularmente na familia das leguminosas. No feijdo
encontramos a concanavalina A (Con A) uma das principais lectinas com
especificidade obrigatoria em se ligar e aglutinar células do sistema sangiiineo,
reconhecendo residuos de D-manose e D-glicose terminais (STUMPF et al,
1993).

Como os venenos sdo constituidos de uma complexa mistura de proteinas
em proporgdes variadas de acordo com cada espécie , sua toxicidade depende da
natureza e de como estdo interagindo biologicamente os componentes , por iSso
alguns venenos s3o neurotoxicos, outros  vasculotoxicos ou miotoxXicos
(BARRAVIERA, 1994).

Enzimas fosfolipases A2 (PLA2) podem ser encontradas sob as formas
intracelular e extracelular, sendo responsaveis por catalisar a hidrolise da ligagdo
2 acil-éster dos fosfolipideos, liberando acidos graxos e lisofosfoglicerideos.
Atualmente tém sido isoladas em diversos tecidos , pancreas, plaquetas, fluidos
sinoviais e principalmente dos venenos de abelhas e serpentes (SELISTRE
ARAUJO et al ,1996)

Em geral a forma intracelular ndo apresenta toxicidade ¢ ¢ responsavel
por uma grande variedade de fungdes celulares vitais. Ja a forma extracelular
geralmente exerce fungdes toxicas envolvendo agregagdo plaquetaria ,formagao
de edema, miotoxicidade, neurotoxicidade, atividade hemolitica, hemorragica,
citotoxica e inflamatéria (ARNI et al, 1996).

DANIELLE et al (1997), caracterizaram duas fosfolipases A2 acidas do
veneno de Bothrops neuwiedi relacionadas com atividades farmacoldgicas como
citotoxicidade.

A principal agio coagulante que as pegonhas das serpentes brasileiras dos
géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis apresentam ¢ devida & capacidade de
transformar diretamente o fibrinogénio em fibrina, sendo conhecida como agéo
coagulante do tipo trombina. Este efeito resulta no consumo de todo o
fibrinogénio presente no sangue da vitima que por esse motivo se¢ torna
incoagulavel (SELISTRE ARAUIJO, 1995).

O veneno de Apis mellifera causa no local da picada um inchago,
vermelhidio e uma desconfortavel dor, com aumento da temperatura local,
considerando que a vitima seja acometida por uma ou poucas abelhas. Em



pessoas previamente sensibilizadas, a reagéo de hipersensibilidade ¢ imediata,
sendo que esta consegiiéncia esta relacionada com a hialuronidase, uma enzima
que atua severamente sobre o acido hialurbnico, um polimero viscoso com
capacidade de manter a unido entre as células teciduais. Ao sofrer a agdo desta
enzima, ele se desfaz em pequenos fragmentos ndo viscosos facilitando a
penetragdo dos demais constituintes do veneno pelo organismo, devido ao
surgimento de espagos intercelulares (OLIVEIRA, 1994)

Os dois principais componentes do veneno de abelha sdo a melitina que
representa 40% a 50% e uma fosfolipase A2 compreendendo 10% a 12% do
peso seco do veneno.

A melitina é composta por uma sequéncia de 26 residuos de aminoacidos,
sendo alguns altamente basicos e uma grande parte hidrofobicos, embora exista
também uma seqiiéncia hidrofilica préxima a regido C-terminal. A melitina faz
interagdes com lipideos das membranas diminuindo a tensao superficial da agua
e facilitando a lise de células como eritrocitos, leucocitos e trombocitos . Causa
ainda despolarizagio e contragdo dos musculos esqueléticos cardiacos, liberagdo
de ions potassio e fosfatos orginico e inorganico dos musculos estriados
(OWNBY et al, 1997).

Segundo BARNARD (1973), a reagdo alérgica também esta relacionada
com a fosfolipase A2 do veneno de abelhas que ¢ muito mais ativa que as outras
fosfolipases A2, encontradas em venenos de serpentes ou pancreas de
mamiferos (SHIPOLINI et al, 1971).

Segundo OWNBY et al (1997), a melitina e a fosfolipase A2 agem
simultdneamente potencializando a agdo fosfolipasica.

A fim de manter a conformagdo nativa e atividade biologica das proteinas
¢ desejavel que estas sejam trabalhadas em pHs constantes e temperatura abaixo
de 25 °C. A estabilidade em relagdo ao pH e a temperatura é varidvel de proteina
para proteina.

Enzimas apresentando alta atividade proteolitica foram isoladas do
veneno de Lachesis muta, estas quando aquecidas a 45 °C por 10 minutos ndo
perdem atividade, mas se o aquecimento for a 70 °C, esta enzima exercera
apenas 4% da atividade original (RODRIGUEZ - YARLENQUE, 1991).

HEREDIA et al (1982), afirmam que o veneno da serpente Bothrops atrox
exerce uma excelente atividade de quebra de nucleotideos na posi¢do 5’ quando
dissolvidos em tampdo Tris — HCl, com o pH variando entre 6,2 a 8,2; mas
quando esta em tampéo Glicina — NaOH com pH 2 8,6, esta torna-se muito mais
ativa que nas condigdes anteriores, isto ¢ atribuido & presenga de ions magnésio
que sdo ativadores enzimaticos.

Serpentes da familia crotalidae e viperidae possuem enzimas
fibrinogenoliticas, afetando diretamente a coagulagdo sangiinea; sao nomeadas
como TM1, TM2 e TM3 e clivam primeiramente as cadeias alfa e beta do
fibrinogénio e fracamente a cadeia gama. A atividade fibrinogenolitica dessas
enzimas ndo sofre mudancas significativas em pHs extremos, mas em



temperaturas acima de 65 °C ocorre desnaturagdo das enzimas (HUANG et al,
1993).

Segundo OUYANG et al (1978), a atividlade PLA2 da pegonha de
Trimerisurus mucrosquamatus é termolabil em pH 7,4 , mas em pH 5,6 torna -
se termoestavel.

Para se trabalhar corretamente com proteinas, € necessario portanto,
investigar quais sdo as condigdes ndo desnaturantes, para preservar totalmente
sua estrutura nativa e conseqiientemente suas fungoes biologicas.



2.0 - OBJETIVO

Comparar a estabilidade de algumas proteinas toxicas encontradas nos
venenos de serpentes brasileiras e abelhas africanizadas, em relagdo ao pH e
temperatura.



3.0 - MATERIAIS

Os venenos foram cedidos pelo professor Dr José Roberto Giglio da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP, ja o veneno de abelhas foi
coletado no apiario da propria UFU.

Foram usados: Acrilamida, Bis —acrilamida (N,N-metilenobisacrilamida ),
TEMED, (N,N,N,N tetrametiletilenodiamino), SDS, (dodecil sulfato de
sodio),Coomassie Brilliant Blue R 250, EDTA, Soroalbumina bovina, Azul de
bromo - fenol, beta mercaptoetanol, Persulfato de aménio.

Para a atividade coagulante o plasma citratado utilizado foi obtido de um
animal saudavel do hospital veterinario da UFU.

Os padrdes para determinagio dos pesos moleculares foram: fosforilase b
(PM 97000), soroalbumina bovina(PM 67000), ovoalbumina(PM 43000),
anidrase carbonica(PM  30000), inibidor de tripsina(PM20100), alfa
lactoalbumina(PM 14400) (Pharmacia)

Todos os demais reagentes usados eram de grau analitico.



4.0 - METODOS

4.1 —- OBTENCAO DO VENENO

Foram usados os venenos das seguintes serpentes: Bothrops newviedi
pauloensis, Bothrops jararaca, Bothrops alternatus ¢ Lachesis muta .

O veneno de abelhas utilizado foi coletado seguindo uma metodologia
inicialmente desenvolvida por BENTON ¢ MORSE (1966), ¢ posteriormente
aprimorada por BRANDEBURGO (1992). O sistema consiste na instalagdo
dentro da colméia, de uma armagio de madeira sobre a qual fios de ago estdo
esticados em intervalos de 6mm; um controlador de tempo dispara uma descarga
elétrica de 8 volts em intervalos intermitentes de 10 a 15 segundos.

As abelhas estimuladas por choque elétrico ferroam uma pelicula
plastica ficando entdo depositado na superficie inferior da mesma o liquido, que
cristaliza-se logo em seguida. Esta superficie plastica é raspada e o veneno
armazenado em recipiente escuro a uma temperatura de —20 °C

4.2 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Cada pegonha foi trabalhada em 3 condigdes determinadas, em relagdo ao
pH e 2 condigdes em relagdo a temperatura. Deste modo, no final da preparagio



obtinha-se uma amostra aquecida e outra nio aquecida, podendo estar dissolvida
em tampao formato de aménio pH 3,5 ou em solug3o salina 0,9%, pH 7,0 ou em
tampao bicarbonato de aménio pH 9,0.

Em temperatura ambiente foram pesados 2 mg de cada veneno dessecado
e dissolvido em 0,1 ml do tampéo desejado. Esta solugdo foi centrifugada a 480
g por 10 minutos, € o sobrenadante retirado e mantido em um recipiente
fechado, sendo designado como veneno bruto (VB).

Ao precipitado foi adicionado novamente 0,1 ml do mesmo tampéo, sendo
centrifugado nas mesmas condigdes anteriores por mais 2 vezes de modo que o
volume final era 0,3 ml de VB.

Feito este procedimento para todos os venenos nos 3 pHs, foram
separadas aliquotas e metade delas submetidas a um aquecimento a 100 °C por 5
minutos, seguido de centrifugagio e retirada do sobrenadante.

Afim de evitar perdas de atividade enzimatica, a agdo coagulante ¢ a
fosfolipasica dos 5 venenos foram analisadas no mesmo dia em que as amostras
foram preparadas. A partir dai amostras aquecidas ¢ nio aquecidas foram
mantidas a — 20 °C para posteriores ensaios eletroforéticos.

4.3 - DOSAGEM QUANTITATIVA DE PROTEINAS

Para os venenos de serpentes com amostras contendo 0,1 a 2,0 mg de proteina, o
método utilizado foi o do microbiureto (ITZHAKI e GILL, 1964) ¢ a
absorbancia foi lida a um comprimento de onda de 310 nm. Ja para o veneno de
abelhas com amostras contendo de 1 a 10 ug de proteina, o método utilizado foi
o descrito por BRADFORD (1976), e a absorbéncia lida a um comprimento de
onda de 595 nm. A reta padrio para cada ensaio foi construida com a
soroalbumina bovina (BSA).

4.4 — ATIVIDADES ENZIMATICAS “IN VITRO”

4.4.1 - ATIVIDADE COAGULANTE
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Foi realizada em presenga de plasma bovino citratado conforme descrito
por HOMSI BRANDEBURGO (1987), com as modificagdes seguintes. Para
cada ensaio foram utilizados 100 ul de plasma mantido em banho-maria a 37 °C.
A este plasma foram adicionados 100 ul de uma solugdo contendo 20 ug de
proteinas em salina (NaCl 0,9%).

A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de
coagulagdo pelo imediato sinal de formagao da rede de fribrina, apos adicionar
as amostras ou controle contendo somente solugdo de cloreto de calcio (CaCl2)
a0,25 M.

4.4.2 — ATIVIDADE FOSFOLIPASICA (PLA2)

Foi determinada por titulagfio potenciométrica segundo o método descrito
por de HAAS et al (1968). Inicialmente foi preparada uma emulsido estoque
contendo 1 gema de ovo em 4gua desionizada, com volume final de 100 ml.
Para cada 15 ml desta emulsdo (substrato), foram adicionados 10 ml de
deoxicolato de sédio a 0,03M e 1,0 ml de solugéo de cloreto de calcio a 0,6M e
o volume final foi completado para 100 ml com agua desionizada.

Para cada ensaio foram utilizados 10 ml desta solugdo de trabalho e 10 ug
de proteina dosadas. A liberagdo enzimatica de acidos graxos foi titulada com
NaOH a 0,1208 N. O resultado final da atividade foi calculado em U
PLA2/min/mg de base¢ consumida.

4.5 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

4.5.1 — EM CONDICOES DESNATURANTES

Realizada segundo descrito por LAEMMLI e LAVRE, (1973) com
modificagdes para permitir a separagdo de proteinas de acordo com o peso
molecular. Foi utilizado o padrdo da Pharmacia com as respectivas proteinas:
Fosforilase b PM 94000, Albumina PM 67000, Ovoalbumina PM 43000,
Anidrase carbdnica PM 30000, Inibidor de tripsina PM 20100, Alfa
lactalbumina PM 14400.
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O gel foi preparado a 15% conforme descrito abaixo:

SOLUCOES GEL DE GEL DE SEPARACAO
EMPILHAMENTO (ul) (ul)
Tris— HC12 M pH 6,8 250 -
Tris — HCI12 M pH 8,8 - 2.350
Agua desionizada 40 125
EDTA 200 mM 40 125
Acril -Bis (30:0.,8) 650 6.250
Agua desionizada 2.960 3.500
TEMED 5 15
PSA (10%) 35 75

Os tampdes dos eletrodos superior e inferior foram preparados da seguinte

maneira; uma solugdo contendo TRIS — HC1 0,1 M, EDTA 7,8 mM, SDS 0,3% ¢
Glicina 0,77 M (s6 para o tampdo do eletrodo superior).
Cada 5 ul de amostra contendo 20 ug de proteina foram adicionadas 2,5 ul de
STOP (Solugdo de TRIS - HCI 0,1 M pH 8,8, Glicerol a 10,0 %, SDS a 6% ¢
azul de bromofenol 0,1 %). A seguir adicionou-se B - mercaptoetanol a 10,0 %
(v/v) ¢ 5 ul de 4gua desionizada. As amostras preparadas foram aquecidas em
banho-maria a 100 °C por 2 minutos.

A corrida foi feita a uma corrente de 18 mA por aproximadamente 1h 30
min., sendo que o indicador foi o azul de bromofenol presente no STOP.

4.6 - REVELACAO E SECAGEM DOS GEIS

Apbs a corrida os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue — R
250 a 0,1% (p/v), dissolvido em metanol, agua e acido acético(3 : 6 : 1 v/v).

A seguir foram descorados em uma solugdo de agua , etanol e acido
acético (6 : 3 : 1 v/v) e fixados em uma solugdo de 4cido acético 7%.
Posteriormente os géis foram prensados entre dois papéis celofane ligeiramente
umidecidos em 4dgua e postos para secar a temperatura ambiente.
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5.0 - RESULTADOS

5.1 — ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

Esta atividade foi realizada por titulagdo potenciométrica como descrito -
no item 3.4.2 e as amostras foram preparadas segundo o item 4.2 para as
peconhas das seguintes serpentes: Lachesis muta, Bothrops jararaca, Bothrops
alternatus, Bothrops neuwiedi,e Apis mellifera.

A Fig.1 mostra os resultados obtidos para a pegonha de Lachesis muta,
onde se pode observar que esta enzima € bastante estavel em todas as faixas de
pH quando ndo aquecida, exceto em pH alcalino ap6s aquecimento onde a
inativagdo foi 100%.

A melhor condigdo de trabalho para a PLA2 de Lachesis foi obtida em pH
7,0 sem aquecimento. Pode-se observar no entanto que em pH acido, embora a
atividade seja ligeiramente menor que em pH neutro a enzima € preservada em
relagdo ao aquecimento.

Os resultados da atividade fosfolipasica para o veneno de Bothrops
jararaca apresentados na Fig.2 mostraram uma atividade razoavelmente
preservada em todos os pHs sem aquecimento, mas ¢ maior em pH acido.

Apos aquecimento, a enzima foi totalmente inativada nos pHs neutro e
alcalino.

A Fig.3 por sua vez, mostra que as melhores condigdes para se trabalhar
com o veneno de Bothrops alternatus é em pH 7,0 sem aquecimento. Por outro
lado, o aquecimento em pH neutro ou alcalino inativou a enzima , como para o
veneno de Bothrops jararaca.

As melhores condigdes para se trabalhar com o veneno de Apis mellifera
estdo indicadas na Fig.5, sendo que este veneno € mais ativo em pH 7,0 antes de
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ser aquecido, apesar de que em nenhuma condigdo a enzima foi inativada.
Apenas em pH 9.0 apos aquecimento é que houve perda parcial da atividade. A
atividade em pH 4acido e neutro antes e apds aquecimento foi bastante
equivalente.

A Fig. 4 indica que o veneno de Bothrops neuwiedi apresenta as mesmas
caracteristicas que os demais venenos para todos os pHs , com exce¢do para
Lachesis € Apis mellifera.
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Atividade PLA2 VB Lachesis muta aquecido e ndo aquecido em
diferentes pH.

70-

uiNéé aquecido% |
E Aquecido

Uds de Atividade especifica (mg/ml)

pH35 pH7.0 pHS8.0
ensaios

Fig. 1. Atividade fosfolipasica (PLA;) especifica do VB Lachesis muta, realizada sobre a
gema de ovo com 10pg de proteina aquecidas ou ndo a 100°C e em diferentes pH. As
amostras foram aplicadas no substrato de reagdo pH 8,0 e tituladas com NaOH durante
3,0 min. a temperatura ambiente. Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.
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Atividade PLA2 do VB Bothrops jararaca aquecido e nao
aquecido em diferentes pH.

l£| Néo aahécido :
B Aquecido

Uds. Atividade Especifica
mg/mil

pH35 pH7.0 pHS,0

ensaios

Fig. 2: Atividade fosfolipasica (PLAy) especifica do VB Bothrops jararaca, realizada sobre a
gema de ovo com 10pg de proteina aquecidas ou ndo a 100°C e em diferentes pH. As
amostras foram aplicadas no substrato de reagdo pH 8,0 e tituladas com NaOH durante
3,0 min. a temperatura ambiente. Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.
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Atividade PLA2 do VB Bothrops alternatus aquecido ou nao
aquecido em diferentes pH.

35+

30

|1 N&o aquecido | |
'@Aquecido

Uds Atividade Especifica (mg/ml)

pH7.0

ensaios

Fig. 3: Atividade fosfolipasica (PLA;) especifica do VB Bothrops alternatus, realizada sobre
a gema de ovo com 10ug de proteina aquecidas ou ndo a 100°C e em diferentes pH. As
amostras foram aplicadas no substrato de rea¢do pH 8,0 e tituladas com NaOH durante 3,0
min. a temperatura ambiente. Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.
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Atividade PLA2 do VB Bothrops neuwiedi aquecido ou nido
aquecido em diferentes pH

‘O Nao a;@;‘ido ‘
B Aquecido g

Uds Atividade Especifica {mg/ml)

pH35 pH7,0 pHS,0

ensaios

Fig. 4. Atividade fosfolipasica _(PT;AQ)_E:@ECTH&& do VB Bothrbp.§ neuwiedi, realizada sobre a
gema de ovo com 10ug de proteina aquecidas ou ndo a 100°C e em diferentes pH. As
amostras foram aplicadas no substrato de reagdo pH 8,0 e tituladas com NaOH durante 3,0

min. a temperatura ambiente. Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.
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Atividade PLA2 VB Apis mellifera aquecido e nao aquecido em

300
250
200
150

100~

Uds Atividade Especifica (mg/ml)

50

diferentes pHs

pH3,5

pH7,0
ensaios

pH9,0

Fig. 5. Atividade fosfolipasica (PLA,) especifica do VB Apis mellifera, realizada sobre a
gema de ovo com 10ug de proteina aquecidas ou ndo a 100°C e em diferentes pH. As
amostras foram aplicadas no substrato de reacdo pH 8,0 e tituladas com NaOH durante 3,0
min. a temperatura ambiente. Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.



5.2- ATIVIDADE COAGULANTE

A atividade coagulante foi realizada usando-se plasma bovino citratado
como substrato conforme descrito no item 4.4.1 e a preparagio das amostras de
veneno foi feita como descrito em materiais e métodos.

Para o veneno de Lachesis muta os resultados obtidos estao mostrados na
Fig.6 . onde se pode observar que esta atividade é mais elevada em pH acido e
ainda bastante expressiva em pH neutro, mesmo apds o aquecimento.

Ja em pH alcalino apos aquecimento a enzima for quase totalmente
inativada.

A Fig. 7 expressa os resultados de atividade coagulante para o veneno de
Bothrops jararaca. Neste caso a maior atividade for obtida em pH 3.5, enquanto
em pH 7.0 a enzima manteve mais de 80% da sua atividade original e em pH 9,0
aproximadamente 30%. O aquecimento sempre inativa as enzimas.

A atividade coagulante para o veneno de Bothrops alicrnatus esta
representada na Fig. 8 . Os resultados obtidos mostram que esta pegonha so
apresenta atividade significativa em pH 7.0 sem aquecimento.

Para o veneno de Bothrops neuwiedi a atividade esta expressa na Iig. 9,
tendo como melhor pH o neutro antes de ser aquecido. Apds o aquecimento a
atividade foi totalmente inativada em pH 7,0 e pll 9,0 | apenas em pH 3.5 a
atividade foi preservada parcialmente.



Atividade coagulante do VB Lachesis muta aquecido e ndo
aquecido em diferentes pH.

100~
90
80
70
60-

50-

M NEo aquecido |
/O Aquecido

40

% de atividade coagulante

30

20-

104

pH35 pH7.0 pH9.0

ensaios

ffg. 6: Atividade Coagulante do VB Lachesis muta sobre o plasma bovino. Foram utilizados
20ug de proteina aquecidas ou ndo a 100°C para cada 100ul de plasma. O plasma foi
incubado a 37°C e 0 tempo de coagulagio foi cronometrado.
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Atividade coagulante do VB Bothrops jararaca aquecido e nio
aquecido em diferentes pH

8 NBo aquecido
O Aquecido ‘

% de atividade coagulante

pH35 pH7,0 pHS,0

ensaios

Fig. 7. Atividade Coagulante do VB Borhrops jararaca sobre o plasma bovino. Foram
utilizados 20pg de proteina aquecidas ou ndo a 100°C para cada 100ul de plasma. O
plasma foi incubado a 37°C e o tempo de coagulagio foi cronometrado.
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Atividade coagulante VB Bothrops alternatus aquecido e nédo
aquecido em diferentes pH.

& -~

pH35

pH7.0

ensaios

pH9,0

: i Nao aquecido
O Aquecido
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Fig. 8: Atividade Coagulante do VB Bothrops alternatus sobre o plasma bovino. Foram
utilizados 20pg de proteina aquecidas ou nao a 100°C para cada 100u! de plasma. O
plasma foi incubado a 37°C e o tempo de coagulagio foi cronometrado.



Atividade coagulante do VB de Bothrops neuwiedi aquecido e
nédo aquecido em diferentes pHs

100
%
80 -
70
60

50--

8 Nao aquecido | 1
;O Aquecido ‘

40 -

% de atividade Coagulante

pH3,5 pH7,0 pH9.0
ensaios

Fig. 9. Atividade Coagulante do VB Bothrops neuwiedi sobre o plasma bovino. Foram
utilizados 20pg de proteina aquecidas ou ndo a 100°C para cada 100ul de plasma. O
plasma foi incubado a 37°C e o tempo de coagulagio foi cronometrado.



5.3- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A estabilidade das proteinas em relagdo ao pH e temperatura foi
acompanhada por eletroforese em condi¢des desnaturantes conforme descrito no
item 4.5.

O aquecimento dos referidos venenos mencionados no item 4.1 levou ao
surgimento de grandes quantidades de precipitados principalmente em pH 7.0 e
pH 9.0. Estes precipitados foramm eliminados por centrifugagdo e somente a
fracao soluvel foi aplicada.

As Fig. de 10 a 14 mostram os resultados obtidos nesta etapa.

Conforme se pode observar, o perfil eletroforético apresentam alteragdes
quanto a intensidade de determinadas bandas em relacdo aos tratamentos
efetuados e em alguns casos a banda até mesmo desaparece. No entanto,
correlacionar estes resultados, onde cada banda se refere a presenca de uma ou
mais proteinas com a mesma massa molecular, com uma determinada atividade
enzimatica da pegonha pode se tornar algo muito duvidoso: considerando-se que
o veneno ¢ formado por uma mistura complexa de proteinas que pode apresentar
varias isoformas para uma mesma atividade enzimatica,
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Fig. 10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em condi¢des
desnaturantes.

V.B. veneno bruto de Lachesis muta.

P= padroes de P.M.

I=5 ug de amostra dissolvida em pH 3,5

2= 5 ug de amostra dissolvida em pH 7,0

3= 5 ug de amostra dissolvida em pH 9,0

A= amostras ndo aquecidas

B= amostras aquecidas a 100 °C por 5 minutos

25
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Fig. 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em condigdes
desnaturantes.

V.B. Bothrops jararaca

As demais condigdes sdo idénticas as da fig. 10
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P 1A 1B 2A 2B 3A 3B

3
E
E

Fig. 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em condigdes
desnaturantes.

V.B. Bothrops alternatus

As demais condigdes sdo idénticas as da fig. 10
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e u T e —
__._> b Gy CIRSRER 7 Biccin o
. A ——n prew— IR
Rt w
. © -

Fig. 13 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em condig¢des
desnaturantes.

V.B. Bothrops neuwiedi
As demais condigdes sdo idénticas as da fig. 10



29

P 1A 1B 2A 2B 3A 3B
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Fig. 14 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em condigdes
desnaturantes.

V.B. Apis mellifera

As demais condigdes sdo 1dénticas as da fig. 10



30

6.0 - DISCUSSAO E CONCLUSOES

Dentre os animais pegonhentos capazes de provocar acidentes graves,
destacamos principalmente as serpentes que encontram-se representadas por
uma grande variedade de géneros distribuidos em nosso pais. A pegonha das
serpentes botropicas pode produzir efeitos locais € ou disseminados e
dependendo do tempo de atendimento médico, o efeito local como necrose e
hemorragia evolui tdo intensamente que pode causar a morte da vitima
(BORGES, 1995).

No Tridngulo Mineiro destacam-se as espécies Bothrops moojeni
(caissaca ) e Bothrops neuwiedi ( Jararaca pintada ) (NISHIOKA e
SILVEIRA, 1992). O envenenamento provocado por estas serpentes
caracteriza-se por dor, hemorragia ¢ edema, podendo ainda progredir para
desordens na coagulagio sangiiinea (GUTIERREZ et al, 1989) e liberacdo de
substincias vasoativas como a histamina e bradicinina ( SELISTRE
ARAUIJO et al, 1990).

Os venenos ofidicos de uma maneira geral sdo constituidos de
proteinas que se combinam resultando um grande poder toxico. Segundo
OWNBRBY et al (1997) muitas proteinas individualmente ndo apresentam ou
apresentam pouca atividade téxica, como a melitina e a fosfolipase A2 que
atuam sinergicamente no veneno de Apis mellifera.

Dependendo da maneira como as proteinas sio tratadas elas podem
manter ou perder sua atividade sendo que aquecimento ou pHs extremos
produzidos por acidos ou bases fortes desnaturam as proteinas, em geral
ureversivelmente.
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Com o intuito de averiguar a estabilidade das proteinas toxicas
contidas em alguns venenos, duas atividades enzimaticas relevantes foram
testadas. A tabela I retine os resultados de atividade PLA2 especifica obtidos
- para as 5 pegonhas estudadas. A atividade fosfolipasica (PLA2) especifica
- em pH 4cido (pH 3.5), pH neutro (pH 7.0) ou pH akalino (pH 9.0) para o
- veneno de Apis mellifera foi sempre maior que a dos venenos de serpentes.

Com o aquecimento a 100°C por 5 minutos em todos os pHs o veneno de
- Apis se mostrou estavel, exceto em pH alcalino quando sua atividade obteve
- queda de aproximadamente 45%, ficando evidente a grande estabilidade
- desta enzima numa ampla faixa de pHs.

Dentre os quatro venenos de serpentes estudados, o de Lachesis
apresentou a

maior atividade fosfolipasica em qualquer condigdo (Tabela I ).
Quando analisado apos aquecimento, verifica-se que manteve a estabilidade
em pH acido, sofreu inativagdo em cerca de 40% em pH neutro e foi
totalmente inativado em pH alcalino. Por este motivo, conclui-se que a
fosfolipase A2 deste veneno preserva melhor sua estrutura em pH acido.
Nos demais pHs a inativagdo ocorre pelo aquecimento. LEHNINGER
(1991) afirma que cada enzima tém seu pH 6timo de agdo enquanto DE
HAAS (1968) trabalhando com PLA2 verificou que o pH 6timo de agio
destas enzimas esta em torno de 8,0. Nos nossos experimentos esta atividade
foi analisada sempre em pH 8,0, embora a enzima inicialmente tenha sido
tratada num pH diferente. Para os venenos de Borhrops neuwiedi e Bothrops
alternatus a atividade PLA2 nio variou muito em relagdo ao aquecimento em
- pH acido. Ao mesmo tempo, apds aquecimento houve inativagdo total das

enzimas em pH 7,0 e pH 9,0. Portanto, as referidas pegonhas nio
- apresentaram estabilidade quanto ao aquecimento, em pHs neutro ou alcalino

. Por outro lado o veneno de Bothrops jararaca mostrou-se diferente dos
- demais somente em pH acido, quando apresentou perda de cerca 40% da
- atividade PLA?2 apds aquecimento.
. Segundo IWANAGA e SUSUKI, (1979) algumas fosfolipases A2
mantém-se totalmente ativas quando aquecidas a8 90° C por 15 minutos em
tamp3o pH 3,0. Também HOMSI BRANDEBURGO (1987), confirmou estes
resultados, trabalhando com fosfolipases do veneno de Bothrops
Jararacussu. Nossos resultados estdo em concordancia com os destes
autores.

A tabela Il por sua vez, retine os resultados obtidos para as 5 pegonhas
quanto a atividade coagulante sobre o plasma bovino . Conforme se pode
observar, a pegonha de Apis mellifera ndo apresentou atividade coagulante.
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Tab. 1: Atividade Fosfolipasica de 10ug dos Venenos Brutos aquecidos ou nio a
100°C em diferentes pH. O substrato utilizado foi a gema de ovo pH 8,0. Os
acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com NaOH, durante
3 minutos de reagio:

Amostras Unidades/mg/min
pH 3.5 pH 7.0 PH 9,0

*NA **A *NA **A *NA #*A
Bothrops jararaca 482 293 35,5 ® 37,2 ®
Bothrops neuwiedi | 442 431 59,0 ® 414 ®
Bothrops alternatus | 24,8 21,0 32,8 * 26,2 L
Lachesis muta 71,7 67,1 73.5 442 70,6 ®
Apis mellifera 2623 266,3 2820 2770 291,0 140,0

*NA= ndo aquecido
* A= aquecido

% = ndo apresentou atividade Coagulante

Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.

Tab. 2: Atividade Coagulante dos venenos brutos aquecidos ou nio a 100°C, sobre

o plasma bovino. Foram utilizados 20ug de proteina em cada ensaio. O
plasma foi incubado a 37°C e o tempo de coagulagido foi cronometrado.

Amostras Tempo de Coagulagio (segundos)
pH 3,5 pH 7,0 pH 9,0
*NA **A *NA **A #NA **A

B. jararaca 26,6 49.0 31,0 204.3 74,0 ®
B. neuwiedi 66,6 89,0 27,6 43,3
B. alternatus B = 36 = 98.6 &
Lachesis muta 19,6 253 17,3 23 293 ®
Apis mellifera ® x & * * ®

*NA= nio aquecido
* A= aquecido

¥ = ndo apresentou atividade Coagulante

Estes resultados se referem a média de 3 ensaios.

Estes resultados sdo corroborados por
trabalhou com a mesma pegonha.

OLIVEIRA (1994)

que
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Dentre todas as pegonhas testadas, a de Lachesis muta apresentou a
maior atividade coagulante em qualquer condigdo estabelecida, enquanto a
de Bothrops alternatus foi a de menor atividade, e esta foi totalmente
inativada em pH acido antes do aquecimento ou em qualquer pH apos o
aquecimento. Em pH 9,0 sem aquecimento, podemos observar que esta
atividade é quase 3 vezes menor que em pH 7,0.

O aquecimento sempre diminui parcial ou totalmente a atividade
coagulante das pegonhas de Bothrops jararaca e Bothrops neuwiedi. Quando
n3o aquecidas apresentam atividade enzimatica semelhante em pH 3,5 para
Bothrops jararaca e pH 7,0 para Bothrops neuwiedi. Uma das espécies mais
estudadas do género botropico é a Bothrops jararaca ( DENSON, 1970;
MANDELBAUM et al, 1974), cuja purificagio parcial da enzima coagulante
foi elucidada por HENRIQUES et al, (1959) e posteriormente por
FICHMAN e HENRIQUES (1962).

Segundo LEITE (1991), o veneno de Bothrops jararaca é mais
coagulante que o veneno Bothrops alternatus, e os nossos resultados estio
em concordancia.

Quanto ao perfil eletroforético obtido para cada pegonha submetida
aos tratamentos especificados, podemos verificar que tanto em condigdes
nativas como desnaturantes o numero de bandas obtidas estava relacionado
com a desnaturagdo e precipitagdo das proteinas do veneno. Sempre que as
proteinas se desnaturam em condigdes extremas de pH e temperatura,
aumenta a quantidade de precipitado € diminui o nimero de bandas da fragdo
soluvel.

Pode-se concluir portanto que, dependendo dos objetivos propostos, €
necessario que se faga antes um estudo das melhores condigdes de trabalho.

No caso das pegonhas estudadas, com relacao as atividades coagulante
e fosfolipasica, podemos afirmar que as estruturas destas proteinas sio
melhores preservadas sempre que trabalhadas em pH acido, e submetidas a
temperaturas elevadas ou em pH neutro e temperatura ambiente. Excegdes
feitas para as pecgonhas de Bothrops alternatus quanto a atividade
coagulante, que ¢ nula em pH acido e para a pegonhza de Bothrops jararaca
quanto a atividade PLA2, que ¢ ligeiramente maior em pH acido ndo
aquecido.

Pode se concluir portanto, que o aquecimentc das pegonhas sempre
sempre causou inativagdo parcial ou total das enzimas, em qualquer pH
estudado, mas o pH acido, em geral, foi mais efetivo na prote¢do contra a
desnaturagdo causada pelo calor.

Finalmente, nossos estudos abrem caminhos para futuros passos de
purificagdo de uma destas proteinas, quando pretendemos utilizar estes
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conhecimentos adquiridos para desnaturar e precipitar uma proteina
indesejavel, preservando a que nos interessa soluvel ¢ ativa.
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