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RESUMO

A pegonha botropica ¢ uma fonte de substancias farmacologicamente ativas que causam
intensos efeitos locais e sistémicos. A pegonha crotalica ¢ caracterizada por efeitos sistémicos e
letalidade. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar as variagGes nas atividades
biolégicas de pegonhas de serpentes do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba. As peconhas
brutas de Bothrops newwiedi pauloensis, Bothrops moojeni ¢ Crotalus durissus sp. foram
testadas para as atividades fibrinogenolitica, hemorrégica, fosfolipasica (PLA2), coagulante,
edematogénica, miotoxica direta e indireta e hemolitica indireta. Foi evidenciado na peconha
de Bothrops moojeni uma alta atividade fibrinogenolitica, degradando completamente a cadeia
Aa ¢ Bf do fibrinogénio com 5 minutos de reagdo, seguida de Bothrops neuwiedi pauloensis e
Crotalus durissus sp. que degradaram essas cadeias com 15 ¢ 45 minutos respectivamente. A
peconha mais hemorragica foi a de Bothrops moojeni. Bothrops neuwiedi pauloensis mostrou
uma atividade mais fraca em comparag@o com a primeira, € na peconha de Crotalus durissus
sp. ndo foi observada atividade hemorrdgica. Bothrops moojeni apresentou uma alta atividade
fosfolipase A,, seguido de Bothrops neuwiedi pauloensis. Esta atividade foi mais fraca com
Crotalus durissus sp., em comparagdo com as outras peconhas. A pegonha de Crotalus
durissus sp. induziu fortemente a coagulagdo sanguinea in vitro. A minima dose coagulante
(DMC) desta pegonha foi de 3,67 ug de pegonha bruta. Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi
pauloensis apresentaram uma DMC de 4,92 pg e 14,42 pg respectivamente. Bothrops neuwiedi
pauloensis induz um intenso crescimento de edema, seguido de Bothrops moojeni e Crotalus
durissus sp. As trés pegonhas apresentaram atividade PLA,, porém as pegonhas de Bothrops
moojeni ¢ Bothrops neuwiedi pauloensis foram as mais ativas com uma atividade especifica de
122 e 111 U/mg/min respectivamente, contra uma atividade de 36,42 U/mg/min da pegonha
crotdlica. Os resultados obtidos para atividade hemolitica indireta corroboraram com os
resultados desta Gltima atividade. A miotoxicidade foi intensa para as trés peconhas estudadas,
porém estas diferiram entre si nas intensidades de formagdo de edema, necrose, inflamacdo e
hemorragia, sendo que a pegonha de Crotalus durissus Sp. ndo gerou extravasamento
sanguinco entre as fibras musculares. N&o foi estabelecida uma relagiio direta entre esta
atividade ¢ a miotoxicidade por dosagem de CK plasmdtico, pois esta apresentou um perfil
discrepante, mostrando uma maior atividade de Crotalus durissus sp. seguida de Bothrops
moojeni ¢ Bothrops neuwiedi pauloensis. As pegonhas de bothrops moojeni e Crotalus
durissus sp. também foram testadas para atividade hialuroniddsica, juntamente com outras
pegonhas disponiveis no laboratério: Bothrops aiternatus, Bothrops jararaca, Bothrops
Jararacussu e Crotalus durissus terrificus. As peconhas crotalicas apresentaram uma atividade
extremamente mais intensa em relagdo as pegonhas botropicas. Este estudo mostrou que as
peconhas botrépicas sdo mais severas no desenvolvimento da maioria dos efeitos biolégicos

testados.

Palavras-chave Bothrops neuwiedi pauloensis; Bothrops moojeni, Crotalus durissus; estudo
comparativo.
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1. INTRODUGAD

Aproximadamente um tergo de todos os répteis produzem alguma toxina bucal, de tal
forma que glandulas salivares modificadas sdo encontradas em todas as familias de serpentes
superiores (GANS, 1978), sendo estas responsaveis pela produgdo da peconha. As glandulas
localizam-se lateralmente ao maxilar superior ¢ sdo ligadas as presas por ductos que promovem a
inoculagdo por capilaridade (STORER, 2002).

A peconha consiste em uma complexa mistura de proteinas, peptideos, lipidios,
polissacarideos e substancias quimicas inorganicas (GANS, 1978). Polipeptideos ¢ proteinas
estdo presentes em maiores proporgdes, chegando a compor de 90-95% do peso seco desta. Estes
componentes sdo fatores com forte atividade biologica e apresentam a funcdo de matar ou
imobilizar a presa e também de contribuir na digestdo da mesma.

A a¢8o da pegonha pode desencadear severas desordens metabélicas. Dentre estes efeitos
podemos destacar neurotoxicidade, cardiotoxicidade, edematogenicidade, miotoxicidade, acoes
coagulantes, hemostaticas, hemorrdgicas, nefrotoxicas e hepatoxicas. (CHIPPAUX, 1991).

Os acidentes ofidicos representam sérios problemas para a saude publica, principalmente
dos paises tropicais, onde a freqiiéncia com que ocorrem é particularmente alta, assim como a
mortalidade por estes causadas (PINHO & PEREIRA, 2001). No Brasil sdo registrados
anualmente de 19 mil a 22 mil acidentes envolvendo ataque de serpentes a seres humanos, com
um indice de mortalidade de 0,45%. A maioria dos casos ¢ atribuida a serpentes da familia
Viperidae, especificamente aos géneros Bothrops (jararaca, jararacugu, urutu) e Crotalus
(cascavéis), respectivamente pertencentes s subfamilias Viperinae ¢ Crotalinae.(MINISTERIO

DA SAUDE, 2001 apud PINHO et al., 2004).
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Os acidentes crotalicos sd3o caracterizados pela presenga de acometimento renal,
associados a sinais decorrentes de agdo neurotdxica, com minimas alteragdes no local da picada
(GUTIERREZ, 1990). A pegonha botrépica pode afetar o organismo animal indiretamente pela
liberagdo de substincias farmacologicamente ativas, e dirctamente, através de sua agdo nas
membranas celulares. (FRANCESCHI, 1990). As manifestagdes clinicas do acidente botropico
incluem alteragdes no local da picada, como a dor acompanhada de edema, eritema, equimoses,
frictemas sanguinolentos ¢ necrose tecidual, ndo sendo observadas agdes neurotoxicas
(AMARAL et al., 1986). Dentre os efeitos sistémicos dos acidentes botropicos podemos destacar
incoagulabilidade sanguinea, que ocorre com mais freqiiéncia em acidentes envolvendo
serpentes jovens, ¢ trombocitopenia. (SANO-MARTINS, 1990).

Muitas dessas alteragdes na homeostasia do organismo humano devem-se principalmente
a trés das principais enzimas encontradas nas peconhas: enzimas coagulantes, fatores
hemorragicos ¢ fosfolipase Az .

Os efeitos coagulantes das pegonhas de serpentes devem-se principalmente a trés
mecanismos de atuagdo: 1) Ativagdo do fator X da cascata de coagulagdo sanguinea; 2)
Conversdo da protrombina em trombina e 3) Conversio do fibrinogénio em fibrina (agfo de
enzimas trombin-like). As serpentes botrépicas parecem apresentar as atividades 1 € 3 enquanto
as serpentes crotalicas parecem apresentar preferencialmente a agdo 3 (GANS, 1978).

O envenenamento sistémico humano por scrpentes dos géneros Bothrops ¢ Crotalus,
freqiientemente resulta em incoagulabilidade sanguinea (SANO-MARTINS et al., 1994). Este
efeito deve-se, entre outros fatores, a a¢@o de serinoproteases que clivam os fibrinopeptideos A e
B do fibrinogénio promovendo uma deplegio dos niveis de fibrinogénio sanguineo, € ndo ativam
o fator XIII da cascata de coagulagdo, responsavel por promover ligagdes cruzadas entre os

mondmeros de fibrina. Sem a ativagdo deste fator, somente o coagulo “frouxo” ¢ formado, sendo
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este rapidamente removido da corrente sanguinea, tanto pela agdo de fibrinolise quanto pela agéo
do sistema reticulo endotelial. (MARKLAND, 1998).

Sio encontradas também nas pegonhas botropicas, metaloproteases com fungdo
fibrinogenolitica, que geram incoagulabilidade sanguinca assim como as Serinoproteses
anteriormente citadas. Estas clivam preferencialmente a cadeia A-0t do fibrinogénio, seguida da
clivagem da cadeia B-p (MARKLAND, 1998). Somente uma toxina capaz de clivar a cadeia y
foi purificada da pegonha de Crotalus atrox (toxina hemorragica) (NIKAI et al., 1984 apud
OUYANG et al., 1992).

Outros fatores encontrados em peconhas de serpentes geram alteracdes na hemostasia
corporal: 1) Agentes estimulantes da secrego de ativador de plasminogénio, 2) Ativagdo do fator
V da cascata de coagulagdo, 3) ativagdo do fator XI da cascata de coagulagdo, 4) ativacdo da
proteina C, 5) Indutores de agregacdo plaquetaria, 6) Inibidores de agregagio plaquetaria, 7)
Fator de von Willebrand dependente da inducio de agregagéo plaquetaria (OUYANG et al,
1992).

As fosfolipases A2 s@o pequenas enzimas que causam uma variedade de efeitos
farmacolégicos interferindo nos processos fisiologicos normais. Elas ocorrem na natureza nas
formas intracelular ¢ extracelular tendo a fungdo de hidrolisar diversos fosfolipideos (KINI,
2003). Com a atividade da enzima, os fosfolipideos sdo hidrolisados, desestruturando a
membrana ¢ comprometendo sua permeabilidade scletiva (MOLLIER et al., 1990). Esta hidrolise
ocorre na posigdo sn-2 dos fosfolipidios liberando lisofosfolipideos € acidos graxos (KINI,

2003).

As fosfolipases A2 podem exercer efeitos como: Miotoxicidade, indugdo ou inibigdo da
agregagdo plaquetdria, efeitos hemoliticos  indiretos, cdematogenicidade ¢  efeitos

anticoagulantes.(KINI & EVANS, 1989).
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A acdo miotoxica apresenta-se mais acentuada nos acidentes botropicos, sendo que
existem no minimo dois diferentes caminhos pelos quais cada pegonha botropica afeta as células
musculares: 1) diretamente pela agdo de miotoxinas que afetam a integridade da membrana
plasmatica das células musculares esqueléticas 2) indiretamente por uma condigdo isquémica que
se desenvolve secundariamente ao rompimento vascular no musculo esquelético (GUTIERREZ
& LOMONTE, 1989).

A hemorragia ¢ um dos mais impressionantes sintomas ocorridos apos a picada das
serpentes das subfamilias Viperinae ¢ Crotalinae e pode ser local ou sistémica. Em casos menos
severos, estes efeitos sdo limitados aos tecidos cutdneos ¢ subcutaneos em torno do ferimento.
Porém, as manifestagdes mais dramaéticas podem envolver degeneracdes teciduais ¢ necrose
(GANS, 1978). Isto se deve principalmente a atividade de toxinas hemorragicas, porém outros
fatores contribuem para o desenvolvimento de hemorragias no individuo acometido, como
componentes responsaveis pela incoagulabilidade sanguinea. Varias metaloproteases tém sido
isoladas de diferentes peconhas de serpentes € muitas delas tém sido caracterizadas como
hemorraginas (MANDELBAUM, 1990).

Ohsaka et al (1979 apud GUTIERREZ & LOMONTE, 1989) desenvolveram um trabalho
pioneiro com o objetivo de elucidar a natureza e o mecanismo de agdo de fatores hemorragicos
isolados de Trimeresurus flavoriridis, que oS levou a concluir que tais toxinas induzem
hemorragias por “diapedesis”, ou seja, pela abertura das jungdes intercelulares das c€lulas
endoteliais dos capilares, com o conseqiiente extravasamento sanguineo. Por outro lado, Ownby
et al (1978; 1987 apud GUTIERREZ & LOMONTE, 1989) apresentaram fortes evidéncias de
toxinas hemorragicas isoladas de Crotalus atrox ¢ Crotalus horridus que causam hemorragia
“per rhexis”, ou seja, por romper a integridade das células endoteliais, permitindo que 0s

eritrocitos extravasassem pelas lacunas formadas no endotélio.
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Estas enzimas podem ser divididas em quatro classes distintas de acordo com os seus
pesos moleculares. A classe P-I das metaloproteases compreende enzimas de baixo peso
molecular (20 & 30 kDa) e com baixa ou nenhuma hemorragia. As proteinas da classe P-II séo
{oxinas de tamanho médio (30 a 60 kDa) e possuem um dominio semelhante a desintegrina na
regifo carboxiterminal. A classe P-III inclui proteinas que apresentam além do dominio
desintegrina, um carboxiterminal rico em residuos de cisteina (BJARNASON & FOX, 1994).
Uma quarta classe ja foi descrita e compreende enzimas menos hemorragicas que a classe PIII
com massa molecular entre 80 € 100 kDa (HATI et al, 1999).

Como anteriormente citado, as pegonhas botropicas séo caracterizadas também pelo
rapido desenvolvimento de edema e reagdo inflamatéria no local da picada. Tais sintomas sio
conseqiiéncia da agdo conjunta de uma variedade de substancias: 1) toxinas hemorragicas que
rompem a microvasculatura promovendo o extravasamento, 2) toxinas que agem diretamente
sobre as células endoteliais dos capilares ¢ vénulas, aumentando sua permeabilidade 3)
fosfolipases e citotoxinas que induzem o aumento da produciio de histamina por mastocitos, 4)
fosfolipases A, que liberam o écido araquidonico dos fosfolipidios de membranas celulares,
iniciando um processo de sintese de prostaglandinas 5) proteases que agem no cininogénio
plasmatico, liberando cininas, 6) componentes do sistema complemento, particularmente C3.e
C5,, participantes da reagfo inflamatoria. (GUTIERREZ & LOMONTE, 1989).

As pegonhas de serpentes possuem, além de compostos toxicos, substdncias ndo-toxicas
que potencializam a agdo da pegonha por aumentar a distribui¢io da mesma no organismo da
presa. Tu ¢ Hendon (1983) demonstraram experimentalmente que as hialuronidases
desempenham um papel como “fator de espalhamento” na agfo toxica das pegonhas. Apesar das
hialuronidases ndo apresentarem toxicidade por si s6 (XU ef al., 1982) esta contribui para o
envenenamento sistémico por acelerar a absorgdo e difusdo da pegonha nos tecidos da vitima

(PUKRITTAYAMEE et al., 1988).
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As hialuronidases sdo enzimas que participam da degradagdo de mucopolissacarideos,
componentes fundamentais da derme (KREIL, 1995) Foi demonstrado que existem pelo menos
trés tipos de hialuronidases € que elas hidrolisam o acido hialurbnico através de mecanismos
distintos (MEYER, 1971). O primeiro grupo inclui as PB-N-acetil-D-hexosaminidases que
degradam o substrato de alto peso molecular a um tetrassacarideo como principal produto final.
No caso da enzima testicular, a qual ¢ um protétipo deste grupo, tem sido demonstrado que cla
também catalisa reagdo de trans glicosilagdo (CRAMER et al., 1994; TAKAGAKI et al., 1994)
visto que hexa, di e octassacarideos também sdo formados durante a hidrolise do écido
hialurénico. O segundo tipo ¢ representado pelas hialuronidases de sanguessugas, as f-
endoglucuronidases. E finalmente, as hialuronidases bacterianas que sdo liases que agem via B-
eliminacdo, formando dissacarideos como principal produto final.

. Cada populagfio de serpentes apresenta sua propria necessidade na agéo de sua pegonha,
¢ a proporcional mistura de efeitos ¢ ao menos em parte determinada pelo tipo da respectiva
presa. Desta forma podemos afirmar que a presenga € a concentragio de toxinas na pegonha ¢
caracteristica de cada espécie (CHIPPAUX et al, 1991). Gloyd (1940 apud CHIPPAUX et al,
1991) sugeriu quc as especializagbes na composi¢io das pegonhas podem ocorrer
independentemente das variagdes morfologicas. Diversos estudos comparativos tém sido
realizados com a finalidade de caracterizar as variagdes das atividades enzimaéticas, gﬁo somente
de diferentes espécies, mas também de serpentes de diferentes idades e procedéncia.

A variedade entre as pegonhas de serpentes foi primeiramente observada em casos
clinicos na antiguidade, ¢ atribuida a fatores exdgenos naturais. Aristoteles, em “Historia
Animalium” acreditava que o calor era o fator predisponente para 0 aumento da toxicidade das
pegonhas, comparando acidentes ocorridos na Grécia e na Africa do Norte, mas nenhuma

descrigdo das espécies estudadas foi dada. Pare, em “Traide sur les Venins” notou uma variagdo
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sazonal na peconha de Vipera aspis e observou uma atividade mais severa da pegonha em
acidentes ocorridos no verdo ¢ primavera. (CHIPPAUX et al, 1991).

Furtado et al.(2003) comparou os efeitos biologicos da pegonha de 15 serpentes jovens de
Crotalus durissus terrificus em relagdo ao de sua progenitora, relatando uma maior atividade
enzimatica, acio miotoxica e coagulante na pegonha de serpente jovem.

Rodrigues et al. (1998) realizaram estudos comparativos envolvendo pools de pegonha de
Bothrops neuwiedi e das subespécies Bothrops neuwiedi pauloensis ¢ Bothrops neuwiedi urutu
coletadas no estado de Sdo Paulo e Minas Gerais respectivamente. A partir destas analises foi
possivel detectar toxinas basicas com diferentes pontos isoelétricos nas pegonhas procedentes de
Sso Paulo, estando estas ausentes nos pools correspondentes de Minas Gerais. Duas isoformas de
miotoxinas foram isoladas da pegonha de serpentes de So Paulo, ¢ trés da pe¢onha de serpentes
de Minas Gerais. A caracterizagdo bioquimica dessas toxinas evidenciou alta similaridade em
relagdo & miotoxina Lys-49 de outras pegonhas bothropicas.

Estes estudos podem trazer importantes contribui¢des, ndo s6 para a area bdsica de
pesquisa, como também para as areas terapéuticas. O conhecimento das variagdes intra € inter-
especificas pode permitir uma maior eficacia no tratamento de vitimas de picadas de serpentes, €
dos sintomas caracteristicos de cada acidente, ¢ ainda contribuir na escolha do anti-veneno mais

apropriado.



2. CBJETIVOS

O trabalho realizado teve como objetivo o estudo comparativo das atividades enzimaticas
¢ biologicas: fosfolipase A2, hemolitica indireta, coagulante, hemorragica, fibrinogenolitica,
edematogénica, miotéxica direta e indireta das peconhas totais de serpentes da subfamilia
Crotalinae (Bothrops moojeni, Bothrops neuwiedi pouloensis e Crotalus durissus sp.), € a
investigacdo da atividade hialuronidésica das pegonhas presentes no laboratorio (Bothrops
moojeni, Bothrops alternatus, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Crotalus durissus

terrificus e Crotalus durissus sp.)



2. MATERIALS:

3.1. PECONHAS

As peconhas brutas de Bothrops moojeni ¢ Bothrops neuwiedi pauloensis foram
adquiridas da Pentapharm do Brasil, apos extragdo da peconha de serpentes coletadas no
municipio de Uberlandia, ¢ mantidas em cativeiro. A pegonha de Crotalus durissus sp. foi doada
pelo Instituto Butantd-SP. As pegonhas brutas foram utilizadas na forma dessecada e

permaneceram conservadas a -20°C.

2.2. ANIMALS DE EXPERIMENTACAO

Os camundongos Swiss machos utilizados foram doados pelo Biotério da empresa
VALEE NORDESTE S/A, e mantidos no Laboratério de experimentagdo animal da

Universidade Federal de Uberiandia (LEA). O plasma bovino foi doado pelo Hospital de

Medicina Veterinaria da mesma Instituig8o.

2.2. ELETROFORESES

Acrilamida, bis acrilamida, TEMED, SDS, Comassie Brilliant Blue R-250, azul de
bromofenol, B-mercaptoetanol, persulfato de amonio (Sigma Chem. Co), Tris, glicerol, EDTA,

fucsina basica.
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3.4. ATIVIDADES ENZIMATICAS E BIOLOGICAS

Desoxicolato de sédio, Fibrinogénio Bovino (Sigma Chem. Co), Kit CK NAC Cinético
(Bioclin), 4cido hialurdnico (Sigma), Stains-all (1-ethyl-2-[3-(1-ethylnaphthol[1,2-d] thiazolin-2-
ylidene) - 2 - methylpropenyl] naphthol [1,2-d] thiazolium bromide (Cat. No. 2718 da Eastman

Kodak Company, Rochester, NY, U.S.A.) e brometo de cetiltrimetilamonio (BDH Chemical

Ltda.).

2.5, PADRADO PARA DETERMINACAO DE PESO MOLECULAR

Os padroes para determinagdo de peso molecular foram: fosforilase b (PM 97kDa)
albumina (PM 66 kDa), ovoalbumina (PM 45 kDa), anidrase carbonica (PM 30kDa), inibidor de

tripsina (PM 20,1 kDa), a-lactoalbumina (PM 14,4 kDa) (Amersham Bioscience).
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4. METODOS

4.1. DOSAGEM QUANTITATIVA DE PROTENAS

As amostras contendo de 0,1 a 2,0 mg de proteina da pegonha bruta foram dosadas pelo
método do Microbiureto, conforme descrito por Itzhazi e Gill (1964). A reta padrio foi
construida com soroalbumina bovina (BSA). As amostras de proteinas foram completadas para o
volume de 1,0 ml, sendo acrescidas a estas 500uL dos reagentes R (0,21% de CuSOq4 dissolvido

em NaOH a 30,4%) e R, (NaOH a 30,0%).

4.2. PERMINACAD DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.2.1. ATIVIDADE COAGULANTE (ASSAKURA et al., 1992)

O plasma bovino foi separado em aliquotas de 100 pL cada e incubado em cubetas
termostatizadas a 37°C. Diferentes doses do veneno bruto foram completadas para 20uL com
solugdo de salina (NaCl a 0,9%) ¢ aplicadas ao plasma. O tempo de coagulagdo correspondera ao
tempo determinado pelo imediato aparecimento da formagdo da rede de fibrina detectada pelo

aparetho Coagulometro Quick Timer (Drake Ltda).
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4.2.1.1. DETERMINACAOD DA DOSE MINIMA COAGULANTE (DMC).

O experimento foi realizado como descrito no item 4.2.1. ¢ a dose minima coagulante
(DMC) foi determinada apoés testes envolvendo cinco diferentes doses de cada pegonha sendo
utilizados trés animais para cada dose. Foi calculada a média aritmética para o tempo de
coagulagdo de cada dose e os valores obtidos foram colocados em um grafico de tempo de
coagulagdo em segundos por dose de veneno bruto em ng. A DMC foi definida como a menor

dose capaz de coagular o plasma bovino em 30 segundos.

4.2.2. ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

Foi utilizada como substrato uma solug¢do de trabalho preparada com uma gema de ovo
ressuspendida em 50 ml de dgua desionizada. Para realizagdo da atividade, foi preparado uma
solugdo contendo 15 mL da solugdio de trabalho, 10 mL de deoxicolato de sodio 0,03M ¢ 1 mL
de CaCl, 0,6M para um volume final de 100 mL completado com 4gua desionizada, ¢ o pH
corrigido para pH 8,0 com NaOH 0,5M, assim como descrito por De Haas ¢ colaboradores
(1968). Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com NaOH 0,1248N em pH
8,0 a temperatura ambiente. A atividade foi expressa por microequivalentes de base consumida

por minuto, por mg de proteina.

4.2.2. ATIVIDADE HEMOLITICA INDIRETA.

A hemolise causada pela amostra foi avaliada utilizando-se eritrocitos de camundongos

suplementados com gema de ovo em gel de agarose como descrito por Guti€rrez et al. (1988).
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Para a preparagdo do gel, extraiu-se o sangue de camundongos previamente anestesiados com
éter de petrdleo, ¢ os eritrocitos foram lavados por 3X com PBS sendo centrifugados por 5
minutos a 5000 rpm. Para cada gel, foi adicionado 0,25g de agarose em 25 mL de PBS e esta foi
dissolvida por aquecimento. Posteriormente foi adicionado 0,005g de azida, 0,25g de CaCl,
0,01M, 0,3 mL de gema de ovo e 0,3 mL dos eritrécitos lavados. Aliquotas de 20 puL de solu¢do
de salina contendo 10 pg de pegonha bruta foram aplicadas em pogos de aproximadamente 4 mm
de didmetro construidos no gel. Os géis foram incubados a 37°C e os halos hemoliticos formados

foram medidos em diferentes intervalos de tempo.

4.2.4. ATIVIDADE HEMORRAGICA (NIKAI et al., 1984)

Amostras com cerca de 10 pg da pegonha total foram dissolvidas em 50 uL de salina, ¢
inoculadas por via intradérmica em dorso de camundongos anestesiados com éter etilico. Apos
trés horas, os animais foram sacrificados ¢ a pele removida evidenciando a atividade pela

presenca de halo hemorréagico na face interna da mesma.

424 1 DETERMINACAO DA DOSE MINIMA HEMORRAGICA (BMH).

O experimento foi realizado como descrito no item 4.2.4. ¢ a dose minima hemorragica
(DMH) foi determinada ap6s testes envolvendo trés doses de cada pegonha contendo diferentes
doses de proteinas sendo utilizados trés animais para cada dose. Os halos hemorragicos foram
medidos em dois 4ngulos retos (90°), utilizando-se um paquimetro. A DMH foi definida como a
menor dose capaz de produzir um halo de 10 mm de didmetro. Foi calculada a média aritmética

para cada dose e o valor obtido foi colocado em um grafico de didmetro do halo hemorragico
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versus dose de proteinas e o valor de DMH definido por regresso linear.

4.2.5. TESTE DE DEGRADACGAO DO FIBRINDGENIO BOVINO

Foi realizado segundo descrito por Edgar ¢ Prentice (1973), modificado por Oliveira
(1997). Em 50 pL de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL de salina) foram adicionados 5 pg de
proteinas € a solugdo incubada por até 60 min a 37 °C. A reagdo foi cessada pela adigdo de 30uL
de tampdo Tris HCL 0,06 M, pH 6.8, contendo glicerol a 10% (v/v), B-mercaptoetanol a 10%
(v/v), SDS a 2% (m/v) ¢ azul de bromofenol 0,001% (m/v). Posteriormente, as amostras foram
aquecidas a 100°C por 3 min ¢ submetidas a eletroforese de gel de poliacrilamida a 14% em

condicbes desnaturantes (PAGE-SDS).

4.2.6. ATIVIDADE MIOTOXICA

Camundongos receberam injegdo intramuscular no musculo gastrocnémio direito de 50 uL
de solugdo de PBS contendo 50 pg de pegonha bruta para as espécies botropicas € 10 pg de
proteinas para a peconha crotalica. Apbs 24 horas de inoculagdo os animais foram anestesiados
profundamente por inalagéo com éter ¢ sacrificados. Os musculos foram retirados ¢ fixados em
uma mistura de etanol 95%, formol 30%, acido acético glacial a dgua desionizada na propor¢ao
de 3:1:1:5 em volume durante 24 horas. Posteriormente as amostras foram desidratadas em
concentra¢des crescentes de alcoois € imersas em solu¢iio infiltradora e endurecedora a
temperatura ambiente. Foram realizados cortes de 2,5 pm em micrétomo sendo estes corados

com azul de toluidina a 0,25% em &gua destilada a 40°C. As laminas foram entdo montadas e

fotografadas.
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4.2.F. ATIVIDADE MIOTOXICA INDIRETA POR DOSAGEM DE CREATINA

RUINASE (CK) (RODRIGUES, 1996).

Amostras contendo 50 pg de proteina foram diluidas em um volume final de 50 pL de PBS
pH 7.2, e injetadas intramuscularmente no musculo gastrocnémio direito de camundongos (25g a
30g de peso), sendo que os controles receberam somente PBS. Passados diferentes intervalos de
tempo, os animais foram sacrificados, e o sangue dos camundongos coletado por pun¢do
cardiaca na presenca de EDTA. Imediatamente apos, o sangue foi centrifugado em baixa rotagdo
(2000 rpm) por 10 minutos a 4°C. A atividade Creatina Quinase foi expressa em unidades/litro ¢
determinada fotometricamente pela velocidade de formagdio do NADPH. Para tal procedimento
foram incubados 20 pL do plasma com 1 mL do reativo dissolvido em tampao imidazol pH 6,7
contendo glicose por 1 min a 37°C (kit CK NAC Cinético da Bioclin) e realizou-se a leitura

inicial a 340 nm ¢ ap0s 1,2 ¢ 3 min.

4.2.2. ATIVIDADE EDEMATOGENICA (LLORET ¢ MORENO, 1993)

Foram realizadas injegSes subplantares de pegonha bruta (10 pg/ 50 pL) diluida em salina
na pata direita de camundongos. O mesmo volume de salina foi aplicado da mesma forma na
pata esquerda como controle. Os edemas formados foram medidos com um paquimetro em
varios intervalos de tempo ap6s as injegdes. Os resultados foram calculados pela diferenga entre

os valores obtidos em cada pata e expressos em porcentagem do aumento do edema da pata

direita em relagdo a pata esquerda.
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4.2.9. ATIVIDADE HALURONIDASICA

4.2.91. TESTE DE ZIMOGRAMA (CEVALLOS ¢t al., 1992)

Foi usado o sistema de eletroforese descrito por Laemmli (1970) com uma unica
modificagdo: 1,48 mL de 4cido hialurdnico a uma concentra¢io de 1,08 mg/mL, foi incorporado
na matriz do gel durante a polimenizagdo. Apds a eletroforese o gel foi lavado duas vezes em 50
mL de uma solugdio de Triton X-100 a 5% em tampdo fosfato de sodio 0,1M, pH 5.8, com 0,15M
de NaCl por uma hora. Posteriormente o gel foi novamente lavado em 50 mL de Triton X-100
0,05% no mesmo tampdo ¢ no mesmo pH por uma hora ¢ finalmentc no mesmo tampao sem
Triton X-100 na mesma condi¢do de pH por 10 minutos, de modo que todo 0 SDS do gel fosse
substituido por Triton X-100 oferecendo assim, condi¢des otimas para a atividade enzimatica.
Ap6s a lavagem, o gel foi incubado a 37° C por 30 minutos, lavado duas vezes por 15 minutos
em tampdo Tris-HC1 0,015 M, pH 7,95 para cessar a reagao, ¢ corado com uma solugdo de 0,1%

de Stains-all estoque em formamida pura.

4.29.2 TESTE TURBIDIMETRICO (FERRANTE, 1956, wodificado  por

PUKRITTAYAKAMEE, et 4l, 198%).

Para determinar a atividade hialuronidasica especifica, diferentes doses de veneno bruto (2,
10, 25, 50, 100, 200 ¢ 400 pg) foram dissolvidas em tampio acetato de sodio a 0,2M, pH 6,0,
contendo NaCl a 0,15M ¢ a esta solugdo foi adicionado 25uL de 4cido hialurnico em um
volume final de 250 uL. A mistura de reagdo foi incubada a 37°C por 15 minutos e a reagdo foi

interrompida pela adigdo de S00pL de brometo de cetiltrimetilamonio (BCTA) a 2,5% em
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solugdo de NaOH a 2% ¢ a densidade optica de cada amostra foi lida a 400 nm. A atividade de
- redugdo turbidimétrica foi expressa como a quantidade de veneno necessaria para hidrolisar 50%

do 4cido hialurdnico, ¢ a atividade especifica sdo as unidades de reduc@o turbidimétrica por mg

de proteinas do veneno bruto.

4.2, ELETROFORESE EM GEL DE POULIACRILAMIDA (PAGE)

4.31. ELETROFORESE EM CONDIGOES DESNATURANTES (PAGE-SDS)

(LAEMMLL, 1.970).

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de agentes desnaturantes

(SDS) nas concentragdes de 14% para o gel de separagdo ¢ 5% para o gel de empilhamento

(protocolo vide anexo I), para estimativa dos pesos moleculares das proteinas contidas nas

pegonhas. As amostras foram dissolvidas em 4gua desionizada com 50% de tampéao da amostra

(Tris HC1 0,06 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,001% (m/v) e glicerol 10% (v/v)), € 10% de B~

) mercaptoetanol (v/v), sendo posteriormente aquecidas por dois minutos em banho-maria a

100°C. Para a realizagdo deste experimento foi utilizado 5 pg de proteinas de amostra.

4.3.2. CONDICOES NATIVAS EM pHt ACIDO

Seguindo a técnica descrita por Reisfeld et al. (1962) com algumas modificagdes. O gel foi
preparado a 10% (protocolo vide anexo 1) ¢ 5 pg das amostras protéicas foram dissolvidas em
50uL de tampdo B-alanina ¢ acido acético 0,35 M, pH 4,3 diluido 10 vezes e 10 % de glicerol. A

fucsina basica foi utilizada como indicador de migrag&o.
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4.3.3. CONDIGOES NATIVAS EM pH ALCALING

A eletroforese seguiu a técnica descrita por Laemmli (1970) e Davis (1964), com algumas
modificagdes. O gel foi preparado a uma concentragdo de 10% (protocolo vide anexo I), e as
amostras contendo cerca de 5 pg de proteinas foram dissolvidas em 50 pL tampéo Tris-HCl

0,1M pH 8,8, contendo glicerol a 10 %.

4.3.4. REVELACADO E SECAGEM DOS GEIS

Ap6s corrida, os géis foram mergulhados em uma solug8o fixadora (metanol 50%; acido
acético 10%) por 5 minutos, sendo posteriormente corados com Coomassie Brilliant Blue R-250
0,1% (m/v), dissolvido em metanol-dgua-dcido acético (30:60:10 v/v). A seguir foram
descorados em agua-ctanol-acido acético (30:10:60 v/v) e fixados em solugéo de acido acético a

7%. Posteriormente os géis foram secos em papéis celofane ligeiramente umidecidos em agua.
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5. RESULTADOS

51. ELETROFORESES:

As figuras 1, 2, e 3 mostram os perfis eletroforéticos das trés pegonhas estudadas, Na
figura 1, as pegonhas foram submetidas & corrida em SDS-PAGE & 14%. Nota-se uma maior
semethanga entre o perfil eletroforético proteico apresentado pelas pegonhas botropicas, assim
como uma clara diferenciagdo entre os perfis botropicos ¢ o perfil crotalico. As figuras 2 ¢ 3
representam, respectivamente, a eletroforese em condigdes acidas ¢ a eletroforese em condigdes
basicas. O perfil das proteinas de carater acido foi bastante diferenciado nas trés pegonhas, ¢ 0
perfil das proteinas de carater basico foi mais semelhante entre as pegonhas botrépicas, sendo
que a pegonha crotilica apresentou trés proteinas de cardter extremamente basico, ndo

observados nas duas outras pegonhas (indicadas pela seta).
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Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% na presenga de agentes
desnaturantes (PAGE-SDS) realizada a concentragdo de 14%. 1. Padrdo de massa molecular
(97kDa, 66kDa, 45kDa, 30kDa; 20,1kDa- 14,4kDa) 2. VB de Bothrops moojeni 3. VB de
Bothrops neuwiedi pauloensis 4. VB de Crotalus durissus sp.

Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas basicas na auséncia de
agentes desnaturantes realizada a concentragdo de 10% em tampédo B-alanina pH 4.3 1. VB de
Bothrops moojeni 2. VB de Bothrops neuwiedi pauloensis 3. VB de Crotalus durissus sp.
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Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% sem agentes desnaturantes para
proteinas 4cidas em tamp#o Tris-glicina pH 8,3. Foi aplicado 5 pg de proteinas das amostras para
este experimenio. 1. VB de Bothrops moojeni 2. VB de Bothrops neuwiedi pauloensis 3. VB de
Crotalus durissus sp.
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5.2. ATIVIDADE COAGULANTE:

Os testes de coagulagdo do plasma foram realizados em triplicata segundo o item 4.2.1. A
DMC (Dose Minima Coagulante), ou seja, a dose minima de proteina capaz de coagular o
plasma em 30 segundos foi determinada para as pegonhas brutas em questdo. A pegonha de
Crotalus durissus sp. apresentou a menor dose coagulante com 3,67 nug de proteinas, sendo a
pegonha com a mais forte atividade, seguida de Bothrops moojeni, com uma DMC de 4,92 pg de
proteinas e Bothrops neuwiedi pauloensis com uma DMC de 14,42 pg, como mostra a tabela 1.
A figura 4 apresenta o comportamento dose dependente das pegonhas de Bothrops moojeni (A),
Bothrops neuwiedi pauloensis (B) e Crotalus durissus sp. (C).

.0 teste estatistico t foi aplicado aos tempos correspondentes as doses de 5 pg de
proteinas das trés peconhas para determinar se a atividade coagulante ¢ significativamente
diferente entre as pegonhas. O teste indicou significativa diferenga entre as médias dos tempos de
Bothrops neuwiedi pauloensis e Bothrops moojeni, Bothrops neuwiedi pauloensis e Crotalus

durissus sp., € Bothrops moojeni ¢ Crotalus durissus sp.
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Fig 4. Atividade coagulante dose dependente. Cada ponto do grafico representa a média
aritmética de 3 ensaios. Para cada ensaio, amostras de diferentes doses de proteinas para um
volume de 20uL completado com solugao salina foram adicionadas a 100 pL de plasma bovino e
incubados a 37°C no coaguldometro até a detecgdo da formagao das primeiras redes de fibrina
pelo apareiho. (A) Bothrops moojeni, (B) Bothrops neuwiedi pauloensis e (C) Crotalus durissus

sp.
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5.3. ATIVIDADE HEMORRAGICA:

A atividade hemorragica foi realizada de acordo com o item 4.2.4. ¢ os testes foram feitos
em triplicata. As pegonhas de Bothrops moojeni € Bothrops neuwiedi pauloensis apresentaram
uma dose minima hemorragica (DMH) de 1,43 ¢ 3,79 pg de proteinas respectivamente, indicando
uma maior atividade hemorragica para a peconha de Bothrops moojeni, seguido da pegonha de Bothops
neuwiedi pauloensis. A pegonha de Crotalus durissus sp. ndo apresentou atividade hemorragica quando
testada para doses de até 15 pg de proteinas. A fig.5 mostra os halos hemorragicos obtidos na aplicagdo
de 15 pg de proteinas para Bothrops moojeni (A), Bothrops neuwiedi pauloensis (B) e a auséncia de halo
para Crotalus durissus sp. (C). A figura 6 apresenta o comportamento dose dependente para as atividades
hemorragicas das peconhas de Bothrops neuwiedi pauloensis (A) e Bothrops moojeni (B). Na tabela 1

estdo expressos os valores de DMC e DMH obtidos para cada pegonha.

A) (B) ©

Fig 5. Hemorragia causada por venenos brutos injetados intradermicamente no dorso de camundongos
- swiss machos apos 3 horas de inoculagfo. (A) Bothrops moojeni (B) Bothrops neuwiedi pauloensis (C)
- Crotalus durissus sp.
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Fig 6. Atividade hemorrégica dose dependente das pegonhas de Bothrops neuwiedi pauloensis
(A) e Bothrops moojeni (B). Os halos hemorragicos intradérmicos referentes a 5,10 e 15 ug de
amostra inoculada foram medidos em dois dngulos retos, e cada ponto representa a média
aritmética de trés ensaios realizados para cada dose.
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Tabela 1. Tabela comparativa das mininas doses coagulante (DMC) e minimas doses
hemorragicas (DMH) das trés pegonhas estudadas.

Pegonha Botlrops Bothrops Crofalus
moojeni newwicdi durissiy sp.
Atividade panfociyis

- Dose minima 4,92 ug 14,42 pg 3,67 ug
Coagulante (DMC )
Dose Minima 1,43 pg 3,79 ug _*
hemorrdgica(DMH)g

* Auséncia de hemorragia.
- ! Menor dose capaz de coagular o plasma bovino em 30 segundos.
? Menor dose capaz de produzir um halo de 10 mm? de didmetro

5.4. ATIVIDADE FIBRINOGENOUTICA:

A fig 7 apresenta os resultados para a atividade fibrinogenolitica de cada pegonha
ensaiada, expressos por eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% na presen¢a de agentes
desnaturantes (SDS-PAGE). A pegonha de Bothrops moojeni (A) provocou a hidrolise total das
cadeias Aa ¢ BB do fibrinogénio nos primeiros 5 minutos iniciais de reagfo; a pegonha de
Bothrops neuwiedi pauloensis (B) também foi capaz de hidrolisar totalmente a cadeia Aa do
fibrinogénio nos primeiros 5 minutos de reagdo, mas a cadeia Bf foi totalmente degradada
somente com 30 minutos de reagdo. Para a peconha de Crotalus durissus sp. (C) a degradagéo
total das cadeias Aa e BP s6 ocorreu apds 60 minutos de reagdo. A cadeia y ndo sofre hidrolise

em nenhum dos casos estudados.
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pegonha bruta de Bothrops

neuwiedi pauloensis por.

2- 5 minutos

3- 15 minutos
4- 30 minutos
5- 45 minutos
6- 60 minutos

7- Peconha bruta

(B)
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Figura C
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durissus sp. por:
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5.5. ATIVIDADE FOSTFOULIPASICA:

As trés pegonhas testadas apresentaram atividade fosfolipase A,, porém a pegonha
de Bothrops moojeni apresentou uma maior atividade de degradagio de fosfolipidios com uma
atividade especifica de 122 unidades/mg/min, seguida de Bothrops neuwiedi pauloensis com
uma atividade especifica de 111 unidades/mg/min. A pegonha de Crotalus durissus sp.
apresentou a menor atividade com 36,42 unidades/mg/min. A figura 8 compara a atividade

fosfolipasica das trés pegonhas testadas.

150
oS¢ yd
SE g 1007
= 0
22 .|
<{3S 50 ¢

0l

Cd Bnp Bm

Pegonhas

Fig 8. Atividade fosfolipasica das pegonhas de Crotalus durissus sp. (Cd), Bothrops neuwiedi
pauloensis (Bnp) € Bothrops moojeni (Bm). Os resultados representam uma média aritmética de
trés ensaios. Para cada ensaio foi utilizado como substrato 15 ml de suspensio aquosa de gema
de ovo contendo 1 mL de deoxicolato de sédio a 0,03M e CaCl; 0,6M em pH 8,0.
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5.6. ATIVIDADE HEMOUITICA INDIRETA:

A figura 9 representa a atividade hemolitica indireta causada por amostras de 10 pg das
pegonhas de Bothrops moojeni, Bothrops neuwiedi pauloensis e Crotalus durissus sp. A peconha
de Crotalus durissus sp., apesar de apresentar baixa atividade hemolitica, manteve o halo
hemolitico quase constante no decorrer do experimento. A peconha de Bothrops neuwiedi
pauloensis apresentou baixa atividade nos dois primeiros intervalos de tempo, porém, com 24
horas tal atividade mostrou-se intensa. A peconha de Bothrops moojeni apresentou uma evolugdo
acentuada nos diferentes intervalos de tempo, ¢ manteve-se com a mais intensa atividade durante
0 teste, exceto no tempo de 3 horas de reagdo, cuja atividade foi semelhante 3 de Crotalus

durissus sp.

30
25 |
Diametro »q
do halo ] —
hemolitico '~ o T = CDSP;
5 L | ! W BNP

0

3hs 6hs 12hs 24hs

Tempo

Fig 9. Auvidade hemolitica indireta dos venenos brutos de Croraius durissus sp (Cdsp),
Bothrops neuwiedi pauloensis (Bnp) e Bothrops moojeni (Bm). A atividade foi determinada em
gel de agarose contendo 0,25g de agarose, 0,005g de azida, 0,25g de CaCl, 0,01M, 0,3 mL de
gema de ovo ¢ 0,3 mL dos eritréecitos em 25 mL de PBS. Os resultados foram obtidos pela
medida do halo hemorragico em dois 4ngulao retos, e representam uma média aritmética de trés

ensaios.
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5.F. ATIVIDADE EDEMATOGENICA:

Os resultados obtidos para a atividade edematogénica das pegonhas utilizadas sdo
representados na figura 10. A pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis foi capaz de induzir o
maior edema de pata, apresentando um pico de atividade apos 1 h de aplicagdo. Crotalus
durissus sp. € Bothrops moojeni apresentaram menor atividade edematogénica respectivamente,

com pico de atividade em 30 minutos apos a aplicag3o.

Crescimento de Edema (%)

o 0,5 1 2 3
Tempo (horas)

Fig 10. Atividade edematogénica realizada por inje¢do subplantar na pata de camundongos de
50puL de amostras contendo 10pg de proteinas das pegonhas de Bothrops moojeni (Bm), B.
neuwieidi pauloensis (Bnp) e Crotalus durissus sp (Cdsp). Os edemas observados foram
medidos nos intervalos de tempos de 30 min, 1, 2 e 3 horas.
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52 ATIVIDADE MIOTOXICA POR ANALISE MORFOLOGICA:

As figuras 11, 12, 13 ¢ 14 mostram os resultados obtidos para o teste de atividade
miotoxica dos venenos brutos de Bothrops neuwiedi pauloensis, Bothrops moojeni ¢ Crotalus
durissus sp. no musculo gastrocnémio de camundongos. As figuras 11.1 e 11.2 representam
cortes transversais de musculos sadios, injetados com salina e utilizados como controle. Na
figura 12 observamos os principais efeitos miotoxicos da peconha de Bothrops neuwiedi
pauloensis. Os musculos inoculados com tal pegonha apresentaram um quadro de edema com
fibras musculares bastante afastadas e necrosadas, por nao ser evidenciado nucleo periférico nas
fibras musculares (figuras 12.1 ¢ 12.2). Intensa hemorragia, caracterizada por um grande nimero
de heméceas presentes entre as fibras musculares também foi observada (figuras 12.3 e 12.4)
assim como inflamagdo (figuras 12.5 ¢ 12.6) pela presenca de intimeros neutréfilos. Os
principais efeitos miotéxicos da peconha de Bothrops moojeni €stio representados na figura 13.
Esta pegonha também causou edema muscular (figuras 13.1 e 13.2) e hemorragia (figuras 13.3 ¢
13.4), porém tal quadro hemorragico parece ser mais intenso que no ¢aso anterior, Foi observada
também mais intensa inflamag&o nas fibras musculares com presenca de necrose celular (figuras
13.5 ¢ 13.6). Na figura 14 pode-se observar que a pegonha crotalica ¢ responsavel por um quadro
inflamatorio mais acentuado do que os causados pelas pegonhas botropicas por apresentar
infiltrado leucocitario, com necrose ¢ destrui¢do quase total de algumas fibras (Indicado pela
seta) e uma quantidade visivelmente maior de neutréfilos entre as células musculares (figuras
14.1 e 14.2). Efeito edematogénico também € observado, porém apresenta-se menos intenso que

nos casos anteriormente citados (figuras 143 ¢ 14.4).
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Fig 11. Corte transversal de musculo gastrocnémio de camundongo inoculado com 50 uL de
salina e extraidos ap6s 24 horas, como controle. 11.1. Aumento de 100X. 11.2. Aumento de 400

X.
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Figura 13. Cortes transversais de musculo gastrocnémio de camundongos inoculados com 50 pg
VB de Bothrops moojeni apés 24 horas. Figuras 13.1, 13.3 ¢ 13.5. Aumento de 100X. Figuras
13.2, 13.4 e 13.6. Aumento de 400X.
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I: Inflamag@o N: Necrose
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14.1 14.2

Figura 14. Cortes transversais de musculo gastrocnémio de camundonos inoculados com 10 g
de VB de Crotalus durissus sp. apés 24 horas. Figuras 14.1 e 14.3. Aumento de 100X. Figuras
14.2 ¢ 14.4. Aumento de 400X.

I: Inflamacéo E: Edema

N: Necrose
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5.9. ATIVIPADE MIOTOXICA INDIRETA POR DPOSAGEM DE

CREATINA RUINASE (CK):

A figura 15 apresenta os resultados obtidos para a dosagem de Creatina Quinase (CK)
para as trés pegonhas estudadas. A pegonha de Crotalus durissus sp. apresentou a mais intensa
atividade desta enzima, que corresponde a uma alta atividade miotoxica. A pegonha de Bothrops
moojeni apresentou menor atividade, seguida da peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis. Nos
trés casos testados, os venenos brutos mostraram um pico de atividade com 3 horas de

inoculagdo.

= 4000
w 3000 - — cdsp3
3] |
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Fig 15. Atividade miotoxica por dosagem de Creatina Quinase (CK) tempo-dependente.
Camundongos Swiss foram injetados com 50 ug das pegonhas botrépicas ¢ 10 pg da pegonha
crotalica no musculo gastrocnémio e apos diferentes intervalos de tempo, o sangue dos
camundongos foram extraidos por pungfo cardiaca. Para este teste, foi ultilizado o Kit de CK
NAC Cinético (Bioclin) e os testes foram realizados em triplicata, sendo os resultados obtidos
pela média aritmética destes. (Cdsp) Crotalus durissus sp. (Bm) Bothrops moojeni ¢ (Bnp)
Bothrops neuwiedi pauloensis.
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510. DETERMINACADO DA ATIVIDADE HIALURONIDASICA PELO

METODO TURBIDIMETRICO:

O teste hialuronidasico realizado pelo método turbidimétrico foi testado para algumas
peconhas botropicas ¢ crotalicas presentes no laboratorio ¢ mostrados na figura 16. Devido a
falta da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis, esta nio foi testada. O teste turbidimétrico
evidenciou uma forte discrepancia entre as atividades dos venenos botrépicos ¢ crotalicos.
Enquanto os venenos crotalicos apresentaram uma maxima atividade hialuroniddsica mesmo nas
menores doses testadas (1pg) de cada pegonha (E ¢ F), as pegonhas botrépicas mostraram um
comportamento dose resposta (A, B, C e D). A tabela 2 apresenta a atividade hialuronidasica
especifica obtida para cada pegonha testada. Dentre as pegonhas botropicas, as pegonhas de
Bothrops jararacussu e Bothrops alternatus apresentaram as maiores atividades respectivamente.
As peconhas de Bothrops jararaca ¢ Bothrops moojeni mostraram uma atividade

significantemente menos intensa.
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Fig 16. Atividade hialuronidasica realizada pelo método turbidimétrico. Doses de até 200 pg de
veneno bruto foram dissolvidas em tampdo acetato de sodio a 0,2M, pH 6.0, contendo NaCl a
0,15M e 25uL de 4cido hialurdnico em um volume final de 250 pl. A mistura de reagdo foi
incubada a 37°C por 15 minutos e a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 500uL de brometo de
cetiltrimetilamonio (BCTA) a 2,5% em solugdo de NaOH a 2% e a densidade Optica de cada
amostra foi lida a 400 nm. (A) Bothrops jararaca (B) Bothrops moojeni (C) Bothrops alternatos
(D) Bothrops jararacussu (E) Crotalus durissus terrificus ¢ (F) Crotalus durissus sp.
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Tabela 2. Atividade hialuronidasica de alguns venenos botrépicos e crotalicos pelo método

turbidimétrico.

Atividade de reducio Atividade especifica

turhidimetrica ¢ ;Lg)z (Umg/13 min)’
Bothrops jararaca 39.849 25,09
Bothrops moojeni 29,419 3,399
Bothrops alternatus 0,948 1054,85
Bothrops jararacussu 0,0953 10493.17
Crotalus durissus terrificus 1,38 x 107 724x 10"

3 3

Crotalus durissus sp.

' A atividade de redugdo turbidimétrica foi expressa como a quantidade de veneno (ug) necessaria para

hidrolisar 50% do acido hialurénico

2 Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necesséria para causar uma redugdo turbidimétrica de
50% do 4cido hialurdnico no tempo de incubagdo de 15 minutos a 37°C ¢ a atividade especifica sdo as unidades de
reducdo turbidimétrica por mg de proteinas do veneno bruto

3 Atividade ndo determinada.
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511. ZIMOGRAMA DE ATIVIDADE HHALURONIDASICA:

O gel para atividade hialuronidasica evidenciou uma atividade significativamente
mais intensa nas peconhas crotalicas (linhas 1 e 3). Dentre as peconhas bothropicas, somente a
atividade da pegonha de Bothrops jararacussu pode ser visualizada (linha 2). A figura 17 mostra

as atividades de 5 pg dos venenos testados.

Figura 17. Atividade hialuronidasica determinada em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE) a uma concentragdo de 13,5% contendo 1,48 mL de 4cido
hialurénico a 1,08 mg/mL. Apés a eletroforese o gel foi lavado em tampoes fosfato de sodio
0,1M pH 5,8 com concentra¢des decrescentes de Triton X-100, incubado por 30 minutos a 37°C,
lavado duas vezes por 15 minutos em tampado Tris-HCI 0,015 M, pH 7,95 para cessar a reago, €
corado com uma solugdo de 0,1% de Stains-all estoque em formamida pura. 1. Crotalus durissus
sp. 2. Bothrops jararacussu 3.Crotalus durissus terrificus 4. Bothrops jararaca 5. Bothrops
moojeni 6. Bothrops alternatus.
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6. DISCUSSAOD:

Os acidentes ofidicos sdo de grande relevancia clinica devido a alta freqiiéncia com que
ocorrem, ¢ aos elevados indices de mortalidade que acarretam na auséncia de atendimento
médico (CHIPAUX, et al 1991). Nos acidentes botropicos, a a¢do da pegonha no organismo
humano pode resultar em necrose e hemorragia, e em casos extremos, a amputacio do membro
afetado. Ja nos acidentes crotalicos, os efeitos locais provocados pela picada sdo pouco
evidentes, porém este veneno apresenta intensa a¢80 neurotOxica, miotoxica e nefrotéxica que
sdo responsaveis pela maior freqiiéncia de 6bitos nesse tipo de acidente (BARRAVIERA, 1994),

A presenga ¢ concentragdo de toxinas na pegonha, assim como sua respectiva atividade
biologica € caracteristica de cada espécie (CHIPPAUX et al, 1991). O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar € comparar as variagdes interespecificas das pegonhas de Bothrops
neuwiedi pauloensis, Bothrops moojeni ¢ Crotalus durissus sp. por meio da realizagdo de
algumas atividades bioldgicas ¢ enzimaticas.

As peconhas brutas foram submetidas a eletroforeses em condigdes nativas e
desnaturantes, sendo que o perfil eletroforético de melhor resolugdo foi em PAGE-SDS. Esta
eletroforese evidenciou um perfil fortemente semelhante entre as pegonhas botropicas, e desta
forma podemos supor a presenga de diversas isoformas ¢ de proteinas com estrutura, fungéo ¢
massas moleculares altamente similares entre si; sugerindo assim uma grande semelhanga e
maior variedade entre os efeitos bioldgicos apresentados por elas, onde se destacam os efeitos
sistémicos como hemorragia de 6rgios internos ¢ incoagulabilidade sanguinea (FRANCESCHI,
1990), mas principalmente os locais como edema, inflamagdo e miotoxicidade. (AMARAL et al,
1986). Por outro lado, a peconha crotalica apresenta um numero reduzido de bandas protéicas

com uma unica banda majoritdria de massa molecular entre 45 ¢ 30 KDa. Esta provavelmente
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corresponde a crotoxina, principal componente t6xico da peconha de Crotalus durissus
representando cerca de 50% do peso seco desta (FAURE & BON, 1987 apud MANCIN, 2001), ¢
cujo efeito é predominantemente neurotoxico (VITAL BRASIL, 1996 apud MANCIN, 2001).

Neste trabalho, os venenos que induziram coagulacdo sanguinea também resultaram na
clivagem do fibrinogénio plasmatico. A atividade de coagulagdo do plasma mostrou uma acdo
acentuada das pegonhas de Bothrops moojeni e Crotalus durissus sp., sendo que a maior
atividade foi encontrada para esta tltima pegonha. Segundo descrito na literatura, a peconha de
Bothrops moojeni apresenta alta atividade coagulante (LEITE, 1991), assim como a pegonha de
Crotalus durissus (GENE et al., 1989) A peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis também fo;
capaz de coagular o plasma bovino in vitro, porém a atividade desta pegonha foi menos intensa
quando comparada com as outras,

As trés pegonhas estudadas apresentaram atividade fibrinogenolitica, porém a peconha de
Bothrops moojeni apresentou major atividade, degradando as cadeias Aa ¢ BB logo nos
primeiros cinco minutos de reagcdo. A peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis também
apresentou forte atividade fibrinogenolitica, 0 que evidencia que tal efeito é caracteristico das
serpentes do género Bothrops. A atividade da peconha de Crotalus durissus sp. foi menor em
relagdo & das peconhas botrépicas. As enzimas hemorragicas e proteoliticas presentes nas
peconhas de serpentes sdo responsaveis pela clivagem dos peptideos A e B do fibrinogénio que
promove uma deplecdo sanguinea destas moléculas responsaveis pela coagulagdo do sangue.
Deste modo o sangue de uma pessoa acometida pela picada de uma serpente que apresente tal
atividade, torna-se incoagulavel (MARKLAND, 1998).

Nos testes de atividade hemorragica, somente as serpentes botrépicas causaram
hemorragia intradérmica no dorso dos camundongos, sendo que a peconha de Crotalus durissus
Sp. ndo apresentou tal atividade para as doses testadas. Dentre as pegonhas botropicas, a pegonha

de Bothrops moojeni foi a mais hemorragica, apresentando uma DMH de 1,43 pg, enquanto a
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pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis apresentou uma DMH de 3,79 ng. As peconhas

botrépicas mostraram uma relagdo diretamente proporcional entre a dose de pegonha aplicada € a
area do halo hemorragico. Este resultado foi observado também por Kondo et al. (1960) para o
veneno de Trimeresurus flavoviridis, utilizando coelhos como animais experimentais e
determinando um tempo de incubagdo de 24 horas.

Estes efeitos sdo resultantes da ag¢do de enzimas proteoliticas denominadas hemorraginas.
Estas enzimas sdo capazes de degradar o coldgeno. Sabe-se que o colageno tipo IV é um
componente da ldmina basal que envolve os capilares, desta forma pode-se concluir que a
atividade enzimética destas proteases ¢ relevante no processo de dano capilar (GUTIERREZ &
LOMONTE, 1989). Os fatores hemorragicos degradam também o fibrinogénio, atuando
principalmente nas cadeias Aa ¢ Bp, assim como outras metaloproteases de peconhas de
serpentes. (MANDELBAUM, 1990). A atividade hemorragica das peconhas ndo pode ser
diretamente relacionada com a atividade letal, porém, fatores hemorragicos certamente agravam
os sintomas do envenenamento ofidico por uma agio combinada com outros fatores, ou s¢ja, 0s
distirbios na coagulagéio sanguinea e hemorragias em 6rgfios internos podem resultar em morte
da vitima. (GANS, 1978).

A atividade fosfolipase A, foi detectada em todas as pegonhas estudadas, sendo que esta
atividade foi mais intensa nos venenos de Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi pauloensis, que
apresentaram uma atividade especifica de 122 e 111 U/mg/min respectivamente, enquanto a
pegonha de Crotalus durissus sp. apresentou uma atividade especifica com 36,42 U/mg/min

As fosfolipases Az foram identificadas como fatores hemoliticos por Martin (1896 apud
GANS 1978), porém, Hughes (1935 apud GANS, 1978) relatou que a atividade de hemélise dos
venenos de serpentes nem sempre esta relacionada com a agfio das fosfolipases A;. No entanto,
outros fatores na pegonha podem agir sinergicamente com essas enzimas. Neste trabalho, os

resultados para atividade hemolitica indireta das peconhas analisadas foi corroborado pelos



45

neurotoxico da crotoxina surge. Evidéncias experimentais indicam que as lesdes causadas pela
crotoxina sdo as mesmas verificadas pelas fosfolipases A, embora sejam mais intensas no
segundo caso. (KINI & EVANS, 1987, 1989 apud MANCIN, 2001)

Os testes de miotoxicidade, nfio somente deram suporte aos resultados da atividade PLA,,
como tamb¢m nos forneceram outras caracteristicas interessantes sobre estas pegonhas ofidicas.
As pegonhas do género Bothrops provocaram intensa acfo miotéxica por serem capazes de
provocar forte hemorragia local, destruigdo das fibras musculares e por atrairem células imunes
para o local da inoculagdo do veneno resultando em inflamagdo. O veneno de Bothrops moojeni
foi 0 mais severo no desenvolvimento de hemorragia, seguido pelo veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis, sendo que a pegonha crotalica ndo resultou em hemorragia muscular, assim como o
esperado devido aos resultados anteriormente obtidos. Todos as pégonhas apresentaram intensa
formagdo de edema, necrose das fibras e inflamagio muscular, sendo que aparentemente a
peconha de Crotalus durissus sp. destacou-se nos tltimos dois sintomas.

Homa e Tu (1971 apud GUTIERREZ E LOMONTE, 1989) propuseram uma
classificagdo para a atividade de mionecrose induzida por pegonhas ofidicas, baseando-se na
morfologia das fibras necréticas 24 horas apés a injegdo. O tipo “miolitico” foi caracterizado por
fibras cujo material miofibrilar aparece agrupado e alternado por espagos vazios no citoplasma.
O tipo “coagulativo” de necrose, por outro lado, foi especificado por células cujo material
miofibrilar tem uma aparéncia mais hialina e com distribuicdo homogénea. O tipo “misto”
apresenta tanto as caracteristicas de tipo miolitico, como do tipo coagulativo. Tomando como
base essa classifica¢do, podemos caracterizar a mionecrose causada pelas peconhas de Bothrops
neuwiedi pauloensis, ¢ Bothrops moojeni como do tipo mista, ¢ para a peconha de Crotalus
durissus sp. como predominantemente coagulativa. Porém, tal classificagdo consiste em uma
simplificagdo de um fenémeno patolégico complexo e dindmico. Quando os danos musculares

foram analisados em diferentes intervalos de tempo apés inoculacdo de pegonha de Bothrops
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asper foi observado que a morfologia das fibras ¢ alterada (GUTIERREZ et al., 1984). Nas

primeiras rés horas de inoculagdio, o musculo apresentou predominantemente fibras mioliticas,
no cntanto, apos a sexta hora, a grande maioria das fibras foram caracterizadas como
coagulativas. Desta forma, concluimos que a resposta muscular & inje¢do de pegonhas de
serpentes s¢ modifica em fungdo do tempo.(GUTIERREZ & LOMONTE, 1989).

O teste de miotoxicidade pelo método indireto (dosagem de CK), evidenciou uma
atividade mais destacada da pegonha crotalica, seguida da pegonha de Bothrops moojeni ¢
Bothrops neuwiedi pauloensis. Podemos supor que tal resultado déva-se a maior inflamagdo e
necrose causada pela pegonha de Crotalus durissus sp.

O efeito local de formag&o de edema foi testado a partir da injegéio subplantar da pegonha
na pata direita de camundongos, ¢ as pegonhas botropicas mostraram mais potente atividade
edematogénica. A pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis apresentou a mais intensa agfo
local de formagio de edema, seguida da pegonha de Bothrops moojeni ¢ Crotalus durissus sp.
Porém foi observada uma diferenca nos picos destas atividades, pois enquanto a pegonha de
Bothrops neuwiedi pauloensis se mostrou com maior atividade apos 1 h de aplicagdo, as demais
pegonhas apresentaram esse pico de atividade apés 30 min. Como previamente citado, este tipo
de efeito local ¢ atribuido a uma diversidade de fatores (GUTIERREZ & LOMONTE, 1989), tais
como toxinas hemorragicas, toxinas que agem diretamente sobre as células endoteliais dos
capilares e vénulas, citotoxinas ou fosfolipases A, proteases e componentes do sistema
complemento (GUTIERREZ & LOMONTE, 1989). Era esperado que a pegonha crotdlica
apresentasse um efeito edematogénico mais ténue em relagdo as peconhas botrdpicas, ja que
ainda ndo foram isoladas toxinas hemorragicas de pegonhas de Cortalus brasileiras, assim como
as fosfolipases A, presentes nessas pegonhas estdio complexadas com a crotapotina, reduzindo,

desta maneira a atividade miotoxica, ¢ a citotoxina presente na pegonha corresponde 4 crotamina,



47

porém a participagdo desta enzima na génese da mionecrose é duvidosa devido a sua baixa
concentragao na pegonha (CUPO et al., 1988 apud MANCIN, 2001).

Os resultados desta atividade sdo compativeis com o estudo bibliografico realizado, o
qual descreve uma maior acdo local por partc dos venenos botrépicos, enquanto a peconha
crotdlica apresenta mais intensamente efeitos sistémico ¢ letalidade ao contrario dos efeitos
locais, que geralmente mostram-se {racos ou ausentes,

Os experimentos relacionados com a atividade hialuronid4sica foram realizados de forma
que fossem o ponto de partida de um novo projeto de mestrado a ser realizado. As pegonhas
testadas para essa atividade ngo correspondem as pegonhas utilizadas nos experimentos
anteriores. As peconhas de Bothrops moojeni e Crotalus durissus sp. foram mantidas, porém a
pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis ndo foi utilizada por indisponibilidade da mesma.
Outras pegonhas presentes no laboratério foram utilizadas de modo que fosse feita uma
investigagdo sobre essa atividade nos venenos disponiveis, uma vez que tal trabalho nfio havia
sido anteriormente realizado.

De uma forma geral, o estudo das pegonhas botrépicas resultou em um comportamento
altamente discrepante do comportamento crotélico. Em baixas doses, as peconhas do género
Bothrops nio atingem sua atividade hialuronidasica maxima, fato este que s6 acontece quando as
doses sdo aumentadas. Por outro lado, as pegonhas do género Croralus apresentam atividade
maxima mesmo nas menores doses. Esta caracteristica nos impossibilitou de compararmos os
dois géneros estudados, pois quando a atividade especifica foi expressa, os valores referentes as
pegonhas crotalicas foram extremamente altos em relacdo aos obtidos para 0s outros casos
estudados, sendo que no caso de Crotalus durissus sp. este valor ndo pbde sequer ser calculado
de forma confiavel. Desta forma, novos experimentos serio realizados com pegonhas crotalicas,
utilizando fragées da menor dose para que um perfil mais detalhado da atividade de quebra do

acido hialurénico seja esclarecida.
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Girish et al. (2002) ¢ Kudo ¢ Tu (2001) também observaram que a atividade

hialuronidasica de serpentes do género Crotalus era consideravelmente alta, ao investigar esta
acdo em pegonhas de diversas espécies ¢ géneros, porém serd necessario um estudo mais
detalhado. Estes resultados nos auxiliardo na escolha da pegonha mais indicada para ser estudada
no trabalho seguinte, assim como nos fornecer dados para realizarmos experimentos mais
detalhados e de maior confiabilidade.

Desta forma, experimentos posteriores mais elaborados serdo Necessarios para que

possamos obter resultados mais conclusivos.
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F. CONCLUSAD

Conclui-se entdo que as pegonhas botropicas apresentaram maior atividade na maioria
dos efeitos biologicos testados, sendo que a pegonha de Bothrops moojeni apresentou maior
atividade nos testes fibrinogenolitico, fosfolipase A, hemorragico, hemolitico € miotéxico direto
com exce¢do da atividade edematogénica, na qual a peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis
teve uma maior a¢do. Por outro lado, a pegonha de Crotalus durissus sp. apresentou menor
atividade para estes experimentos realizados, exceto para as atividades coagulantes, nas quais
apresentou relevante agdo ¢ no teste hialuronidasico, provavelmente por apresentar como efeito
mais t0xico ¢ acentuado a neurotoxicidade, que corresponde a uma a¢lo sistémica, necessitando
assim de um fator de espalhamento mais efetivo para que a toxina possa atingir rapidamente seu
local de atuagdo. Estes resultados comprovam que as pegonhas botropicas apresentam compostos
com atividades locais ¢ hemostaticas mais intensas ao se comparar com as pegonhas crotélicas, a
ndo ser pelo resultado obtido no teste de coagulagdo do plasma. No entanto, esta ultima &
caracterizada por alta letalidade, devido ao efeito neurotéxico, que ndo estd presente nas
pegonhas botrépicas. (CHIPPAUX, 1991).

As tabelas 3 e 4 mostram os resultados de todas as atividade biologicas testadas para as
trés pegonhas em questdo. J4 a tabela 4 representa as intensidades da atividade hialuronidasicas

das peconhas disponiveis no laboratério.
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Tabela 3. Resultados comparativos dos resultados das atividades biologicas obtidos para as pegonhas das trés espécies estudadas.

Atividade  Coagulacgao Hemorragia  Fibrinogendlise  PLA- Hemélise  Formacio de Miotoxica Miotoxice
do plasma Edema (Andlise {dosagem
Peconha Histologica) de CK)
B. moojeni ++ +++ +++ +++ +++ ++ 4+ ++
B.  neuwiedi + ++ ++ ++ ++ +++ +++ +
pauloensis
C. durissus sp. +++ () + + + + -+ +++

+++ Maior atividade ou forte atividade

++ Atividade intermedidaria ou atividade moderada

++ Menor atividade ou fraca atividade
(-) Auséncia de atividade
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Tabela 4: resultados comparativos das atividades hialuronidasicas para as peconhas disponiveis

no laboratorio.

Hiaturonidase

B. moojeni +

B. neuwiedi pauloensis

B. alternatus +
B. jararaca +
B. jararacussu ++
Crotalus durissus terrificus 44+
Crotalus durissus sp. +++

+++ Maior atividade
++ Atividade intermediaria
+  Menor atividade

__ Atividade ndo determinada
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ANEXO 1

1. PROTOCOLO DE PREPARACAO DOS GEIS DE POLIACRILAMIDA PARA
ELETROFORESE COM AGENTES DESNATURANTES (PAGE-SDS).

Solucdes Estoques Gel de Separacio (uL) Gel de Empilhamento
(rL)
Tris-HCI 2M pH 8.8 1.170 -
Tris-HCI 2M pH 6.8 - 167
EDTA 200mM 63 27
Acrilamida:bis (30:0,8) 2.920 425
Agua desionizada 2.015 1.990
TEMED 7,5 2,5
Persulfato de Amoénio 37,5 18
(10%)

2. PROTOCOLO DE PREPARACAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA PARA
ELETROFORESE EM CONDICOES NATIVAS PARA PROTEINAS ACIDAS

(PAGE-ACIDA)

Solucdes Estoques Volume (uL)
Tris-HC12 M pH 8.8 1175
EDTA mM 63
Acrilamida-Bis (30:0,8) 2092
Agua desionizada 2015
TEMED 7.5
Persulfato de amonio (10%) 38




59

i 3. PROTOCOLO DE PREPARACAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA PARA
ELETROFORESE EM CONDICOES NATIVAS PARA PROTEINAS BASICAS

(PAGE-BASICA)

Solu¢des Estoques Volume (pl.)
Solugio A" 775
Solugdo C 2100
Agua desionizada 3375
TEMED 20
Persulfato de aménio (10%) 50

*Composi¢do: KOH 1M (2,85g em 50 ml de 4gua desionizada)

** Composigdo: 28 g de acrilamida ¢ 0,8 g de bis-acrilamida, diluido com agua desionizada

para 100 ml.



