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RESUMO

As serpentes ou offdios sdo répteis desprovidos de membros,
que podem ou nd3o ser peg¢onhentos, com ampla distribuicio
mundial. Na fauna brasileira ocorrem nove das 11 familias de
serpentes do mundo, dentre as gquais, somente as Elapidae e
Viperidae s&do constituidas por espécies pegonhentas. O
envenenamento ocasionado por serpentes do género Bothrops
(Viperidae-Crotalinae) caracteriza-se por induzir estado de
choque, coagular o plasma sangiiineo, produzir hemorragias e
pronunciado efeito local com dor e necrose. Essas alteracgdes
clinico-laboratoriais sdo devidas a ag¢les sinérgicas ou
aditivas das diferentes toxinas e enzimas como fosfolipases,
miotoxinas e hemorraginas presentes nas pegonhas de
serpentes. Assim sendo, este trabalho propde a determinacgéo
das atividades biolégicas da peg¢onha de Jararacugu e a
purificagéao parcial dos seus componentes ativos.
Inicialmente foram realizados ensaios enzimdticos com a
pegonha total de Jugu, evidenciando-se a presenga das
atividades <coagulante, fosfolipdsica e hemorrdagica, e
auséncia de agregag¢do plaquetdria, atividade anticoagulante
e hemolitica direta. Foi determinada a dose minima
hemorridgica para a pegonha total, sendo de 53,0 pg de
amostra a dose necessdria para se produzir um halo
hemorriagico de 10 mm2~ Cerca de 90,1mg desta pegonha foram

fracionadas em resina de Sephadex G-75, resultando em um
perfil cromatogrdfico de quatro fragdes em absorbdncia de
280 nm e denominadas de J1 a J4. A andlise quantitativa de
proteinas demonstrou uma recuperagdo total de 97,0%, sendo
6,0% J1, 31,0% J2, 49,0% J3 e 11,0% J4. A pegonha total de
Jararacugu e suas fragdes foram monitoradas por

eletroforeses em gel de poliacrilamida, observando-se varias
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bandas protéicas, evidenciando que as amostras ainda nfo se
encontram puras. Todas as frac¢des obtidas da filtragdo em
Sephadex G-75 induziram a adesdo Plaquetdria espont8nea em
plasma humano. Os efeitos coagulante e hemorrdgico foram
detectados somente na fragdo Ji, que foi submetida a um novo
fracionamento em Q-Sepharose, obtendo-se trés subfra¢des com
uma recuperagdo de 84,0% em protefnas e a atividade
coagulante restrita ao primeiro pico. A atividade
hemorrdgica foi verificada nas subfracdes JI1QI e J1QII;
sendo a dose minima hemorrédgica para fragdo J1 de 24,8 vg e
para J1QI de 7,14 pg, demonstrando uma purificac¢do parcial
das hemorraginas presentes na peg¢onha de Jararacugu. A
atividade fosfolipisica (PLA2) foi evidenciada nas fragdes
J2 e J3 que apresentaram uma atividade PLA2 especifica de 58
e 14 U/mg/min, respectivamente. A fracgdo J2 foi
cromatografada em resina de troca idnica SP Sephadex Cc-25,
resultando em sete subfracBes. A atividade fosfolipisica
restringiu-se a primeira e segunda subfracdes, representando
uma recuperagdo de 95,0% em atividade e apresentando um
fator de purificagd3o de cerca de trés vezes. A fracdo J3 foi
subfracionada em gel de SP-Sephadex C-25, que resultou em
cinco subfrag¢des com uma recuperagdo de 75,0% em proteinas e
de 50,0% em atividade PLA2. As duas subfrac8es com atividade
PLA2 representam 8,0% e foram purificadas cerca de duas
vezes, em relagdo a pegonha de Jararacugu. Estas varias
subfragbes apresentando atividade fosfolipdsica sugerem a
presenca de isoformas dessa enzima em uma mesma peconha

animal.



1 INTRODUCAO



No reino Animalia, em diversos grupos zooldgicos,
encontramos intmeros exemplos de ataque, defesa e resposta
comportamental baseada em produtos quimicos sintetizados
pelos organismos.

Dentre estes produtos, os venenos e as pegonhas além de
exercerem importante papel na ecologia quimica, sdo
extremamente relevantes nas dreas médica e médica-
veterindria quando comprometem fungdes vitais humana e dos
animais de interesse econdmico.

Segundo FREYVOGEL e PERRET (1973 apud FREITAS, 1980),
venenos sdo produtos metabdélicos produzidos ou estocados em
érgdos que, em condig¢des naturais, afetam o organismo quando
ingeridos e podem atuar de modo artificial, por via
parenteral. E o termo "pe¢onha" é empregado para substéncias
produzidas em glindulas especializadas associadas a ductos
excretores e possuindo estruturas inoculadoras; geralmente
atuam por via parenteral e podem ser destruidas quando
ingeridas.

As toxinas provenientes dos seres vivos sdo empregadas
na defesa quimica, podendo variar em sua composic¢do quimica,
sitio e modo de ag3o e, portanto, classificadas de formas
distintas, como é o caso de venenos e pegonhas (FREITAS,
1991).

A confusio entre veneno e pe¢onha parece nascer da
leitura desatenta de livros franceses ou ingleses
respectivamente, traduzindo-se por mera analogia eufdnica
vvenin" e "venom" por veneno e n#o por pegonha, como seria
correto. Tanto em francés como em inglés '"poison" é que

significa veneno (MELLO-LEITXO, 1948).



Alguns autores, nd3o atribuem diferengas significativas
entre os termos "veneno" e '"peg¢onha'", sendo empregados
indistintamente a nivel farmacolégico, médico e bioquimico.
Mas, sob o ponto de vista biolégico, empregado neste
trabalho, a peg¢onha serd considerada como uma secregao
proveniente de gl&ndulas especializadas e associadas a
estruturas inoculadoras.

No grupo dos vertebrados, os répteis ocupam lugar de
destaque com ampla distribuig¢d3oc geografica, habitando
continentes e mares. No que se refere as serpentes, que no
Brasil s3o animais comumente chamados "cobra", sdo inUmeras
as espécies pegonhentas embora o maior numero corresponda a
ndo peg¢onhentas.

Da mesma forma que, em sua histéria evolutiva,
desenvolveu-se no homem sobretudo o cérebro, nas serpentes
peconhentas, em milhares de anos, aperfeigoou-se o0 sistema
inoculador de pec¢onha. Com o intuito de imobilizar o animal
que lhe servirid de alimento, a serpente, ao picar a presa
injeta-lhe a dose suficiente para matd-la em poucos
segundos, ao mesmo tempo que inicia a sua digestdo, e
devord-la sem encontrar resist&ncia. Desta forma é
economizada uma preciosa energia para um animal ectotérmico
que tem, salvo em casos especiais, a temperatura do meio
ambiente, ajudando a limitar seus movimentos ao necessdrio a
defesa, alimentag¢fo e reprodug¢io (JARED e FURTADO, 1988).

As serpentes pe¢onhentas, geralmente, nao sdo
agressivas, picando apenas quando molestadas, numa atitude
mais de defesa do que de ataque. Numa fragdo de segundo, ela
pica, comprime os misculos que envolvem as glédndulas e a

peconha sai, por compress3o, pelos canais das presas,

penetrando na vitima. Estes canais terminam antes da ponta
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do dente, assim, se a picada atingir um osso ou outra parte
consistente do corpo da presa, 0s orificios dos canais néao
ficardo obstruidos e a pegonha serd injetada (JARED e
FURTADO, 1988).

0 processo evolutivo, segundo GANS (1978), das toxinas
da pegonha de serpentes, envolve trés passos:

1. 1Iniciou-se com uma secregdo para lubrificar alimentos,
condicionar membranas bucais e facilitar a limpeza dos
dentes.

2. Algumas enzimas na secregdo lubrificante forneceram uma
pré-adaptagdo para a elaborac3o de proteinas e polipeptideos
téxicos, atuantes na imobiliza¢do de presas.

3. As secreg¢des tornaram-se mais complexas e aumentaram de
volume, facilitando a quebra interna do bolo alimentar,
assim como a defesa contra predadores.

As peconhas de serpentes sjio, provavelmente, as mais
complexas de todos os venenos, contendo varios componentes
diferentes. Mais de 90% de seu peso sSeco é constituido por
proteinas, compreendendo grande variedade de enzimas e
toxinas n3o enzimaticas. As fragdes nédo protéicas séo
representadas por carboidratos, lipideos e compostos de
baixo peso molecular como nucleosideos e diversos ions
(FRANGA e FAN, 1992).

A natureza e as propriedades biolégicas dos componentes
da peg¢onha s3o tipicos da espécie animal de onde provieram,
enquanto a concentragéao de cada um deles,
intraespecificamente, pode variar com a regifdo geografica, a
idade, o sexo, OsS habitos, as mudangas das estagdes e ©
tempo decorrido entre uma extracio e a imediatamente

anterior (FURTADO, 1991; FERREIRA et al, 1992).



Além disso, a reunido de enzimas, substratos eventuais
e inibidores em propor¢des varidveis segundo as condigdes de
coleta antecipa protedlises e inibi¢des enzimdticas numa
série desordenada de eventos. Assim, ndo se pode esperar que
as misturas de pegonha obtidas pela reunido das amostra de
vadrias coletas sejam homogé&neas (FURTADO, 1991). Em funcao
da varifncia destes fatores foram observadas diferengas
significativas em algumas propriedades, tais como a
letalidade, atividades enzimdticas, efeitos locais, padrdes
eletroforéticos e reagdes imunolégicas (MILTON, 1975;
GUTIERREZ e CHAVES, 1980).

Na fauna brasileira ocorrem representantes de nove das
11 familias de serpentes do mundo, dentre as quais, somente
as Elapidae e Viperidae s3o constitufidas por espécies
peg¢onhentas.

No Brasil, a familia Elapidae é conhecida popularmente
por corais verdadeiras sendo representadas pelas Micrurus,
enquanto que a famfilia Viperidae, subfamflia Crotalinae
compreendem as Bothrops (jararaca, jararacugu, cotiara,
etc), Crotalus (cascavél) e Lachesis (surucucu).

As serpentes da familia Viperidae encontram-se
distribuidas principalmente na América do Sul, e possuem um
"aparelho inoculador" mais eficiente em termos de velocidade
e quantidade de pegonha injetada (dentig8o solenéglifa).

As serpentes do género Bothrops sfo encontradas em todo
o territério nacional, sendo responsdveis pela maioria dos
acidentes offdicos (ROSENFELD, 1971; FERREIRA et al., 1992;
RIBEIRO et al., 1993). Segundo os dados do Ministério da
Satde (1990), dos acidentes por serpentes notificados no
perfodo de junho de 1986 a dezembro de 1989, 64,78% foram

atribuidos as serpentes botrépicas, com letalidade em torno



de 0,6% nos casos tratados.

0 envenenamento botrépico caracteriza-se por induzir
estado de choque, exercer atividade proteolitica, coagular o
plasma sanguineo, promover altera¢des cardiovasculares,
liberar subst8ncias farmacologicamente ativas, produzir
hemorragias e pronunciado efeito local com necrose tecidual,
ocasionando perda de tecido, o que pode levar a uma
necessidade de amputag¢do da regido afetada (VITAL BRAZIL,
1982; MEBS e OWNBY, 1990).

Essas alteragdes clinico-laboratoriais, observadas
tanto em acidentes humanos c¢como experimentalmente, sao
devidas a efeitos aditivos ou sinérgicos das diferentes
toxinas e enzimas como fosfolipases, hemorraginas e
miotoxinas presentes nas pe¢onhas (GUTIERREZ e LOMONTE,
1989; SANCHEZ et al., 1992). As principais toxinas presentes
em pegonhas de serpentes do género Bothrops ndo sao
distribuidas igualmente entre as diferentes espécies
(FERREIRA et al., 1992).

A hipotensdo e o choque sdo manifesta¢des raras, porém
graves do envenenamento por serpentes viperideas. Em estudos
experimentais realizados em cdes, a injegdo de pegonha
botrépica promove imediata queda dos niveis presséricos e do
débito cardiaco, sem alterar a frequéncia cardfaca (SILVEIRA
et al., 1990).

0 edema local é uma manifestag¢do tipica induzida pela
pecgonha botrépica. Este efeito, provavelmente, é causado
pela combina¢3o de uma variedade de elementos: (1) toxinas
hemorrdgicas, que rompem a microvasculatura induzindo
extravazamento; (2) toxinas que agem diretamente sobre
células endoteliais de capilares e vénulas, aumentando sua

permeabilidade; (3) citotoxinas ou fosfolipases que induzem
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a liberacdo de compostos farmacologicamente ativos; (4)
fosfolipases A2 que liberam 4cido araquid8nico de
fosfolipideos de membranas celulares, iniciando a sintese de
prostaglandinas; (5) proteases que agem sobre o cinihogénio
do plasma, liberando cininas, que também podem ser ativadas
pelo fator XII da coagulag¢do 1liberado por 1lesdo da
microvasculatura; (6) componentes do sistema complemento que
participam nas reag¢les inflamatérias (OWNBY, 1982; ROBBINS
et al., 1987; GUTIERREZ e LOMONTE, 1989).

Em alguns casos, o edema muito intenso é responsdvel
pelo aumento da pressdo hidrostdtica intersticial em
compartimentos musculares, devido a interrupgéao da
circulagdo arterial, resultando na sindrome compartimental
(GUTIERREZ, 1990).

A pegonha botrépica possui a capacidade de ativar os
fatores da coagulagdo sanguinea, ocasionando consumo de
fibrinogé&nio e formagdo da rede de fibrina intravascular;
por outro lado, podem causar hemorragia devido a presenga de
hemorraginas ou fatores hemorragicos, que sdo
metaloproteases contendo zinco, sendo que muitas possuem
cdlcio além do zinco.

As espécies botrépicas se destacam pela elevada
atividade coagulante de suas pegonhas devido principalmente
a presenga de enzimas gque atuam de modo semelhante a
trombina. As espécies que apresentam menor atividade
coagulante sdo B. itapetiningae e B. jararacussu (CHEYMOL et

al, 1969).



Segundo TU (1977), os mecanismos pelos quais as
pec¢onhas podem induzir a coagula¢8io sanguinea sHo: (a)
produzir atividade semelhante a tromboplastina; (b) possuir
um ativador do fator X; (c) ativar o fator V; (d) ativar a
protrombina; (e) possuir atividade semelhante a trombina.

Foram isolados alguns fatores coagulantes de pecgonhas
botrépicas como uma enzima coagulante de B. jararaca
(FICHMAN e HENRIQUES, 1962), a batroxobina de B. atrox
(SEEGERS e OUYNG, 1979) e um fator coagulante de B.
insularis (SELISTRE, 1985).

HILL-EUBANKS et al (1989) isolaram uma serina protease
da peg¢onha de B. jararacussu, com atividade semelhante a
trombina ("thrombin-like") que catalisa a clivagem da cadeia
pesada do fator VIII da coagula¢do sanguinea de suinos.

Esquematicamente, FRANGCA e FAN (1992), apresentaram
trés pontos principais de ativagdo da pegonha botrépica

sobre a cascata de coagulag¢do (Figura 01).

8



Via intrinseca — A K Via extrinseca
Fator X — Fator Xa + Fator V
Catt FL | Ca**
Protrombinase
Ca++
Protrombina B _y Trombina
g I
Fibrinogénio _ Fibrina
Ca++ l
Fator XIllil

Esquema 1 — Cascata da coagulagio sangiiinea com especifi-
cagao dos locais de atuagao do veneno botrdpico (A, B, C).



Muitos fatores hemorragicos (HF) isolados de pegonhas
(TABELA I) degradam o colageno, e é sabido que o colageno
tipo IV é um componente da l8mina basal, que circunda as
células endoteliais nos capilares, Provavelmente, as
hemorraginas, destruiriam enzimaticamente a membrana basal
com subsequente perda da integridade vascular (OHSAKA,
1979). O rompimento da membrana basal se daria a nivel das
jun¢des entre as células endoteliais formando aberturas, ou
poros, onde se daria o extravazamento de eritrécitos e
outros componentes do sangue (MANDELBAUM, 1990).

A intensidade da atividade hemorrdgica provocada por
estas pegonhas, pode também, estar relacionada com sua
atividade proteolitica, uma vez que este efeito parece
causar lesdes nos capilares devido a uma agdo direta destas
enzimas. Experimentalmente, o progresso da hemorragia é

rédpido e lesdes ocorrem em apenas alguns minutos dependendo

da via de administragao da peconha. As injegdes
intradérmica, subcuténea e intramuscular produzem
hemorragias localizadas, enquanto que inoculag¢des
intraperitoneal e intravenosa podem causar lesOes

hemorrdgicas sist8micas em miltiplos 6rgdos distantes do

local de aplicacgdo (MARSH, 1994).
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TABELA I. RELAGAO DE FATORES HEMORRAGICOS DE PECONHAS DE SERPENTES
BOTROPICAS.

SERPENTES HEMORRAGINAS PM aprox. (D) REFERENCIAS*
Bothrops asper BH1 64.000 1
BH2 26.000
BH3 95.000
B. insularis SIII-SpIII-3 26.000 2
SIII-SpIiI-4 28.900
SIII-SpIII-5 26.000
B. jararaca Bothropasin 48.000 3
HF2 50.000
B. moojeni Protease A 20.400 4
B. neuwiedi NHFa 46.000 5
NHFb 58.000
* 1. BORKOW et al. (1993).
2. ARABIJO (1988).
3. ASSAKURA et al. (1986).
4. ASSAKURA et al. (1985).
5. MANRDELBAUM et al. (1984).



As fosfolipases A2 (PLA2) s3o enzimas que catalisam a
hidrélise da 1ligacdo 2-acil éster de 3-n-fosfolipideo,
liberando 4cidos graxos 1livres e lisofosfat{deos (Figura
02). As PLA2s requerem cé&lcio para estabiliza¢io de uma
conformagdo essencial para a fungdo catalftica, e estdo
presentes em uma ampla variedade de venenos e tecidos de
mamiferos. Nas pegonhas de serpentes botrépicas, essas
enzimas exercem virias atividades biolégicas tais como:
miotoxicidade, indugdo e/ou inibigédo de agregacgao
plaquetéria, efeitos hemolitico, edematogénico e
anticoagulante (KINI e EVANS, 1989), e é comum a pe¢onha de
serpentes da mesma espécie conter varias isoformas de

fosfolipases A2 (VALIENTE et al., 1992),.
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FIGURA 2

SITIOS DE ACAO DAS DIFERENTES FOSFOLIPASES E REAGCAO
CATALIZADA PELA FOSFOLIPASE AZ’

0
Il
0 CHy0-C-R, GH50-C-R,
RyC-0=C=H 0  + HO —- R2C00H+HO—C—H 0
CH0-P-0-[x]  pA CHz0-P-0-[1
0~ 2 0~

R, e R, representam as cadeias alifaticas dos acidos graxos. X e 0 grupo
prl]ar aue em geral € uma colina, uma etanolina, uma serina, um glicerol

ou um inositol.
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Segundo MEBS e OWNBY (1990), miotoxicidade é definida
como uma ag¢do especifica dos componentes da peg¢onha no
masculo esquelético, afetando somente fibras musculares
sendo que outros tecidos como o conjuntivo e © nervoso
permanecem essencialmente intactos. O resultado da acdo
miotéxica é a mionecrose.

A necrose muscular ou mionecrose pode ser devida a agdo
direta de miotoxinas ou fosfolipases miotdéxicas sobre as
membranas plasmaticas de células musculares, ou indireta,
como consequéncia de degeneragdes vasculares e isquemia,
causadas por hemorraginas. As miotoxinas agiriam ao nivel da
membrana sarcoplasmitica, 1induzindo uma desorganizag¢fo dos
componentes fosfolipidicos que permitiriam a saida de
moléculas intracelulares como a creatina e a creatina-cinase
(GUTIERREZ et al., 1986). Este desarranjo dos componentes
fosfolipidicos pode levar a severas alteragdes na
integridade estrutural e funcional da membrana plasmética,
com subsequente influxo de fons cdlcio, causando a contragdo
de sarcOmeros (HARRIS, 1984), ativagdo de proteases
dependentes de cAlcio (DUNCAN, 1978), fosfolipases A2
enddgenas (TRUMP et al., 1981) e envenenamento das
mitoc8ndrias (GOPALAKRSHNAKONE et al., 1984). A somatéria de
todas estas alteragdes moleculares poderia entdo levar a
morte celular.

0O efeito miotéxico 1local predomina na peg¢onha de
serpentes do género Bothrops enquanto a miotoxicidade
sitémica ocorre nos envenenamentos por Crotalus.

Dentre as miotoxinas isoladas de serpentes botrépicas
(Tabela II) parece estar surgindo uma nova classe dessas
toxinas, que n3o apresentam atividade PLA2, mas que poderiam

ser classificadas como miotoxinas que possuem estrutura de



fosfolipases (HOMSI-BRANDEBURGO, 1987; MESQUITA, 1994).

TABELA II. RELACXO DE MIOTOXINAS DE SERPENTES DO GENERO Bothrops QUE
APRESENTAM OU NAO ATIVIDADE FOSFOLIPASICA (PLA2).

SERPENTES MIOTOXINAS COM PM aprox. (D) REFERENCIAS*
ATIV. PLA2
B. asper Miotoxina I 10.700 1
Miotoxina III 16.000 2
B. atrox Miotox. de B. atrox 13.500 3
B. godmani Miotoxina I 14.300 4
B. insularis Miotox. de B. insularis 15.000 5
B. jararacussu Bothropstoxina 11 15.700 6
B. pirajai Miotoxina SIV-SP3 14.400 7
MIOTOXINAS SEM
ATIV. PLA2
B. asper Miotoxina II 13.000 8
B. godmani Miotoxina II 13.400 9
B. jararacussu Bothropstoxina I 13.700 6
B. moojeni Miotoxina I 13.500 3
Miotoxina II 13.500
B. nummifer Miotox. de B. nummifer 16.000 10
B. pirajai Miotoxina SIV-SP4 14.800 7
Miotoxina SIV-SP5 15.500

GUTIERREZ et al (1984).

LOMONTE e GUTIERREZ (1989).
LOMONTE et al (1990).

DIAZ et al (1992).

SELISTRE et al (1990).
HOMSI-BRANDEBURGO et al (1988).
. MESQUITA (1994).

KAISER et al (1990).

. DIAZ et al (1990).

0. GUTIERREZ et al(1986).
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Das espécies de Bothrops sul americanas, a Bothrops
jararacussu Lacerda, 1884 com distribuicgdo geogrdfica desde
o sul do estado da Bahia até o nordeste da Argentina
(CAMPBELL e LAMAR, 1989; LEINZ, 1989; GRANTSAU, 1991), pode
atingir cerca de dois metros de comprimento, sendo conhecida
por "patrona" e '"jararacugu" (Figura 03).

RUSSEL (1979) observou que as picadas causadas por B.
jararacussu produzem edema e mudancas teciduais locais
semelhantes Aaquelas causadas pela peconha das espécies
Crotalus norte americanas.

QUEIROZ et al. (1984) estudaram os efeitos locais da
peconha de jararacugu, apés injecdo (80 ug) em misculo
tibial anterior de camundongo, e verificaram que a peg¢onha
produz necrose da fibra muscular seguida de alteragdes
vasculares e trombose.

Foram isoladas duas miotoxinas de cardter basico da
peconha de B. jararacussu (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988),
denominadas de Bothropstoxinas (BthTX) I e II. A BthTX-I ¢é
uma proteina monomérica cuja estrutura primdria, embora esta
toxina n#o apresente atividade fosfolipdsica, revela alto
grau de homologia com fosfolipases e também com outras
miotoxinas. A BthTX-II apresenta atividade fosfolipdsica
residual com peso molecular préximo de 15.700 D (HOMSI-

BRANDEBURGO, 1987).



Figura 03- Serpente Bothrops  jararacussu nativa do
territdério Sul americano (Cortesia de Fernando Antdnio
Bauab, pesquisador do Laboratério de Herpetologia e Animais

pegonhentos, Faculdade de Medicina de Catanduva - SP)
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A Bothropstoxina I, de peso molecular de 13.700 D,
desprovida de atividades fosfolipéasica, hemolitica e
proteolitica, segundo HELUANY et al (1992) inibe a contragdo
muscular, direta e indiretamente, sem interrup¢do da
estimulagdo do nervo motor de preparag¢des fré&nico-diafragma
de camundongos

Foi verificado por MELO et al (1993) a formagcdo de um
complexo inativo entre a Bothropstoxina 1 e a heparina,
demonstrando que este complexo entre uma miotoxina béasica da
peconha de serpente e um poli8nion neutraliza o efeito
miotéxico.

Devido & enorme complexidade dos efeitos deletérios
ocasionados pelo envenenamento botrépico, o presente
trabalho teve como finalidade a purificagdo e a
caracterizacdo enzimitica parciais das proteinas
biologicamente ativas da pegonha de serpente Bothrops
jararacussu Lacerda (1884), na tentativa de contribuir para
a melhor compreensdo do complexo mecanismo de a¢do dos
componentes destas pegonhas sobre os organismos vivos a

niveis moleculares e fisiolégicos.



2 MATERIAIS E METODOS
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2.1. Obteng3o da pegconha

Gentilmente doada pelo prof. Dr. Augusto S, abe,
do Departamento de Biologia da UNESP de Rio Claro.

Apds a coleta a pegonha de Bothrops jararacussu
foi imediatamente dessecada a vacuo em temperatura ambiente

e conservado a 49C.

2.2. Ensaios Biolodgicos

0 plaszma sanguineo e eritracitos humanos foram
doados pelo setor do Banco de Sangue, Fundacdo Hemominas-
Universidade Federal de Uberlandia.

0Os  camundongos wutilizados foram procedentes o

biotério da empresa Valeé Nordeste $/a (Uberlindia-MG).

2.3. Materiais para cromatografia e eletroforese

~ Sephadex G-75, SP Sgphadex C-25 e Q-Sepharose da

Pharmacia, Suéciag

= acrilamida, Bis—acrilamida (N7, N7
metilenobisacrilamida), TEMED (H, N, N, N7 -

tetrametiletilenodiamino), $08 (Dodecil Sulfato de Sodio),

Coomassie Brilliant Blue G~250, FOTA (Acido
Etilenodiaminotetracético), B-mercaptoetanol, 3N

(Persul fato de amdnio sadrdes de peso molecular (Dalton
X » K ¥

Mark e SDS-6H) procedentes da Sigma Chem. Co., LUSA.



0s  demais reagentes wutilizados foram de grau

analitico.

2.4. Preparacio e conservacgio das resinas para

cromatografia

A principio a resina fol preparada sesegundo a
indicacdo do fabricante. apdos utilizando-se de um zistema a
vacuo e funil de placa sinterizada, as resinas foram
recicladas, separadamente, &m 350 ml de NaOH 0,1MN,
abaixando~se o pH das mesmas para sete com exaustivas
lavagens com dgua destilada: repetiu-se a operagdo com 350
ml de HCl 0,1N, ressuspendendo o pH novamente para sete da
mesma forma. Finalmente, as resinas foram suspensas em seus
respectivos tampfes de eluigdo.

Realizadas as cromatografias, as resinas foram
conservadas acrescentando-se azida sodica (121000 v/v) no

tampdo de eluigdo.

2.5. Filtrag¢3io da peg¢onha total de 8. Jjararacussu em

gel de Sephadex G—-75

Cerca de 113,00 mg da pegonha total de Jararacugu
(Jugu) foram dissolvides em 2,5 ml de tampdo bicarbonato de
amdnio (NH4HCOz) 0,05M pH:i7,4. Apds centrifugagdo de 1.000
g/1omin, uma aliquota do sobrenadante fol retirada para

testes enzimaticos e o restante (90,14 mg) fol aplicado a

Z1



tuma coluna de Sephadex G-75 de 1,3 X 90,0 am, equilibrada
previamente com mesmo tampdo. Foram coletadas fragbes de 5,0
ml num fluxo de 32,0 ml/hora em um coletor BIO-RAD MODEL
2110 a temperatura ambiente. Para cada fragido foi feita a
leitura (oI} absorbancia (ARS) am 280 rin Qm m
espectrofotémetro HITACHTI U~2000. 0 grafico foi tracado e as

fragdes reunidas foram liofilizadas.

o~

2.6. Cromatografia em resinas de troca idnica

As eluigdes foram feitas a temperatura ambiente,
inicialmente com os tampdes  de  menor concentracio,
respectivos  para cada fragdo. A seguir iniciou-se  um
gradiente continuo de concentragdo, ligando-se um funil de
separagdo situado em um nivel superior contendo o tampdo de
1.0M, a um erlemeyer, contendo 150,0 ml do tampdo inicial a
volume e agltagdo constantes e diretamente conectado a
coluna. Posteriormente o tampdo do funil foi substituido

pelos tampdes de 2,0 e 3,0M.

2.6.1. Cromatografia da fracao J; de Jugu em gel de Q-

Sepharose

Aproximadamente 16,0 mg da fragio Jp liofilizada
foram suspensos em 2.3 ml de tampdo NHAHCO 0,05M pH:8,0 e
apenas 14,0 mg desta solugdo foil aplicada a uma coluna de Q-
Sepharose de 1,3 X 37,0 cm previamente equilibrada com o
mesmo  tampdo  da  amostra. A eluigdo foil realizada a

temperatura ambiente, inicialmente com o tampdo MH4HCO 5



0,05 pH:8,0, com fragdes de 3,5 ml em um fluxo de 20,0

ml/hora no mesmo coletor do item 2.5. A seguir iniciou-se um
gradiente continuo de concentragdo como descrito no item
2.6.

Leituras de ABS das fragdes foram feitas em 280
nm, o grafico foi construido, as fracies obtidas foram

liofilirzadas.

2.6.2. Cromatografia das fragdes J, e Jx de Jugu em

resina de SP Sephadex C-25

Una coluna de 1,3 X 37,0 cm fol preenchida com o
gel preparado em tampdo acetato de amdnio (NH4Ac)  0,05M
pH:6,0 até o equilibrio do pH e da forga idnica, na
temperatura ambiente.

As condigbes de experimento como quantidade de
proteinas, fluxo e volume de eluicdo foram distintas para
cada fracdo (J2 e J3) como demonstrado em resultados.

As eluicles de ambas as frag¢des foram iniciadas
com © tampdo NHgzhc 0,1M pH:é6,0 e en seguida realizou-~se um
gradiente de concentragdo de 1,0 a Z,0M. Leituras de
abaorbancia foram feitas em 280 nm, tragados os graficos, as
fragdes obtidas foram liofilizadas. Q gradiente e

concentracdo foi estabelecido conforme o item 2.6.
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2.7. Determinag3o Quantitativa de Proteinas

As dosagens de proteinas em solugdes contendo dea
0.1 a 2,0 wmg/ 2,0 ml foram realizadas pelo metodo do
Microbiureto conforme descrito por ITZHAKI e GILL (1964). n
curva padrdo fol construida com soroalbumina bowvina (BSa),
considerando-se o sey coeficiente de extingdo em 278 nm =

0,666 (DOTY e AEIDUSCHEC, 195%).

2.8. Atividades enzimiticas “in vitro" e "in vivo"

2.8.1. Agregag3o Plaquetaria

Cerca de 10,0 ml de sangue humano  citratrade
colhido em tubo plastico foi centrifugado a 70 g por 10
minutos. 0 plasma obtido, plasma rico plaquetas (PRP), foi
dividido em dois tubos, @ um  deles  foi novamente
centrifugado a 4500 g por 15 minutos para se obter o plasma
pobre em plaquetas (PPRP).,

A contagem de plaquetas do PRP fol realizada em
aparelho COULTER T-890 e a cada 200 Ml de plasma teste (PRP)
era feito uma diluigdo com o PPP, para um volume final de
400 pul de solucdo teste, a fim de se obter uma concentracdo
de plaquetas em torno de 150 a 200 X 103 plaquetas/mmg_

Para o teste de agregacio plaguetdria espohtinea,
sem a adigdo de agregantes, utilizou-se o Agregometro Zenite
£-1000, calibrando~se o aparelho com 400 1l de PPP. 0 enzajio
foi feito acrescentando-ze cerca de 10 pg de proteinas em

400 1l de plasma corrigido em plaquetas, homogeneizado Com
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uma estera de chumbo. 0 aparelho tracou o grafico da curva
percentual de agredgacdo em fungdo do tempo (cinco minutos de

reagdo ).

2.8.2. Atividade aAnticoagulante

0 possivel efeito das toxinas sobre o tempo de
recalcificagdo do plasma fol estudado utilizando~se plasma
humano citratado e zegundo a técnica descrita por ALVARADD =
GUTIERREZ (1988).

Para este ensaio incubou-se por dez minutos 3 3706, a
solugdoe contendo salina ou amostras da peconha de Jugu (20
pg) em 100 pl de plasma. Em seguida, adicionou-se 20 pyl de
08012 0,25M, cronometrando-se o tempo. Considera-se como
tempo de recalcificacdo o momento em dque  aparecem Aas
primeiras malhas de fibrina e como incoagulavel o plasma que

nao coagula em ate 45 minutos.

2.8.3. Atividade Coagulante

Para este ensalo os plasmas rico e pobre  am
plaguetas foram preparados como descrito no item 2. 8.1,

Amostras contendo cerca de 10 pg de proteinas
foram diluidas em solugdo salina (MaCl 90,9%) e 1opl desta
solugdo foram aplicadas em 100 @l do plasma humano rico ou

. . rap e
pobre em plaquetas, incubados em banho-maria a 37%.



Esta atividade € caracterizada pelo imediato

aparecimento da rede de fibrina em comparagdo com o tempo de

coagulagdo do controle (NaCl 0,9% e CaCl, 0,25M).

2.8.4. Atividade Fosfolipasica (PLAjy)

Foi determinada por titulagdo potenciométrica
segundo o métodoe descrito por DE HAAS et al (1968). Como
substrato foi utilizada wuma emulsdo de gema de ovo em
presenga de desoxicolato de sodio 0,03M e CaCl, 0,.6M na
proporedo, respectiva, de 1,5:1,0:0,1 ml para 10,0 ml de
substrato.

A gquantidade de amostra ensaiada fol de 15 a 30 pl
para a determinacdn da atividade ao longo do  perfil
cromatografico, e de 10 a 20 pg para a atividade PlLA,

especifica da pegonha total & suas fragdes.

0s dcidos graxos liberadoszs enzimaticamente Toram
titulados com  NaOH  0,0935N em pH:8,0 em temperatura

ambiente. A atividade PLA, fol expressa em microequivalentes
de  base consumida por minuto, por ml e a atividade
especifica pelo nomaro de microsquivalentes de base

consumida por minuto, por mga de proteina.
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2.8.5. Atividade Hemolitica Direta

Eata atividade fol estimads utilizando-se somente
eritrocitos lavados conforme GUTIERREZ et al (1984). Fara o
preparo da suspensdo de eritrocitos ubilizou-se sangue
humano citratado colhido por pungdo venosa. ApPONsS & sepatracido
do plasma por centrifugag¢do, as hemdacias foram lavadas por
trés vezes oom soro fisiologico tamponado com fosfato de
sodio 0,01M pH27,4 (PBS), a 1800 ¢g/10 min e suspensas em PBS
a 2,52 (v/v). Para o ensaio cerca de 10 a 20 pg das amostras
eram adicionadas em 0,6 ml de suspensdo de eritrocitos,
completando~se o volume para 3,0 ml com PBS. Para o sontrole
foi preparado um branco que ndo continha amostra (0%
hemdlise) e wum hemolisado total (100%) colocando~-gse Agua
destilada no lugar do tampdo. Apés 30 minutos a 377C, os
tubos foram centrifugados por cinco min em centrifuga de

mesa e as absorbincias dos sobrenadantes foram lidas a 540

nin .

2.8.6. Atividade Hemorragica

Este ensaio fol realizado segundo método descrito
por NIKAI et al (1984). As amostras com cerca de 30 a 100 pdg
da  pegonha total = fragdes foram diluidas em 100 nl o de
salina (NaCl 0,9%) e inoculadas por wvia subcutdanas em dorso
de camundongos machos ligeiramente anestesiados com éter.
APGS cinco horas de aplicagio, 0% animais foram

sacrificados, as peles removidas e a presenga de halos

hemorrigicos era indicativo desta atividade.
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2.8.6.1. Determinac3o da Dose Minima Hemorri&gica (DMH)

atividade realizada COmMo descrito e item
anterinr. Aas amostras (30, 50, 70 e 100 pg) foram aplicadas
em cerca de dois a trés camundongos para cada concentragio.
sendo os halos hemorrdgicos medidos em dois dngulos retos
(90%) por meio de um paquimetro. £ definido como OMH a
minima concentracgdo de proteinas necessdria para produzir um

halo com cerca de 10 mmZ de diametro.

2.9. Eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE)

2.9.1. PAGE em condi¢Bes desnaturantes (SDS)

Para se estimar os peseos moleculares das fragides
foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida
(PAGE) na presenga de agentes desnaturantes (5057, £

gradiente de 12 a8 18% em acrilamida.

GEL DE EMPILHAMENTO

SOLUGUES ESTOQUE VOLUME (ul)
Agua desionizada 1500,0
Tris—-HCl 2,0M pH 6,8 125,0
Acrilamida:bis (30:0,8) 325.0
EDTA 200 mM 20,0
TEMED 2,5

PSA 10,0% 17,5




GEL DE SEPARACAOD A 12,0%

SOLUGUES ESTOQUE

VOLUME (pl)

Agua desionizada
Tris—-HC1 2,0M pH 8,8
Acrilamida:bis (30:0,8)
EDTA 200 mM

TEMED

PSA 10,0%

2437,5
1175,0
2500,0

62,5

37,5

GEL DE SEPARAGHAO A 18,0%

SOLUCOES ESTOQUE

VOLUME (pl)

Agua desionizada
Tris—-HCl 2,0M pH 8,8
Acrilamida:bis (30:0,8)
EDTA 200 mM

TEMED

PSA 10,0%

1187,5
1175,0
3750,0

62,5

37,5

2.9.2_. Critérios de pureza: condig¢des nativas

Para se monitorar as proteinas

de pureza foram realizadas

eletroforeses en

desnaturantes tanto para proteinas de carater

acido.

condiede

basico

quanto ao seu grau

2 NAO

quanto



Accavimo
2.9.2.1. PAGE em pH (icido segundo REISFELD, 1962.)

GEL DE EMPILHAMENTO A 5,0%

SOLUGUES ESTOQUE VOLUME (ul)
Agua desionizada | 2060,0
Tris-HCl 1,5M pH 6,8 400,0
Acrilamida:bis (30:0,8) 490,0
TEMED 2,0
PSA 10,0% 50,0

GEL DE SEPARAGCAO A 12,0%

SOLUGOES ESTOQUE VOLUME (ul)
Agua desionizada 3600,0
Tris-HCl 1,5M pH 8,8 1065,0
Acrilamida:bis (30:0,8) 3200,0
TEMED 5,0
PSA 10,0% 130,0

A solugdn do eletrodo superior g inferior & constituida
do tampac Tris-Glicina pH 8,3 (0,08M de Tris e 0,038M de
glicina). 0 indicador utilizado para acompanhar a corrida €
0 Azul de bromofenol, sendo a corrente constante de 20 mA.

Aas amostras contendo cerca de 30,0 pg de proteinas eram

dissolvidas em agua desionizada contendo 10,0% de glicerol.



,4&‘ (Do SEGUNMDO ﬁEI‘S FEZ D/ 1962 .
2.9.2.2 PAGE em pH(élcalino)

GEL DE EMPILHAMENTO A 2,5%

SOLUCOES ESTOQUE VOLUME (ul)
Agua desionizada 2000,0
Acetato de potassio 1,0N pH 6,8 400,0
Acrilamida:bis (1:0,25) 800,0
TEMED 5,0
PSA (10,0 mg/0,1 ml) 75,0

GEL DE SEPARACAO A 15,0%

SOLUGUES ESTOQUE VOLUME (ul)
Agua desionizada 750,0
Acetato de potassio 1,0N pH 4,3 750,0
Acrilamida:bis (30:0,2) 1500,0
TEMED 50,0
PsA (2,8 mg/ 1,0 ml) 3000,0

A solugdo do eletrodo era constituida de B-alanina e
acido aceético pH 4,3 0,35M, sendo diluida dez wverzes no
momento de uso.

As amostrasgs foram preparadas conforme descrito no item
2.9.1. 0 indicador utilizado para acompanhar a corrida era a

fucsina, com uma corrente constante de 20 ma.



2.9.3. Processo de revelag¢do e secagem dos géis

Apds  a  eletroforese, os  géls foram corados  por
aproximadamente dez minutos em Coomassie Brilliant Blue G-
250 0,1% (p/v) dissolvido em dgua - metanol - acido acético
(40: 50: 10 v/v) e descorados com dgua - etanol - acido

tico (&0: 3Z0: 10 v/v). Em seguida foram deixados em uma

A

ac
solucdn de acido acético a 7,0% por aproximadamente &0
minutos.

Os geis foram secos em papéls celofanes previamente

umedecidos com dagua destilada.
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3.1. Primeiro passo para a purificagio de proteinas da

peconha de Bothrops jararacussu.

A primeira etapa do fracionamento dos constituintes ds
peconha  total de Jararacugu foi a filtracdo em ael de
Sephadex G-75 realizada como descrito no item 2.5. 0 perfil
cromatografico e a atividade fosfolipdasica sdo mostrados na
FIGURA 01, evidenciando-se quatro fragdes designadas de J1 a
J4, que foram reunidas e liofilizadas.

Fol tragada uma curva padrdo com a soroalbumina bovina
pelo metodo do Microbiureto, possibilitando determinar as
concentragdes protéicas das amostras por interpolacdo dos
valores de absorbincia nesta reta. 0 rendimento das amostras
e a atividade fosfolipdsica especifica sdo expressos na
TaBELA T, demonstrando que as fragdes dois e trés
correspondem a cerca de 8£0,0% da pegonha total e detém toda
a atividade fosfolipdsica.

0s  efeitos coagulante, hemorragico e fosfolipasico
causados pelas toxinas foram evidenciados na pegonha total
de Jararacugu, sendo esta desprovida de AQregqacan
plagquetaria. APOSs 0 fracionamento desta peconha, as
atividades hemostdsicas como coagulagdo (FIGURA 02-a) e
hemorragia (FIGURA 02-B) estavam presentes apenas na fracio

kj ,1- -
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Figura 01. Fracionamento de 90,14 mg da peconha de Bothrops
jararacussu em Sephadex G-75. Condigdes: Coluna de 90,0 X 1,3 cm,
tampao bicarbonato de ambnio 0,05M pH 7,4, fluxo de 32,0 mi/hora e
temperatura ambiente.

~ABS 280 nm T Atividade PLA2




TABELA I - Rendimento das fracoes da peconha de Bothrops jararacussu obtidas por
filtracio em Sephadex G-75 e atividade fosfolipasica especifica (ensaio

potenciométrico).

Amostras Proteinas®

Atividade Fosfolipasica (PLA2)*"*

mg (totais) % (recup.) U (totais) recup. ativ. A.E. (U/mg) fat.pur.

Peg. total 90,14  100,0 2.523
J1 4,92 5,5 }
2 27,60 30,8 1.604
J3 44,52 49,4 623
J4 10,70 11,9 .

Total 87,74 97,6 2.227

100,0

63,5

24,7

88,2

28,0

58,1

14,0

1,0

2,1

0,5

* Quantificagio pelo método do Microbiureto
»* Média de trés ensaios
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Figura 02-A. Atividade coagulante (PPP) realizada
com cerca de 10 a 20 ug de proteinas da peconha
total de Jararacucu e suas fragdes obtidas da
filtrago em Sephadex G-75. O plasma era incubado
a 370C e a partir do instante em que se aplicava as
amostras, marcava-se o tempo de coagulagao em
comparagao com um controle contendo CaCl2
0,25M, cujo tempo de coagulacao foi de nove
minutos,

N é o nimero de vezes que a amostra aumenta a
velocidade de coagulacado em relagao ao controle.
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Figura 02-B. Atividade hemorragica realizada
com cerca de 70,0 ug de proteinas da
pegonha total de Jararacugu e suas fragoes
obtidas da filtracdo em Sephadex G-75. As
amostras sao dissolvidas em 0,1 ml de
solugéo salina e injetadas subcutaneamente
no dorso de camundongos. Posteriormente
verificou-se a presenca de halos
hemorrégicos em comparagdo com um
controle contendo somente salina.
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Todas as fragdes induziram agreqgacdo  plaquetdaria
espontéanea (FIGURA 03). No entanto, a fracido J1 induziu esta
atividade com apenas 5,0 pg de proteinas, atingindo 100,0%
de agregagdo; e as fracgfes J2 & J3 com o dobro em proteinas
induziram cerca de 25,0%. Convém ressaltar que para a ftragdo
J4 utilizou-se 5,0 ul de  amostra, nao tendao sido
quantificada para este ensaio. Esta ultima fragido da peconha
de Jararacugu (J4) ndo apresentou nenhuma outra atividade
enzimiatica testada.

A atividade fosfolipdsica apresentou-se somente nas
fragdes J2 e .3, como mostrado na FIGURA 04, observando-se
que  para a mesma quantidade de proteinas (10,0 pg) das
amostras testadas, a fragdo J2 deteve uma atividade
fosfolipasica especifica mais elevada. E as fracdes J1 e J4
mesmo  com o dobro  de proteinas ndo  apresentaram  esta
atividade.

A TABELA II mostra a atividade coaqulante sobre o
plasma humano pobre e rico em plaguetas para a peconha total
de Jararacugu e as fragdes, demonstrando gue somente a
fragdo J1 apresanta atividade coagulante; mas ., foi
observade, para estas amostras, um teste mais sensivel no
plasma pobre em plaquetas. Utilizou-se o dobro de amostra
para as fragdes J2, I3 e Jd4 e mesmo gsgim elas ndo cauzaramn

coagulagdo do plasma sanguineo.
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Figura 03. Agregacéo plaquetéria esponténea
realizada com cerca de 5,0 a 10,0 ug de
proteinas da pegonha total de Jararacugu e
suas fragdes. Aplicava-se estas amostras em
0,4 ml de plasma corrigido e o aparetho
tragava o gréfico de adesdo plaquetaria em
fungdo do tempo. Ao controle aplicava-se o
mesmo volume de dgua ou tampéo solvente
das amostras, resultando em 0,0% de
agregacéo.
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Figura 04, Atividade fosfolipasica sobre a gema de ovo
realizada com cerca de 10,0 ug de proteinas da pegonha
total e suas fracoes. As amostras eram aplicadas no
substrato de reagao pH 8,0 e titulada com NaOH 0,0995N
por trés minutos a temperatura ambiente.
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TABELA II - Atividade coagulante sobre o plasma humano rico e pobre em plaquetas
da peconha total de Bothrops jararacussu e fragoes obtidas da filtracdo

em Sephadex G-75, a 37°C.
Amostras Tempo de coagulagdo (segundos)*
plasma rico plasma pobre

Controle 252,0 5690,0
Peg. total 38,2 31,8

Jt 18,8 17,7

2 - -

J3 - -

J4 - -

* Média de trés ensaios



A  hemorragia provocada pelos componentes tanto da
pegonha total de Jararacugu quanto da  fragde J1  sdo
apresentados na FIGURA 05 (A, B e () e a dose minima
hemorragica causada por estas Mesmas amostras foil
determinada conforme descrito no item 2.8.6, sendo de 53,0
g para a pegonha total e de 24,8 pg para a fragao Jl
(FIGURA 06~A e B). Cerca de 100 pg de proteinas das fragoes
Jz, I3 e J4 foram utilizadas para este ensaio, demonstrando
um resultado negativo, ou seja, ndo provocaram hemorragia.

Os ensaios anticoagulante e hemolitico direto ndo foram
detectados na peconha de Jararacugu e em nenhuma das fragoes
obtidas da filtracido em Sephadex G-75.

Para se monitorar as proteinas foram realizadas
eletroforeses conforme descrito no item 2.8.7., nas condigdes
nativas em pH dcido (FIGURA 07-a) e em pH alcalino (FIGURA

07-B), e nas condi¢des desnaturantes com SDS (FIGURA 07-C).
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Figura 05. Atividade Hemorragica da peconha total e fracio J1 obtida da filtragio em
Sephadex G-75. Amostras de 100 pg de proteinas foram diluidas em 0,1 ml de salina e
injetadas por via subcutinea no dorso de camundongos previamente anestesiados.
Posteriormente eram sacrificados e verificava-se a presenca de hemorragia em
comparag¢io com um controle contendo somente salina.

Amostras: A. Controle B. Pegonha de Jugu C. Fragdo J1
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Figura 06 - Determina¢io da Dose Minima Hemorragica da peconha
total de B. jararacussu (A) e da fracdo J1 (B). O ensaio foi realizado
utilizando-se de 30 a 100 pg de proteinas dissolvidas em 0,1 ml de solucao

salina fisiologica e injetadas por via subcutanea no dorso de camundongos.
A Dose Minima Hemorragica é a dose minima necessaria para produzir um

halo hemorragico de 10 mm?2.
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Fig.07-A. Eletroforese em gel de poliacriamida a 15,0%, sem agentes desnaturantes, tampo B-alanina pH 4,5,
20 mA, corrente constante, por‘duas horai An'mstras':3 1- peconl}’a de Jucgu, s2- J1,3-J2,4-J3 e 8 J4.
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Fig.07-B. Eletroforese em gel de pollacrflamida a 12,0%, sem agentes desnaturantes, tamp#o Tris-glicina pH
8,3, 20 mA, corrente constante, por uma hora. Amostras: 1- peconha de Jugu, 2-J1,3- J2, 4-J3 e S- J4.
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3.2. Segundo passo de purificac3io das proteinas

A fragdo J1 fol cromatografada em Q-Sepharose conforme
descrito no item 2.6.1. 0Oeste novo fTracionamento obteve-se
trés subfragdes, J1QI, J1QII e JIQIII, mostrada na FIGURA 08
juntamente com a atividade coagulante sobre o plasma pobre
em plaquetas.

A atividade ccoagulante foi daetectada somente na

primeira subfragdo, que corresponde a cerca de 45,0% da

+

fragao J1 (TaBELA  III). A atividade hemorragica fo!
verificada nas subfragdes J1QI e J1QII (FIGURA 09}, sendo
que a dose minima hemorragica provocada pela subfragdo J1QI
fol de 7,14 pug de amostra (FIGURA 10).

As fragdes J2 e I3, obtidas da filtragido em Sephadex G-
75, foram submetidas a cromatografia em 3P Sephadex C-25
(item 2.6.2), resultando, do fracionamento de J2, sete
subfragdes, J2CI a J2CvII, das quais somente as duas
primeiras apresentaram atividade fosfeolipasica, como mostra
a FIGURA 11.

Para J3 obteve-se cinco subfragdes assim denominadas:
J36PI, J3SPII, J3SPIII, J33PIY e J3S5PY, sendo que apenas a
primeira e a terceira subfragdes apresentaram atividade
fosfolipasica (FIGURA 12).

As TABELAS IV e V mostram o rendimento de todas as
subfrag¢des obtidas de cromatografias de troca 1i0nica das

fragdes J2 e J3 e suas respectivas atividades enzimaticas.
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Figura 08. Cromatografia em Q-Sepharose de 14,0 mg da fracao
J1. Condi¢bes: Coluna de 37,0 X 1,3 cm, tampao bicarbonato de
amdnio 0,05 a 3,0M pH 8,0, fluxo de 20,0 ml/hora e temperatura
ambiente.
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TABELA 111 - Subfracionamento de J1 e atividade coagulante sobre o plasma humano
pobre e rico em plaquetas a 37°C (10 pg de amostra).

Amostras Proteinas Atividade Coagulante*
mg (totais) % (recup.) tempo de coagulagdo (seg.)
PPP PRP
Controle - - 560,0 250,0
J1 14,0 100,0 17,7 18,8
J1QI 6,2 44,5 19,3 24,8
J1QIT 5,5 39,5 - -
J1QIII 0,2 1,4 - -

Total 11,9 85,4

» Média de trés ensaios
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Figura 09. Atividade Hemorragica das subfracies de J1 obtidas ca cromatograflia em
Q Scpharose. Amostras de 100 pg de proteinas foram diluidas em 0,1 ml de salina ¢
injetadas subcutaneamente no dorso de camundongos.

Amostras: 1. Controle 2. Fra¢ciao J1Q1 3. Fragio J1QII
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Figura 10 - Determinagao da Dose Minima Illemorragica da subfracao
J1QI obtida da peconha de B. jararacussu por cromatografia em Q-
Sepharose. O ensaio foi realizado utilizando-se de 15 a 70 pg de proteinas
dissolvidas em 0,1 ml de solucdo salina fisiologica e injetadas por via
subcutanea no dorso de camundongos. A Dose Minima Ilemorragica é a
dose minima necessaria para produzir um halo hemorragico de 10 mmZ,
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Figura 11. Cromatografia em SP Sephadex C-25 de 17,0 mg da
fracao J2. Condicdes: Coluna de 37,0 X 1,8 cm, tampéao acetato de
amdnio 0,05 a 3,0M pH 6,0, fluxo de 27,0 mi/hora e temperatura
ambiente.
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Figura 12. Cromatografia em SP Sephadex C-25 de 28,4 mg da
fragdo J3. Condicdes: Coluna de 37,0 X 1,3 cm, tampéo acetato
de amdnio 0,1 a 3,0M pH 6,0, fluxo de 21,0 mi/hora e temperatura
ambiente.
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TABELA1V. Subfracionamento de J2 e atividade fosfoli

T i g o i b e e

pasica especifica (ensaio

potenciométrico).
Amostras Proteinas Atividade Fosfolipasica (PLA2)*
mg (totais) % (recup.) U (totais) recup. ativ. A.E. (U/mg) fat.pur.
J2 17,0 100,0 988 100,0 58,1 1,0
J2C1 0,9 5,4 146 14,8 158.4 2,7
J2CII 4,3 25,4 791 80,1 184,0 3,2
J2C1II 0,7 4,2 - - - -
J2C1V 0,5 2,6 - - - -
J2cv 0,8 4,7 - - - i
J2CVI 0,5 2,9 . - - -
J2cvil 2,3 13,3 - - - -
Total 10,7 59,2 937 94,8

* Média de trés ensaios

e
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TABELA V. Subfracionamento de J3 e atividade fosfolipasica especifica (ensaio

potenciométrico).
Amostras Proteinas Atividade fosfolipasica (PLA2)*
mg (totais) % (recup.) U (totais) recup. ativ. A.E. (U/mg) fat.pur.

J3 28,4 100,0 398 100,0 14,0 1,0
J3SPI 1,0 3,5 61 15,4 61,0 4,4
J3SPII - - - - - -
J3SPIII 3,6 12,7 128 32,3 35,6 2,5
J3SP1V 0,4 1,4 - - - -
J3SPV 16,2 57,1 - - - -
Total 21,2 74,7 189 47,7

* Média de trés ensaios
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3.3. Fluxograma da purificacio parcial dos componentes

biologicamente ativos da pegonha de B. jararacussu.

1124

Peconha tota (90,1 mg)

MHAHCO3 O ,05HM

pH 7,4

sobrenadante amarelo limpido

Sephadex G-75

I | ]
J1123 J234 1334 143
Q-Sepharose SP Sephadex C-25
[ 123 23 - 3 4 ! T 1 1
J1aT J1QTI J1QITI J3SPT T JASPIT J3SPITI™ JASPIY J35PY

8P Sephadex C-25

f I | | I i |
J2c14 J2011d J2C11T 201V 20V J2CVT I20VII

1 atividade ecnagulante
2 Atividade Hemorragica
3 Indugdo de agregacio plaquetaria

4 Atividade Fosfolipdsica
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Dentre os animais terrestres pegonhentos, os mais importantes
pela  frequéncia e consequéncia dos acidentes, sdo as aranhas,
escorpides e serpentes. Estes animais podem causar efeitos
deletérios sobre os seres humanos, levando, ageralmente. a um sério
quadro  clinico que pode ocasionar a morte dos  individuos nio
tratados devidamente.

Estes efeitos podem ser produzidos, pela pegonha ofidica, quer
indiretamente, atraves da liberagdo de substincias
farmacologicamente ativas, quer diretamente, através de acdes nas
membranas celulares. Seus principios ativos sdo proteinas de
estrutura, ponto isocelétrico e peso molecular muito variavel (VITAL
RRAZIL, 1982).

Sabe-se due as serpentes pegonhentas do género Bothrops

apresentam uma alta incidéncia de acidentes no Brasil (ROSENFELD,
1971; RIBEIRO et al, 1993) e uma baixa letalidade, sendo as

vitimas, normalmente, atingidas mos membros inferiores, cerca de
70,0% das picadas ocorrem do joelho para baixo (ROSENFELD, 1978).

0 envenenamento por estas serpentes pode causar um  grave
quadro local com hemorragia e degeneragdo dos tecidos, podendo
levar a amputagdo do membro atingido. Esses acidentes devem ser
tratados com soros antiofidicos, embora nem sempre os efeitos sejam
revertidos, devido provavelmente, ao intervalo de tempo entre o
acidente e o tratamento efou a quantidade de anticorpos presentes
nos sSOros .,

Quando a quantidade inoculada de peconha botropica for muito
alta, podem sobrevir hemorragias extensas, epistaxe, gastrorragias,
entre outros, o que ocorre mais freguentemente nas picadas por
Bothrops jararacussu, capaz de inocular grandes quantidades de
pegonha (ROSENFELD, 1978).

Assim sendo, este trabalho propde a separacdo dos componentes

ativos da pegonha de B8. Jararacussu e a determinagdo de algumas
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atividades enzimaticas responsaveis pela sintomatologia do
envenenamento botropico.

As atividades enzimaticas detectadas na pegonha de Jararacucu,
foram a coagulante, hemorragica e fosfolipdsica (PLAZ), estando
desprovida das atividades hemolitica direta, anticoagulante e
indugde de agregagdo plaguetdria espontinea.

Esta pegonha demonstrou ser pouco coagulante e hemorragica
quando comparada a outras pegonhas botropicas como B. alternatus
(Urutu), 8. moojeni (Caissaca) e B. neuwledi pauloensis (Jararaca
pintada) (Resultados obtidos em NOSSO laboratorio @ nao
apresentados neste trabalho).

Encontra~se na literatura que as pegonhas da maioria das
especies de Bothrops como B. Jjararaca, principalmente ewxemplares
jovens (ROSENFELD et al, 1959), B. moojeni, B. neuwiedi, B. cotiara
e B. alternatus sdo fortemente coagulantes, em contraste com as de
B. Jjararacussu e B. litapetiningae que apresentam menor atividade
(VITAL BRAZIL, 1982).

Outro resultado que ressalta a informagdo anterior, & que a
dose minima hemorrdgica da pegonha de Jararacugu foi de 53,0 pg,
enquanto a de Jararaca pintada feol de 17,0 pg (VERIDIAMNA DE MELO
ROORIGUES, comunicagdo pessoal ).

Quanto a atividade fosfolipdsica, a pegonha de Jararacugu,
apresentou-se mais ativa do que a pegonha de Urutu, & menos ativa
do que as de Jararaca pintada, Caissaca e abelha Apis mellifera. &
atividade fosfolipasica especifica de Apis & 175 U/ mg/ min (FARIO
DE OLIVETIRA, comunicagdo pessoal) enquanto que a Jararacugu é 28 U/
mgs min, demonstrando que as fosfolipases da peconha de abelhas sdo
mais ativas que as de serpentes. A fosfolipase da pe¢onha de
abelhas € a mais ativa das fosfolipases conhecida (SHIPOLIMI et al,
19271).

A primeira etapa do fracionamento da pegonha de Jararacugu, em
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gel de Sephadex G~75 fol realizada com tampdo bicarbonato de amdnio
0,05M, que mostrou-se adequadao, por ser um sal volatil, facilmente
eliminado no processo de liofilizacdo.

A liofilizagdo fol o método utilizado para conservar as
amostras, pelo fato de associar, durante o processo de secadgern,
congelagdo e vacuo, condigdes que presumivelmente preservariam
melhor a configuragdo molecular das proteinas (FURTADO et al,
1991).

A escolha da resina  para o Fracionamento baseou-se no
principio da teécnica de cromatografia de filtracido ou exclusio
molecular, onde a amostra é aplicada em ocima de uma coluna
constituida de moléculas porosas feitas de um polimero insolivel
mas altamente hidratado. As proteinas de alto peso molecular fluem
mais rapidamente por essa coluna do que as de baixo peso gque
penetram nog porog da resina percorrendo um caminho mais longo, e
portanto, emergem por dltimo porgue hid um maior volume acessivel a
elas (STRYER, 1992). Para fracionar proteinas com peso molecular
acima de 10.000 deve-se usar geis que absorvem 7,5 a 20,0 g de
agua, ou seja, entre Sephadex G-75 e Sephadex G-~200 (COLLINS et al,
1993).

Ma. tentativa de se obter um maior rendimento e separagdo das
proteinas da peconha de Jararacugu, no  segundo  fracionamento
efetuado, foram modificadas somente as condigedes experimentais como
fluxo de eluigdo e volume das fragdes coletadas.

0 perfil cromatografico obtido mostira quatro fragdoes

SN

denominadas de J1, J2, J3 e J4 (FIGURA 01), das quais as fragies .J
e J3, que representam cerca de 80,0% da peconha total, foram as
unicas que apresentaram atividade fosfolipasica (TABELA I). HOMSI-
BRANDERURGO (1987) também obteve quatro fragdes da filtragdo da
peconha de B. Jjararacussu em el de Sephadex G-75 equilibrada com

tampdo formato de ambnio 0,05M pH 3,5 no entanto, apenas a fragdo
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STIT, equivalente a J3, encerrou toda a atividade fosfolipasica.
Isto pode ser devido aos seguintes fatores: primeiro, a amostra de
peconha utilizada neste trabalho advem de outro lote de serpentes
Jararacugu, e como se sabe, a composigdo e a concentragdc dos
componantes da peconha podemn apresentar variabilidade
intrasspecifica, sendo tipicos da espécie animal de origem, podendo
acarretar diferencas significativas em algumas atividades
enzimiaticas e no perfil eletrofordtico (FURTADO et al, 19%91; HMHOURA
DA SILVA, 1992). E, é possivel também que, a diferenga de pH e de

ions do tampdo de eluigdo, possa ter provacadeo um deslocamento da

maioria das fosfolipases AZ para a fra¢do J2, como mostra a TABELA

As atividades hemostasicas foram observadas na fragdo J1, que
representa 6,0% da pegonha total, e apresentou wuma dose minima
hemorragica de 24,8 pg. Esta fragdo apresentou um tempo medio de
coagulacdo menor que a pegonha e induziu 100,0% de agregacao
plaquetaria espontanea, evidenciando que os fatores coagulantes e
hemorrdgicos foram parcialmente isolados, por se apresentarem mais
ativos do gue na pegonha total de Jararacugu.

s efeitos das pegonhas de serpentes sobre a coagulagdo
sanguinea e a homeostase despertaram, desde o século passado, o0
interesse de pesquisadores. 0s componentes das pegonhas ofidicas
que afetam estes sistemas podem ser agrupados nhas seguintes
categorias, segundo  OUYANG et al (1992): 1) ativadorss do
fibrinogénio, 2) enzimas fibrino(geno)liticas, 3) ativadores da
liberacdo do plasminogénio, 4) ativadores de protrombina, %)
inibidores do complexo da protrombinase, &) ativadores do fator X,
7) ativadores do fator Vv, 8) ativadores da proteina ©, 9) indugdo
de agregacdo plaquetdria por meio ou ndo da atividade coagulante,
10) inibigdo da agregagdo plaquetaria e 11) indugdo de agregagdo

dependente do fator de von Willebrand.



A atividade coagulante sobre o plasma pobre e/ou rico em
plaquetas encontrada na peconha e na fragdo J1, esta de acordo com
estudos realizados em pegonhas botrépicas (SELISTRE, 1985), poreém,

ja  foi  descriteo que, algumas pegonhas como a de  Bothrops
& P

apenas sobre o fibrinogénio (LORO DE arallo, 1290).

As plaquetas sdo importantes mediadores na coagulacgan
sanguinea, pois quando estimuladas elas aderem A03 VAS08 sanguineos
e a seguir uma as outras de modo a formar um "tampdo" que pode
parar sangramentos menores. Dessa forma, a concentracao dezsas
células esta diretamente relacionada a mensuracdn «dos  processos
coagulaveis (VOET, 1990). Portanto, os ensaios para detectar os
componentes  coagulantes sdo melhores evidenciados com o plasma

pobre em plaquetas, como mostra a TARBELA I1.

A  agdo coagulante pode ou ndo  estar relacionada com a
atividade hemorrigica. aAssim, OWNBY et al (1978) descreveram que os
fatores hemorragicos isolados da pegonha de Crotalus atrox provocam
danes capilares e agregagdo plaquetdria, e OSHAKA (1979) sudgeriuy um
efeito inibitdrio sobre a agregacdo e formagdo de trombos para as
hemorraginas  de Trimeressurus flavoviridis. Foi observado o
SELISTRE  (1988) que algumas fragdes hemorragicas da peconha de
Bothrops insularis prolongaram sensivelmente o tempo de coagulacdo
do plasma em comparagdo a um controle.

Esses resultados sugerem que diferentes pegonhas, embora
produzindo um mesmo efeito hemorragico, podem variar quanto ao seuy
mecanismo de agdo. De uma maneira geral, as toxinas hemorragicas
isoladas descritas na literatura, possuem algum tipo de atividade
proteclitica que deve promover a destruicio enzimatica da membrana
basal vascular, podende este quadro ser agravado pela

incoagulabilidade sanguinea causada pela agédo de outros componentes
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da peconha sobre os fatores da coagulagdo.

LORO DE  ARANIO (1990) demonstrou que a pegonha de Bothrops
lanceolatus nio apressntaou atividade agregante de plaquetas duando
ensaiada em plasma, encontrando-se o mesmo resultado para  uma
fragdo fosfolipdsica. Fol constatado que a pegonha de Bothrops
jararacussu ndo induziu a agregagdo plaquetaria, no entanto, a
fracdo J1 induziu agregagdo espontinea. A auséncia desta atividade
agregante na pecgonha e presenga nas suas fragdes, pode ser devida
ao fato de que, na pegonha total hd wuma mistura complexa de
proteinas que podem estar atuando de maneira contraria, e a medida
que as proteinas sdo purificadas, estes componentes $A0 separados e
suas acdes se tornam mais evidentes.

A fragdo J4, que apresentou somente agregagdo plaquetaria,
representa 12,0% da pegonha total e deve possuir os componentes de
menor peso molecular, por ter sido a dltima a ser elulda na
filtragcdo em gel de Sephadex G-75. Possivelmente, esta fragao deve
ser constituida de peptideos biologicamente ativos do processo
inflamatorio, sendo liberadores de substancias farmacologicamente
ativas como histamina e bradicinina (HOMSI-BRAMDEBURGO, 1987).

0 perfil eletroforético mostrade na FIGURA 0O7-A, B e C,
demonstra que as fragdes ainda ndo se encontram puras, ja  gue
virios componentes sdo observados por eletroforese em gl de
poliacrilamida na presenga e auséncia de agentes desnaturantes.

as fragdes J1, J2 e J3 foram submetidas a novas cromatografias
em recinas de troca iénica, aue separam as proteinas principalmente
de acordo com sua carga resultante, onde, a fase estacionaria
(resina) € éltament@ carregada, sendo que solutos (proteinas) com
cargas de sinais contrarios a esta sdo seletivamente adsorvidos da
fase move 1 (tampdo). 0s aolutos adsorvidos podam S
subsequentemente eluidos, por deslocamentos com outros 10Ns, com O

mesmo tipo de carga, porém com malor forga de interacdo com a fase
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A fragdo J1 cromatografada em Q-Sepharose, originou trés
subfragdes, J1QI, JIQIT e J1QIII, com um rendimento protéico de
84,0%, sendo que a subfragdo J1AI1 representa cerca de 45,0% da
fragado J1 e apresentou as atividades coagulante e hemorriagica,
engquanto  que a  subfrag¢do J1QII  apresentou  somente atividade
hemorrigica.

0 tempo de coagulagio da fragao J1QI demonstrou ser maior do
gque o tempo para a fragdo J1 e menor do que para a peconha total. A
hemorragia também fol mais acentuada para J1QTI, cuja dose minima
hemorragica fol de 7,14 pg; é possivel que esta subfracdo possua
uma malor concentragdo de hemorraginas que podem estar interferindo
no afelito coagulante.

A fragdo J2 quandoe submetida a cromatografia de troca idnica
2 SP Sephadex C-25 apresentou sete subfragdes, J2CTI a J20VIT, com
um  rendimente de  aproximadaments  59,0% e  uma  recuperacdo da
atividade fosfolipdsica de 95%,0%. aAs fosfolipases A2 restringiram-
sa as subfragdes J2CI e J2CII1, sendo que esta dltima apresentou a
maior atividade fosfolipasica especifica, com  uma purificagdo
parcial de trés vezes.

P

0 subfraciconamente de J3 em 3SP Sephadex C-25 originou cinco
subfragdes, J3SPI, J3SPII, J3SPIII, J3SPIVY e J35PV |, com 75,0% de
recuperacio em proteinas. A atividade fosfolipdasica apresentou-se
nas subfragdes J3SPI e J3SPIII, sendo que a primeira foi purificada
cerca de quatro vezes e possul uma atividade fosfolipdsica mais
elevada. A subfragdn J35RIT nao apresentoll rendimento,
possivelmente devido a4 baixa concentracgdo de proteinas na amostra,
ndo sendo sensivel a técnica de dosagem pelo Microbiureto.

Fatas fosfolipases A2 sdo  responsdvelis pela maioria  dos
efaitos observados no envenenamento ofidico, podendo causar morte

e[} tecido muscular, edema , agtes coagulante, anticoagulante @
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agregante (GUTIERREZ et al, 19843 KINI e EVANS, 1989). varias
fosfolipases ofidicas produzem necrose local de fibras muscnlares
quando  Injetadas por wvia intramuscular. aAlgumas fosfolipases a7
despolarizam, tal como as cardiotoxinas, a membrana odas Fibras
musculares em  preparagoes isoladas e provocam contratura  do

misculo. Fatdo neste caso uma fosfolipase basica cle Naja

nigricollis (LEE et al, 1977) e uma miotoxina com estrutura de
fosfolipase AZ isolada por HOMSI-BRANDEBURGO et al (1988).

A presenga de wvarias isoformas de uma mesma enzima ocorrendo
em uma unica pegonba € frequente e bastante descrita na literatura
(DURKIN et al, 1981; VALIENTE et al, 1992), sugerindo desta maneira
dque az subfragdes J2C1, J2CII, J3SPI e JI3SPIIT sejam isofarmas de
fosfolipases A2 presentes na pegonha de Bothrops jararacussu.

Ainda  sdo  desconhecidas as  causas moleculares para esta
diversidade de proteinas, mas mnltiplas formas de enzimas poden
representar diferentes produtos génicos, o que poderia resultar em
variagfdes de peso molecular e carga liquida (DUBORDIEU et al.
1987).

A pesgquisa na area de Bioquimica de toxinas animais tem sze
moatrado altamente produtiva. 0 isolamento e a caracterizaCan dos
componentes das pegonhas de serpentes possibilitam a utilizacido dos
mesmos  em  grande numero Jde  pesquisas correlacionadas. Assim, o
conhecimento do modo de acdo dos diferentes componentes doeceac
peconhas poderd permitir o desenvolvimento de um tratamento clinicoo
mais adequado.

Diante desta importincia bicldgica e meéedica, oz acidentes com
animais pegonhentos, necessitam, cada wvez mais, de informacdes
tecnicas e especializadas que  venham ampliar e possibilitar o
acesso ao estudo universal dos animais pegonhentos, da sua pegonha

e dos seus efeitos nos organismos vivos.
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