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RESUMO

Os acidentes ofidicos quando ndo sdo fatais causam varias complicagbes as vitimas,
resultando geralmente em seqiielas permanentes. No Brasil o género Bothrops ¢ responsavel
pela maioria destes acidentes. sendo que a administracao do soro antiofidico é a forma mais
cficaz de tratamento. Este trabalho teve como objetivos fracionar um “pool” de pegonhas de
Bothrops moojeni, analisar a atividade fosfolipasica (PLA;) e miotoxica das fragoes isoladas,
e correlacionar por eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE), a presenga ou auséncia
destas toxinas em pegonhas de serpentes irmas, nascidas e criadas sob mesmas condi¢cdes no
Setor de Répteis (UFU). O “pool” de pegonhas foi fracionado em CM-Sepharose Fast Flow, e
eluido no tampdo bicarbonato de amonio (NHsHCOs) 0,05 M pH 8, estabelecendo-se um
gradiente convexo de concentragao (0,05 a 0,5 M). Foram obtidas nove fragoes, designadas
Mla, MIb, Mila, MIIb, MIII a MVIL, respectivamente. A atividade PLA; das amostras foi
determinada por titulagdo potenciométrica, usando como substrato uma emulsdo aquosa de
gema de ovo. A atividade miotoxica foi determinada pela atividade da enzima creatina kinase,
utilizando-se o kit CK NAC activated 335. As fragdes Mla ¢ MV apresentaram intensa
atividade fosfolipasica, sendo que em PAGE-SDS observa-se uma forte banda protéica em
MYV, com peso molecular de aproximadamente 14.000. Esta provavelmente corresponde a
enzima PLA, de carater basico. Comparando o perfil eletroforético das pegonhas de irmas que
tem elevada atividade PLA, com o da fragio MV em PAGE pH 4.5, observa-se a presenca de
uma banda muito intensa e de mesma mobilidade eletroforética. Ja as irm3s com baixa
atividade PLA,, praticamente nao apresentam esta banda. A atividade CK foi detectada nas
fracdes MVI ¢ MVII e em PAGE-SDS ambas apresentam uma banda principal de maior
mobilidade eletroforética, com peso molecular em torno de 13.000. Nestas fragoes
provavelmente estdo as miotoxinas (I e 1I) isoladas desta peconha. As pegonhas das irma@s
quando comparadas com fragdes MVI e MVII em PAGE pH 4.5, ndo apresentam diferencas
significativas na expressao destas isoformas. Assim, a analise eletroforética comparativa nos
possibilita concluir que em relagdo a composi¢do em miotoxinas, as irmas nao apresentam
uma variabilidade significativa, mas apresentam em relacdo a4 PLA, basica, sugerindo
diferencas na expressio génica destas isoformas. Propomos a selecdo de espécimes para
producdo de antisoros, com base em critérios bioquimicos e na toxicidade das amostras, ja
que esta variagdo entre as diferentes peconhas, pode limitar a capacidade de neutralizagio dos

antisoros produzidos. Palavras-chave: peconhas, variabilidade, Bothrops moojeni irmas.
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1 - INTRODUCAO

Durante muito tempo as serpentes foram vistas como objeto de medo e supersticao
para a humanidade. Alguns povos primitivos as veneravam e adoravam, sendo que sua
pegonha era utilizada na preparago de flechas para a caca e guerra (STORER et al., 1991). A
propria biblia, em seu simbolismo, utilizou a serpente como veiculo do mal (NASCIMENTO
et al., 1994). Varias crengas erradas sobre as serpentes ainda persistem em todo o mundo,
apesar do atual conhecimento sobre sua estrutura e biologia.

O seu desenvolvimento ocorreu de forma paralela na escala evolutiva dos vertebrados,
o corpo longo e flexivel, a auséncia de patas, varias modificagdes morfologicas, € o
aprimoramento de métodos para encontrar, capturar, subjugar e deglutir suas presas,
proporcionaram a esse grupo uma grande distribuigdo territorial, além de ocuparem um lugar
importante na natureza, como animais predadores (STORER et al., 1991).

O termo peconhenta, atualmente ¢ usado para conceituar animais que possuam uma
glandula especializada na produgdo de toxinas, utilizadas tanto na alimentagdo como para sua
propria protecio. Algumas serpentes desenvolveram a capacidade de inocular uma quantidade
letal de pegonha em suas presas, sendo comum a ocorréncia de casos de envenenamentos em
pessoas. Este é considerado um dos principais problemas de saude publica do Brasil, ja que
em nosso territorio temos a prevaléncia de um grande nimero de espécies de serpentes
peconhentas, encontrando-se os géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis da familia Viperidae,
e Micrurus representante da familia Elapidae.

Anualmente sdo registrados cerca de 20.000 casos de acidentes ofidicos no territorio
brasileiro, sendo que 0,5% destes sdo fatais (MINISTERIO da SAUDE, 1990 citado por
MARIA et al., 1998). Dentre todos, o género Bothrops desperta um maior interesse, pois este
¢ responsavel pela maioria destes casos, causando varias complicagoes a populagdo
(ROSENFELD, 1971; FERREIRA ef al., 1992 ¢ RIBEIRO, 1993 citado por RODRIGUES,
1996). Em Uberlandia e regido a maioria dos casos de envenenamento, registrados no
Hospital de Clinica da UFU, entre 1984 e 1991, foram pela espécie Bothrops moojeni
(NISHIOKA & SILVEIRA, 1992).

Entre os fluidos secretados pelos vertebrados, as pegonhas de serpentes provavelmente
sio as mais concentradas, pois sdo constituidas de complexas formas protéicas (toxinas,
enzimas e peptideos biologicamente ativos) que representam de 90% a 95% do seu peso seco.
Esses componentes causam varios efeitos fisiologicos (neurotoxico (pré/pos-sinaptico),

cardiotéxico, edematogénico, miotoxico, coagulante, hemostatico, hemorragico, netrotoxico e



hepatoxico) (CHIPPAUX et al., 1991), sendo que podem atuar conjuntamente € sao
responsaveis pelos principais efeitos lesivos sistémicos (como agdes coagulante e
hemorragica) e locais (como mionecrose e edema) ( MOURA-da-SILVA et al., 1991).

A toxicidade das pegonhas deve-se a presenca de enzimas e proteinas, € sua agao letal
é atribuida principalmente as neurotoxinas (BARRAVIEIRA, 1994), sendo que suas
caracteristicas e toxicidades sio extremamente diferentes. As pegonhas do género Bothrops
caracterizam-se principalmente pela atividade proteolitica, causando principalmente dor,
edema, hemorragia e necrose local (BARRAVIEIRA, 1994).

A agdo hemorragica das pegonhas, se deve principalmente a presenga de enzimas
denominadas, hemorraginas, que sio caracterizadas como metaloproteinases, pois necessitam
de ions metalicos (zinco, calcio, magnésio) para desempenharem sua fungao.

Muitas vezes essas enzimas agem sinergicamente, como descrito por BORKOW et al.,
em 1993, sendo que trés fatores hemorragicos (BaH;, BH; e BHj) isolados do veneno de
Bothrops asper possuiam 55% da atividade hemorragica do veneno bruto, mas quando eram
separados perdiam metade de sua atividade. O fator BaH,, isolado por GUTIERREZ et al,
em 1995, induzia uma severa hemorragia minutos ap0s a inje¢do, causando necrose das fibras
musculares, com evidente desorganiza¢io do material miofibriolar. A nivel miofibriolar
ultraestrutural, as células perdiam sua organizagdo regular, as linhas Z desapareciam e o0s
sarcomeros se desordenavam, embora ndo houvesse uma evidente aglomeragdo ou
hipercontra¢éo do miofilamento.

Analisando as peconhas de serpentes das espécies Bothrops atrox € Bothrops jararaca
OHSAKA ef al.(1966) demonstraram haver uma pequena correlagdo entre suas atividade
hemorragica e proteolitica.

SERRANO ef al.(1993) isolaram a metaloproteinase basica, denominada MPB, do
veneno de Bothrops moojeni, esta enzima atua sobre a caseina, ndo € hemorragica, mas
apresenta tragos de atividade sobre a coagulagéo sanguinea.

ASSAKURA et al.(1985) purificaram a moojeni protease A da pegonha da serpente
Bothrops moojeni, esta enzima proteolitica, hidroliza colageno do tipo I, fibrinogénio, e oxida
a cadeia B da insulina (REICHL & MANDELBAUM, 1993), sendo que sua atividade ¢
intensificada na presenga de fons Ca’' e Mg®™.

Peconhas de varias serpentes, possuem um grupo de enzimas denominadas, "thrombin-
like", que atuam diretamente na cascata da coagulagio sangiiinea, promovendo a ativagao de
fatores sangiiineos. Muitas dessas enzimas tem sido identificadas e utilizadas na terapia de

pacientes tromboticos. A batroxobina, uma enzima coagulante, isolada do veneno de Bothrops
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moojeni, é uma das que merecem destaque, pois induz a desfibrinogenagdo sangiinea,
favorecendo a circulacdo (BELL,1997).

Em venenos botropicos, os componentes "thrombin-like" e ativador do fator-X nem
sempre estio associados, o efeito coagulante pode estar relacionado somente a um dos
componentes (NAHAS ez al., 1979).

As fosfolipases A; (PLA; EC 3.1.1.4) sdo enzimas esteroliticas que catalisam a
hidrélise do grupo 2 acil de sn-3 fosfoglicerideos (SLOTBOOM et al., 1982; DENNIS, 1983
citado por LOBO DE ARAUIJO et al., 1994), liberando acido araquidénico, um precursor de
outros eicosandides, que estio envolvidos no desencadeamento de reagdes inflamatorias
(KUDO et al., 1993). Em pegonhas botrdpicas, estas enzimas podem ser os componentes
responsaveis pela necrose local e por outros efeitos deletérios da pegonha, podendo ocasionar
perda permanente de tecido, inabilidade e amputagdo no local da picada.

O calcio ¢ um cofator essencial para a catalise, e a substituigdo por outro ion bivalente
como o bario ou cadmio resulta em uma significativa reducdo de atividade (YU ez al., 1993).

Estas enzimas sdo amplamente distribuidas na natureza e tradicionalmente
classificadas em intracelulares ou extracelulares. As PLA;s intracelulares sdo encontradas
associadas @ membranas e estio envolvidas no metabolismo de fosfolipidios, transdugao de
sinal e varias outras fungdes celulares essenciais. As PLA;s extracelulares sdo abundantes em
sucos pancreaticos de mamiferos e nas pegonhas de serpentes e insetos (como abelhas) (ARNI
& WARD, 1996). Sdo divididas nas classes I, II e III, com base na sua sequiéncia de
aminoacidos e na posi¢do da ligac@o de dissulfeto (RENETSEDER e7 al., 1985).

Independente de sua fungdo catalitica primaria, as PLA; de serpentes muitas vezes
apresentam atividades farmacologicas adicionais. Miotoxica (MEBS, 1986, GUTIERREZ &
LOMONTE, 1995), hemolitica indireta (CONDREA ef al., 1981), edematogénica (LLORET
& MORENO, 1993), hipotensiva (HUANG, 1984), neurotoxica pré-sinaptica (CHANG ez al.,
1977) e pos-sinaptica (BON ez al., 1979), cardiotoxica (FLECHER ef al., 1981), agregacéo
plaquetaria (YUAN ef al., 1993; GERRARD e7 al., 1993) e convulsiva (FLECHER e al.,
1980); o relato dessas atividades implica na agdo das PLAss em varios efeitos farmacologicos
observados nos envenenamentos por serpentes.

Com o intuito de se conhecer o mecanismo de acdo e as patogéneses das mionecroses,
varias miotoxinas da pegonha de serpentes do género Bothrops vem sendo isoladas e
caracterizadas por diversos métodos cromatograficos, sendo que todas pertencem ao grupo II
das fosfolipases A, basicas (GUTTERREZ & LOMONTE, 1995). As PLA.s miotoxicas destas

pegonhas podem ser divididas em dois grandes grupos: aquelas com atividade enzimatica



sobre substratos artificiais, (PLA.s miotoxicas Asp 49), € aquelas sem atividade catalitica,
(PLA.s miotoxicas Lys 49) (HOMSI-BRANDEBURGO e/ al., 1988, GUTIERREZ &
LOMONTE, 1995).

As miotoxinas das peconhas de serpentes podem ser categorizadas em trés classes:
pequenos polipeptideos basicos como as miotoxinas o e a crotamina; as cardiotoxinas das
pegonhas do género Naja e toxinas fosfolipase A; como a crotoxina e a notexina. Todas as
trés classes induzem despolarizagdo e contragdo de células do musculo esquelético.
Entretanto, as mionecroses induzidas pelos pequenos polipeptideos sdo diferentes daquelas
induzidas pelas cardiotoxinas e PLA2s, pois estas causam a rapida lise do sarcolema, enquanto
que no anterior esta lise ndo ¢ aparente (OWNBY, 1998).

A composigdo quimica destas proteinas toxicas entre as pegonhas ¢ muito diversa e
reflete grandes alteragdes em efeitos especificos e na toxicidade das mesmas.

Existem também estudos demonstrando que as pegonhas de serpentes individuais
apresentam diferengas no contetido de toxinas especificas e mais que uma isoforma pode estar
presente numa Unica amostra (MONTEIRO et al., 1997, MONTEIRO et al., 1998), resultando
em uma variabilidade clinica de envenenamentos, causando dificuldade na sele¢do de
espécimes para produgdo de soros antiofidicos.

A variabilidade das pegonhas pode ser observada em varios niveis: interfamilia,
intergéneros, interespécies, intersubespecies e intraespécies, sendo um fato conhecido e
atribuido a condi¢des geograficas, dieta, temperatura, idade e outros fatores (CHIPPAUX e
al., 1991, LOMONTE & CARMONA, 1992).

Trabalhando com a pegonha de diferentes especies e subespécies do género Bothrops,
extraidas de serpentes fémeas e de seus respectivos descendentes recém-nascidos, FURTADO
et al (1991), relacionaram a produgdo de peconha ao tamanho da serpente e demostraram
haver variagio no conteudo protéico, na toxicidade a nas atividades fibrinogenolitica/
amidolitica/ “thrombin-like”.

A comparagdo entre pegonhas de serpentes da América Central (Crotalinae),
demonstrou haver uma variabilidade interespecifica no nimero ¢ no ponto isoelétrico de
enzimas fosfolipasicas, indicando ser isoenzimas, ja que todas apresentaram atividade
hemolitica em géis contendo, agarose-eritrocitos-gema de ovo. Nesse mesmo estudo, ainda se
observou variabilidade interindividual nas pegonhas da espécie Bothrops asper, onde duas

isoenzimas fosfolipase A, se encontravam presentes em algumas peconhas e ausentes em
outras (VALIENTE et al.. 1992). MOURA-da-SILVA et al. (1991), também evidenciaram
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variacdes nos niveis de miotoxinas e na atividade fosfolipasica, na pegonha de nove serpentes
do género Bothrops.

Em peconhas de serpentes da espécie Bothrops jararaca foram isoladas varias
isoformas de bothrojaracin (BJC), um potente inibidor especifico da trombina, além de se
observar uma consideravel variagio na producio da mesma e em outras atividades
importantes da pegonha como PLAgs e proteinases. Esta analise foi realizada no final de dez
meses, onde todas as serpentes eram fémeas e foram mantidas sob condi¢des invariaveis de
sazonalidade, com temperatura constante e fotoperiodismo (MONTEIRO ez al., 1998).

LOMONTE e/ al. (1990) isolaram trés miotoxinas, uma de Bothrops atrox e duas de
Bothrops moojeni. Todas as proteinas eram de carater basico, apresentando peso molecular de
aproximadamente 13.500 e composigio de aminoacidos semelhantes. Estas miotoxinas
induziam a uma drastica micronecrose muscular, porém somente a miotoxina de Bothrops
atrox apresentava atividades fosfolipasica e anticoagulante.

Analisando pegonhas de serpentes da espécie Bothrops atrox, proveniente de distintas
regides da Amazénia, CANIVATO et al(1998) demonstraram haver uma consideravel
diferenca na atividade "thrombin-like" das pegonhas, sendo que esta diferenga foi visivel em
PAGE-SDS.

Os halos hemorragicos produzidos pela pegonha de varias espécies de Bothrops
capturadas na Argentina, apresentaram diferentes intensidades de cor, embora ndo fosse
observado significativas variagdes na medigdo dos didmetros meédios e no valor dos halos
obtidos. Porém, importantes diferengas foram encontradas na determinagdo da quantidade de
hemoglobina extraida, havendo similaridade com tamanho do halo produzido pelas diferentes
pegonhas (DE ROOT ez al., 2000).

A analise e identificacdo destes componentes individuais das pegonhas de serpentes da
mesma espécie pode ser importante para obter antigenos espécie-especificos utilizados em
imunodiagnésticos, na selegdo das methores pegonhas para produzir antisoros e também para
um melhor entendimento das patologias resultantes de envenenamentos por espécies muito
proximas ou de mesma espécie (MOURA-da-SILVA ef al., 1991).

Estas variagdes auxiliam varios zoologistas a caracterizar filogeneticamente as
serpentes em espécies e subespécies (GLENN & STRAIGHT, 1978), além de proporcionar

um maior conhecimento sobre a quimica das pegonhas.



2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos fracionar um "pool" (VB) de pegonhas de
Bothrops moojeni, analisar as atividades PLA, e miotoxica das fragoes isoladas e
correlacionar por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), a presenga ou auséncia
destas toxinas em pegonhas individuais de serpentes irmas, nascidas e criadas em cativeiro

sob mesmas condigdes.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

e As pegonhas das serpentes (S-1 a S-12) foram cedidas pela Prof'. Msc. Vera Lacia de
Campos Brites, do Setor de Répteis da UFU, sendo posteriormente liofilizadas e armazenadas

a -20°C.

e Os animais para experimentagio (camundongos da raga Swiss) foram cedidos pela
Pentapharm ou pelo Instituto Vallée, sendo mantidos no Biotério do Laboratorio de Quimica

de Proteinas e Produtos Naturais da UFU.

e Foi utilizada a resina catiénica CM-Sepharose Fast Flow (Pharmacia Fine Chemicals), que

possui um grupamento carboximetil (CH;COO") ligado a uma matriz insoluvel de agarose.

e Reagentes: Acrilamida, Bis-Acrilamida, TEMED, SDS, Coomassie Brilliant Blue R-250,
EDTA., Soroalbumina Bovina, Trizma Base, Azul de Bromo Fenol, Fucsina Basica, B-
mercaptoetanol, Persulfato de Amdnio, PBS, EDTA, Padrdo de peso molecular (Dalton Mark
VII-L) produtos da Sigma Chem. Co. USA, kit CK NAC activated 335 da Randox.

e Os demais reagentes como: HCI, NaCl, NaOH, NH4OH, Alcool etilico e metilico foram

utilizados em grau analitico.
3.2 - Métodos
3.2.1 - Preparacio da Amostra

Cerca de 200 mg do VB de peconhas foi ressuspenso em 2.5 ml de tampdo
bicarbonato de amédnio 0,05 M em pH 8 e centrifugados a alta rotagdo (10000 rpm) por 10
minutos a 28°C. Da solugdo sobrenadante resultante foram retirados 50 ul para dosagem de
proteinas e realizagdo de atividades biologicas. O restante dessa solugdo foi aplicado na

coluna de cromatografia.



3.2.2 - Preparacio da Resina

Recuperada pelo sistema a vacuo e funil de placa sinterizada, utilizando-se o seguinte
procedimento:
1.° passo: 5 volumes de NaCl 2 M
2.° passo: 10 volumes de Azida Sodica ImM
3.° passo: 5 volumes de Borato de Sodio 5 mM pH 10
4 ° passo: idem 2.¢
5.° passo: 5 volumes de Tampdo Acetato de Sodio 5 mM pH 5
6.° passo: idem 2.°
7.° passo: idem 3.°
E finalmente apos o tratamento, a resina foi empacotada em uma coluna de vidro (30
cm de altura x 1,5 cm de didmetro) e equilibrada no tampdo bicarbonato de aménio 0,05 M

em pH 8.

3.2.3 - Fracionamento da peconha de Bothrops moojeni em CM - Sepharose Fast Flow

Realizada segundo a técnica descrita por SOARES et al.(1998a), onde se estabelece
um gradiente convexo de concentragdo (0,05 a 0,5 M) em pH 8 e temperatura ambiente
(28°C). Foram coletadas fragdes de 3 ml/tubo. em um fluxo de 20 ml/hora. A estimativa da
concentragdo de proteina em cada tubo foi realizada por absorbancia de 280 nm utilizando-se
um espectrofotémetro SPEKOL UV VIS da Zeiss. As fragdes obtidas foram liofilizadas em
um Liofilizador LABCONCO, modelo LYPH - LOCK 1L.

3.2.4 - Dosagem de Proteinas

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras de peconha e fragdes, solugdes
contendo de 0,1 a 2,0 mg de proteinas serdo submetidas & dosagem pelo método do
microbiureto, conforme descrito por ITZHAKI & GILL (1964). Utilizou-se a soroalbumina
bovina para estimar a curva padrdo. As amostras de proteinas foram completadas para o
volume de 2 ml com agua, aos quais foram acrescidos 1 ml dos reagentes Rl ou R2. Em
seguida, foi feita a leitura em espectrofotémetro a 310 nm, contra um branco sem proteina. O
reagente R1 era composto por 0,21 % CuSO,. 5HO dissolvido em NaOH 30,4 % e o R2 era

formado por uma solu¢io de NaOH a 30 %.



3.2.5 - Determinacdo das Atividades Biologicas
3.2.5.1 - Atividade Fosfolipasica

Descrita por DE HAAS e al. (1968), utilizou-se como substrato uma emulsdo aquosa
de gema de ovo (uma gema em 50 ml de agua desionizada) em presenga de desoxicolato de
sodio e de CaCly, como segue: 15 ml da emulsdo aquosa da gema de ovo, 1 ml de CaCl, 0,6
M e 10 ml da solucdo de desoxicolato de sodio 0,03 M; o volume foi completado para 100 ml
com agua desionizada, sendo que 10 ml dessa solugdo foram utilizados para cada ensaio
enzimatico.

Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com uma solu¢ao padrdo
de NaOH (0,1208 N) em pH 8,0 e temperatura ambiente (28° C). A atividade fosfolipasica
especifica foi realizada utilizando-se 10 pg de proteina da amostra, e calculada pela

quantidade de microequivalentes de base consumida por minuto, por mg de proteina.
3.2.5.2 - Atividade Miotoxica

Amostras contendo 50 pg de proteina foram diluidas em 50 pl de PBS pH 7.2, e
injetadas intramuscularmente no musculo gastrocnemius direito de camundongos (25g - 30g
de peso), os controles receberam somente PBS. Apos trés horas o sangue dos camundongos
foi coletado por puncdo cardiaca na presenga de EDTA, e imediatamente centrifugados em
baixa rotagdo (2000 rpm) por 10 minutos a 4°C.

A atividade da enzima creatina kinase foi determinada fotometricamente pela

velocidade de formagdo do NADPH (DGKC, 1977), segundo o esquema abaixo:

Principio da reagdo:

CK
Fosfocreatina + ADP ® Creatina + ATP

HK
Glicose + ATP _" Glicose-6-P + ADP

G6P-DH

Glicose-6-P + NADP" <« Gliconato-6-P + NADPH + H
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O procedimento consiste em incubar 20ul do plasma com 1 ml do reativo dissolvido
em tampéo imidazol pH 6,7 contendo glicose por 1 min a 37°C (kit CK NAC activated 335 da
Randox), realizar a leitura inicial a 340 nm ¢ apos 1, 2 e 3 min. A atividade creatina kinase da

amostra do plasma foi expressa em unidades/litro.

3.2.6 - Eletroforeses em Géis de Poliacrilamida

3.2.6.1 - Preparacio dos Géis:

Dois espacadores em forma de fitas sdo utilizados para formar entre as placas um
espaco retangular de aproximadamente 0,2 mm de espessura, as placas de vidro utilizadas na
preparacdo dos géis medem aproximadamente 10 cm de largura, 10,5 cm de comprimento e
0.1 cm de espessura. Com auxilio de um suporte de montagem, as placas foram imobilizadas
verticalmente, formando assim uma camara que foi preenchida com a solugdo do gel.

Terminada a polimerizacio, a placa foi colocada em uma cuba de acrilico e conectada
a0s eletrodos. A eletroforese foi conduzida a 20 mA de corrente, por aproximadamente 80
minutos.

Apos a eletroforese, os géis foram retirados da placa e mergulhados em uma solugao
fixadora (metanol 50 %; acido acético 10 %) por 5 minutos, sendo posteriormente corados por
aproximadamente 10 minutos com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (p/v) em agua —
metanol — acido acético (40:50:10 v/v) e o excesso desta solugdo corante foi retirado com
agua — etanol — 4cido acético (60:30:10 v/v). Em seguida, os géis foram prensados entre duas
folhas de papel celofane poroso, em bastidores fixados por garras € deixados a temperatura
ambiente por aproximadamente 2 a 3 dias para a secagem. Neste procedimento os géis se
desidratam, transformando-se numa fina pelicula entre as folhas de celofane, que sio

recortadas e guardadas para analise posterior e fotografadas.

3.2.6.2 - Condicoes Desnaturantes:

As eletroforeses para a estimativa dos pesos moleculares foram realizadas segundo o
método de LAEMMLI (1970), utilizando-se géis de poliacrilamida com agentes desnaturantes
na presenga de SDS (dodecil sulfato de sodio).
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Na preparagio dos géis a 10%, foram utilizadas as seguintes solugdes:

SOLUCOES ESTOQUES VOLUME (ul)
GEL DE SEPARACAO GEL DE EMPILHAMENTO
Tris-HC1 2M pH 8.8 1292 -
Tris-HC1 2M pH 6.8 - 138
EDTA 200 mM 69 22
Acrilamida:bis (30 : 0.8) 3658 358
Agua desionizada 1705 1628
TEMED 8.2 2.8
Persulfato de aménio (10%) 41 19

A solugdo trizma base 0,1 M; EDTA 7,8 mM; glicina 0,77 M e SDS 0,3% (p/v) pH 8.3
foi utilizada como tampdo para o catodo e a mesma solugdo, porém sem glicina, para o &nodo.

As amostras de proteina foram dissolvidas em 50 pl de agua desionizada ¢ 25 pl de
tampdo STOP (Tris-HCI 187 mM pH 6.,8; SDS 6 %; EDTA 6 mM; azul de bromofenol 1% e
glicerol 27%) e 5 ul de B-mercaptoetanol, aquecidas por Z minutos a 100° C, ¢ aplicadas nos
pogos de gel.

Utilizou-se o seguinte marcador padrdo (Dalton Mark VII-L): a-lactoalbumina (PM
14.200), inibidor de tripsina (PM 20.100), tripsinogénio de pancreas (PM 24.000), anidrase
carbonica (PM 29.000), gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (PM 36.000), ovoalbumina
(PM 45.000) e soroalbumina bovina (PM 66.000).

3.2.6.3 - Condicées Nativas em pH Acido:
Esta eletroforese seguiu a técnica descrita por REISFELD et al. (1962), com algumas

modificagdes.

Na preparagio dos géis a 10% foram utilizadas as seguintes solugdes:

SOLUC()ES ESTOQUES VOLUME((ul)
Solucdo A 775

Solugdo C 2100

Agua desionizada 3375

TEMED 20

Persulfato de amdnio (10%) 50

A solucio A era composta de KOH 1N (2,85g em 50 ml de agua desionizada), sendo
que 48 ml dessa solugdo teve seu pH acertado para 4,5 com acido acético glacial, em seguida,

completou-se o volume da solugdo para 100 ml com agua desionizada.
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A solugao C foi preparada com 28 g de acrilamida e 0,8 g de bis-acrilamida, diluidos
com agua desionizada para 100 ml.

A solugdo do eletrodo era constituida de B-alanina e acido acético 0,35 M, pH 4,3
(solu¢do estoque) tanto para o catodo quanto para o anodo, sendo diluida 10 vezes no
momento do uso.

As amostras de proteina, foram dissolvidas em 50 ul do tampéao do eletrodo diluido 10

vezes e 10 % de glicerol. A fucsina basica foi utilizada como indicador de migragao.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Cromatografia de Troca Ionica em CM - Sepharose Fast Flow

O perfil cromatografico de 200mg do VB de Bothrops moojeni obtido por
cromatografia de troca idnica em CM - Sepharose Fast Flow, é mostrado na Figura 1. Os
principais picos protéicos obtidos foram: Mla, MIb, Mlla, Mllb, MIII, MIV, MV, MVI e
MVII e apos liofilizagio e dosagem de proteinas foram armazenados a -20°C para ensaios
posteriores. Na Tabela 1 estdo expressos os percentuais de recuperagdo proteica das fragoes

obtidas no fracionamento e as atividades PLA; e miotoxica.

Tabela 1 - Percentual de recuperagio protéica das fragdes obtidas no fracionamento em CM -

Sepharose Fast Flow.

Proteina Atividades

Amostras Asgonm (total)  Recuperagdo (%)  PLA; (U/mg/min)  Miotoxica CK (U/1)

VB 155,9 100 83,39 1736,19
Mia 49,46 31,72 94,95 -
MTb 31,35 20,11 _ .
MIla 9.0 5.83 : ;
MITb 11,97 7,68 - ;
MIII 8,99 5,77 . ;
MIV 4,58 2,94 - -
MV 7,22 4,63 90,02 -
MVI 11,98 7,68 - 2017,27
MVII 7,11 4,56 - 1952,51

Total 141,75 90,92
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4.2 - Atividade Fosfolipasica

A atividade fosfolipasica do VB, fragdes Mla e MV obtidas do fracionamento do
VB e das pegonhas individuais das Bothrops moojeni irmas, foi determinada sobre uma
emulsio de gema de ovo, por titulagdo potenciométrica. A Figura 2 mostra os resultados
obitidos. O VB ¢ as fracdes Mla ¢ MV possuem uma atividade com valores bem
proximos. Entre as pegonhas individuais, algumas apresentam elevada atividade
enzimatica especifica, maior que VB, Mla e MV, sendo que nas restantes esta € muito

baixa.

1.6
1.4
1.2+ |
0.8
0.6
ot
0.2

U( l()z)/mg/min

S-3 S4 S5 86

amostras

Fig. 2 - Atividade fosfolipasica (média de trés ensaios) do VB; fra¢des Mla, MV
e pegonhas de Bothrops moojeni irmas (S-1 a S-6) sobre emulsio de gema de ovo, por
titulacdo potenciométrica, utilizando-se 10 pig de proteina em cada ensaio a temperatura

ambiente (28°C), sendo a atividade especifica expressa em U(10*)/mg/min.



4.4 - Eletroforeses em géis de poliacrilamida

Foram realizadas em géis de poliacrilamida a 10% em condi¢des desnaturantes
(Figuras 4 e 5) e nativas pH acido (Figura 6, 7 e 8). Observar na Figura 4, linha B, que a
fragio MV apresenta uma banda protéica principal (seta) de maior mobilidade
eletroforética. Na Figura 5, linhas B e C, as fragdes MVII e MVI respectivamente,
também apresentam uma banda protéica (setas) de maior mobilidade eletroforética . Ja
na Figura 6 pode-se observar a presen¢a de uma banda proteica (seta) presente no VB
(linha H), na fragio MV (linha G) e muito forte nas pegonhas individuais de somente 3
irmas (linhas D, E ¢ F). E finalmente, na Figura 7, observa-se uma banda protéica (seta)
presente em todas as amostras. Na Figura 8, sio mostrados os mesmos resultados

obtidos nas Figuras 6 e 7, porém nesta foi realizado dosagem de proteina das amostras.

A B C D

Fig. 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em condigdes
desnaturantes, tampdo Tris-glicina pH 8.3, segundo LAEMMLI (1970). A- VB de
Bothrops moojeni | B- fragio MV/ C- fragao Mla / D- padrio de peso molecular (Dalton
Mark VII-L): soroalbumina bovina (PM 66.000), ovoalbumina (PM 45.000),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (PM 36.000), anidrase carbonica bovina (PM
29.000), tripsinogénio de pancreas bovino (PM 24.000), inibidor de tripsina (PM

20.100), a-lactoalbumina (PM 14.200).
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Fig. 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em condi¢des
desnaturantes, tampao Tris-glicina pH 8,3, segundo LAEMMLI (1970). A- VB de
Bothrops moojeni/ B- fragdo MVII/ C- fragio MVI/ D- padrao de peso molecular
(Dalton Mark VII-L): soroalbumina bovina (PM 66.000), ovoalbumina (PM 45.000),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (PM 36.000), anidrase carbonica bovina (PM
29.000), tripsinogénio de pancreas bovino (PM 24.000), inibidor de tripsina (PM
20.100), o-lactoalbumina (PM 14.200).

A B C DE F G H

Fig. 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em condigdes nativas,
tampdo B-alanina/acido acético pH 4,5 para verificar proteinas de carater basico,
segundo REISFELD et al. (1962). A: S-6/ B: §-5/ C: S-4/ D: S-3/ E: S-2/ F: §-1/ Gt
fragio MV/ H: VB de Bothrops moojeni.
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A B CDEVF G H I

e

Fig. 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em condigdes nativas,
tampao B-alanina/acido acético pH 4,5 para verificar proteinas de carater basico,
segundo REISFELD ez al. (1962). A: S-7/ B: §-8/ C: S-9/ D S-10/E: S-11/F: S-12/ Gt
fragio MVII/ H: fragdo MV1/ I: VB de Bothrops moojeni.

A B C D E F G H I

Fig. 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em condigbes nativas,
tampdo B-alanina/acido acético pH 4,5 para verificar proteinas de carater basico,
segundo REISFELD et al. (1962). Foram aplicados 30 pg de proteina em cada pogo do
gel. A: S-6/ B: §-5/ C: S-4/ D: S-3/ E: S-2/ F: S-1/G: fragdo MV/ H: fracio MVI/ I:
fracdo MVIL
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4.5 — Determinaciio do peso molecular dos constituintes das fracdes

As migragdes relativas do padrao de peso molecular foram tragadas em graficos,
revelando uma curva logaritmica, que foi exposta na forma de equacdo logaritmica. A
equacdo de cada perfil do padrio de peso molecular ¢ apresentada na Figura 8. Na

Tabela 2, estdo as estimativas do peso molecular de alguns constituintes da fragdes.

Tabela 2 - Estimativas dos pesos moleculares dos constituintes das fragdes, submetidas

a eletroforese em PAGE - SDS (10%).

Fracdes analisadas Pesos moleculares estimados
Mla 14.400
MV 16.200
MVI 15.300
MVII 15.900

Os pesos moleculares das bandas protéicas foram obtidas pela equagao expressa nos

graficos A e B da Figura 8.
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Fig. 9 - Curvas padrdes para a estimativa dos pesos moleculares, atraves da
mobilidade eletroforética relativa (MER) das principais bandas prot€icas presente nas
fracdes obtidas no fracionamento em CM - Sepharose Fast Flow. A - Representa a MER

da Figura 4 ¢ B - Representa a MER da Figura 5.
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5 - DISCUSSAO E CONCLUSAO

As pegonhas sempre foram objetos cobigados de estudo e somente apos iniciar o
isolamento e caracterizacdo de seus componentes, muitos deles puderam ser utilizados em
diversas areas de pesquisa em beneficio do homem.

Diversos pesquisadores observaram que no envenenamento botropico o antisoro
geralmente ndo era capaz de reverter os danos locais, cujo principal efeito € a mionecrose.
Assim, houve um consideravel interesse no estudo dos componentes responsaveis pelas
mionecroses e seus mecanismos de acdo. Em conseqiiéncia, varias miotoxinas de pegonhas
botropicas foram isoladas e caracterizadas.

Sendo estas proteinas basicas, utiliza-se usualmente processos de isolamento incluindo
cromatografias de troca catiénica com gradiente de sal em pH neutro, separando-as dos
componentes acidos das peconhas (GUTIERREZ & LOMONTE, 1995).

O fracionamento do VB de peconhas de Bothrops moojeni realizado em CM-
Sepharose Fast Flow, conforme descrito por SOARES et al. (1998a), é relativamente simples,
rapido e eficiente. Ja que o tampao de elui¢io (NH,HCO; 0,05 M pH 8) € extremamente
volatil, facilitando sua eliminacdo durante O processo de liofilizagdo, ndo havendo a
necessidade de se dializar as fragoes.

Dentre todas as fragdes obtidas no fracionamento (Figura 1), somente Mla e MV
apresentaram atividade fosfolipasica (Figura 2), enquanto que a atividade miotoxica indireta
foi detectada nas fracdes MVI e MVII (Figura 3). Com base na literatura, também esperava-
se encontrar atividade miotoxica indireta na fragdo MV, entretanto, ndo foi possivel realizar
0s experimentos com esta amostra, devido a problemas de contaminagdo ocorridos durante
este trabalho.

Considerando que Mla foi excluida da coluna de troca catidnica e que MV, MVI e
MVII foram retidas, estes resultados indicam que Mla contém uma fosfolipase acida e MV,
MVI e MVII PLAss basicas. Em geral, as fosfolipases basicas de peconhas de serpentes
apresentam miotoxicidade (HOMSI-BRANDEBURGO er al., 1988, GUTIERREZ &
LOMONTE, 1995). Esta miotoxicidade pode ser observada quando as miotoxinas botropicas
sio injetadas intramuscularmente em camundongos, produzindo um proeminente aumento nos
niveis de creatina kinase do plasma, culminando entre 1 a 3 horas apos a aplicagao, com
posterior decréscimo (LOMONTE et al., 1990).

MOURA-da-SILVA er al. (1991), relataram a presenga de duas proteinas basicas com



altas atividades PLA. e miotoxica na pegonha de Bothrops moojeni, designadas MOO-1 ¢
MOO-2, respectivamente. A fragio MV, portanto, pode conter uma destas PLA, miotoxicas.

Por outro lado, REICHL et al. (1989) descreveram o isolamento de uma PLA, acida da
peconha de Bothrops moojeni, a qual pode ser a mesma contida na fragao Mla.

As fragdes MVI e MVIIL, provavelmente contém as duas miotoxinas (I e II,
respectivamente) isoladas da pegonha de Bothrops moojeni por LOMONTE et al. (1990),
estas apresentam elevada atividade miotoxica ¢ nenhuma atividade PLA;. SOARES (1997)
relata a presenga de atividade edematogénica nestas miotoxinas.

O perfil eletroforético de MV em PAGE-SDS (Figura 4, seta) mostra uma banda
majoritaria com peso molecular em torno de 16.200 (Tabela 2), que deve corresponder a uma
PLA, basica desta pegonha, visto que estas enzimas apresentam peso molecular para o
mondmero, com valores que variam de 13.000 a 18.000 (MOURA-da-SILVA et al , 1991).

A fracdo Mla também mostrou bandas com massa molecular caracteristica de PLA:s,
embora tenha apresentado baixo grau de pureza, o que impossibilitou uma comparagdo com 0
perfil eletroforético das pegonhas individuais das 1rmas.

Na Figura 5, linhas B e C, estdo apresentados os perfis eletroforéticos em PAGE-SDS
das fragdes MVIL e MVI, respectivamente. Estas apresentam pesos moleculares
caracteristicos de PLA,, 15.300 para MVI e 15.900 para MVIl (Tabela 2), entretanto nao
possuem atividade enzimatica sobre lipideos de membrana.

Embora todas as miotoxinas das pegonhas do género Borhrops apresentem estrutura de
PLA,, muitas destas perdem sua atividade catalitica devido a substituigdo de um aminoacido
na regido de ligagdo do calcio, especialmente Lys por Asp na posicdo 49 (GUTIERREZ &
LOMONTE, 1995).

KINT & IWANAGA (1986) comparando as seqiéncias de aminoacidos de miotoxinas
e PLAys, sugeriram que um sitio cationico localizado entre os residuos 79 — 87 associado a
uma regido hidrofobica seja o responsavel pela miotoxicidade, e independente da atividade
fosfolipasica. O “sitio miotoxico” destas toxinas pode ser responsavel pela ligagao e
penetragio em membranas plasmaticas do musculo esquelético, possivelmente por interagoes
hidrofobicas (GUTIERREZ et al., 1989).

Os métodos de eletroforese em condi¢des nativas, sdo comumente utilizados para
evidenciar a variabilidade existente entre as pegonhas de serpentes (SOARES et al., 1998b),
ou para analisar o grau de pureza das amostras (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988).

O perfil eletroforético obtido na Figura 6, evidenciou uma banda protéica (seta) de

mesma mobilidade para o VB, fragdo MV e trés pegonhas individuais de Bothrops moojeni
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irmis. Coincidentemente, todas estas amostras apresentaram elevada atividade PLA. (Figura
2). Por outro lado, as demais irmas praticamente ndo apresentaram esta banda e sua atividade
PLA, ¢ muito baixa.

Esta variabilidade observada por eletroforese, nas bandas proteicas associadas com a
atividade PLA, entre as peconhas individuais, evidencia fortemente diferengas quantitativas
na expressao génica destas isoformas, ja que os demais fatores que influenciam a
variabilidade das pegonhas eram idénticos.

E comum encontrar isoformas de PLAzs em pegonhas de serpentes de mesma espécie
ou num mesmo individuo (VALIENTE er al, 1992; FAURE & BON, 1987, HOMSI-
BRANDEBURGO ef al., 1988).

Portanto, com relagdo a atividade PLA; total (fragoes Mla + MV) e a atividade PLA;
presente na fragio MV, pode-se concluir que as pegonhas das serpentes irmas apresentam
somente variabilidade quantitativa.

Diferencas na expressio de isoformas miotoxicas em nivel individual foram
observadas em Bothrops asper, de modo que pelo menos cinco variantes foram distinguidas
eletroforeticamente (LOMONTE & CARMONA, 1992).

Analisando o perfil eletroforético da Figura 7, € possivel observar nas linhas G e H
uma banda de maior mobilidade eletroforética que provavelmente corresponde as miotoxinas
Il e I respectivamente (seta). Comparando com o perfil das irmas € possivel observar a
presenca desta banda em todas as amostras. Pode-se concluir portanto, que esta variabilidade
é somente quantitativa, pois todas as irmds apresentam a banda miotoxica porém com
diferentes intensidades.

Nas Figuras 6 ¢ 7 ndo foi realizado dosagem de proteinas, este fato poderia estar
mascarando alguns resultados. Sendo assim, foi realizada uma nova eletroforese nas mesmas
condigdes (Figura 8) com doses iguais de proteina para todas as amostras, reproduzido todos
os resultados obtidos.

O conhecimento das atividades biologicas das pegonhas, assim como a intensidade de
cada uma delas, auxiliam na verificagio do poder neutralizante dos antisoros, como também
na utilizagdo de uma terapia mais adequada no tratamento de pacientes acidentados por
ofidios.

Varios estudos tem buscado antidotos contra pegonhas de serpentes, principalmente
extratos vegetais de conhecimento popular. Entretanto, a administracdo do soro antiofidico
ainda ¢ a forma mais eficaz de tratamento, sendo que sua capacidade de neutralizacdo muitas

vezes ¢ limitada, devido a variagdo nos componentes das peconhas.



Uma das hipoteses mais provaveis para explicar a variabilidade bioquimica da
composicio das peconhas de serpentes € a origem genética. De acordo com esta hipotese, esta
variabilidade pode ser devido a uma diferenca de concentragio de toda fragdo (variagdo
quantitativa) ou por modificagdes estruturais de certas proteinas (variagdo qualitativa)
(NKININ et al., 1997).

A sele¢do de espécimes para a produgdo de antisoros, com base em critérios
bioquimicos e na toxicidade das amostras ¢ de vital importancia terapéutica, visto que a
variagdo observada entre as diferentes pegonhas, pode limitar a capacidade de neutralizacdo

dos soros antiofidicos produzidos.
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