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Resumo

Os venenos de serpentes t&m evoluido como secrecles altamente especializadas
em matar, imobilizar e iniciar a digestio de sua s presas. S&o constituidos na sua
maioria por proteinas na forma de enzimas, toxinas nao enzimaticas e peptideos. Estes
ndo s#o somente complexos na sua composicdo quimica mas também na sua
diversidade de ag0. Nenhum outro produto natural apresenta uma mistura tio efetiva
de diferentes fatores exercendo simultaneamente efeitos téxicos sobre 0s sistemas
sanguineo, respiratério, cardiovascular e/ou nervoso. Assim sendo, para que possamos
compreender a extrema complexidade de seus componentes, ¢ importante extrairmos
deles os diversos constituintes e examinarmos suas propriedades individuais.

O género Bothrops é responsavel pela grande maioria dos acidentes ofidicos
que ocorrem no Brasil. Os sintomas de envenenamento causados por este género sio
caracterizados pricncipalmente, por efeitos como hemorragia, necrose, dor local intensa,
agéo coagulante e anticoagulante, etc.

O presente trabalho teve como objetivos fracionar o veneno bruto de B. neuwiedi

pauloensis e determinar as atividades enzimaticas presentes nas fragdes isoladas.
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Foram realizados trés fracionamentos em colunas de filtragdo molecular,

Sephadex G-75 (teste piloto) e Sephacryl S-200 para os dois Ultimos, os quais
resultaram em trés picos de absorbancia para os dois primeiros e quatro picos de
absorbancia para o terceiro, que foram denominados de N1, N2, N3 e N4,
respectivamente. O rendimento dos fracionamentos foi cerca de 93,8% para o segundo e
97,66% para o terceiro. A fragao N1 representou 44% do veneno total; N2, 35% ; N3,
17% e N4, 12% aproximadamente.,

O veneno de Bothrops nuewiedi pauloensis apresentou atividade hemorragica,
coagulante, fosfolipasica e proteolitica, ndo foram detectadas as atividades
anticoagulante e hemolitica direta.

A fragdo N1 representou quase que a totalidade da atividade hemorragica
presente no veneno total, em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes,
apresentou a maioria de suas bandas migrando entre os padrées de peso molecular
anidrase carbénica (29.000) e calmodulina (66.000).

A atividade coagulante ficou restrita as fragdes N1 e N2.

A atividade PLA, teve seu maior valor entre os picos N2 e N3, sendo melhor
caracterizada no pico N3 para terceiro fracinamento .

A fracdo N3 apresentou apenas trés bandas em PAGE sem agentes
desnaturantes, devendo conter somente trés proteinas distintas.

Nossos estudos prosseguem na tentativa de isolar em alto grau de pureza estes

componentes fosfolipasicos.



1. INTRODUGAO

Serpentes ou ofidios s8o répteis desprovidos de membros, que podem ser
pegonhentos, ou n&o, com ampla distribuicdo mundial. No Brasil sdo mais comumente
chamados cobras, nome de determinadas serpentes asiaticas trazidas pelos
portugueses (ROMANO-HOGE,1990).

Das 3.500 espécies distribuidas pelo mundo, cerca de 500 s3o pegonhentas,
embora pouco mais de 200 sejam causadoras de envenenamento grave em seres
humanos.

O termo pegonha se refere a capacidade que a serpente tem de produzir e
inocular toxinas.

A palavra "peconha" (em inglés "venom" e em frangés "venim") designa uma
substancia toxica produzida por uma planta ou animal num 4rgao secretor, ou grupo
altamente desenvolvido de células secretoras, que pode ser inoculada no ato da picada.

"Veneno"(em inglés e frangés "poison”) por sua vez, desigha uma substancia
que, em quantidades relativamente pequenas, mata ou prejudica seriamente a fung¢éo de
um 6rgéo ou tecido.

Animais venenosos possuem tecidos parcial ou totalmente toxicos. O

envenenamento "poisoning”, geralmente ocorre pela ingestdo desses tecidos.
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A palavra "pegonha”, portanto, tem sentido mais restrito do que "veneno". Assim,

todos os animais pegonhentos s&o venenosos, mas nem todos 0S venenosos sdo
peconhentos, (RUSSEL, 1987).

Animais peconhentos, por sua vez, possuem o “"aparelho venenifero" constituido
pelas glandulas ou células secretoras e todo um aparato necessario para inocular a
peconha na presa escolhida.

Estas pegonhas evoluiram como secregbes especializadas de alta eficiéncia em
matar, imobilizar e iniciar a digestio de presas.

Segundo GANZ (1978) a sequéncia evolucionaria basica, cuiminando no
desenvolvimento das glandulas de veneno, envolve trés passos:

1) A secreg#io se iniciou para lubrificar os alimentos, condicionar as membranas
bucais e facilitar a limpeza e digestio de materiais que podem aderir aos tecidos, em
particular aos dentes.

2) A ocorréncia de algumas enzimas misturadas com as secregbes lubrificantes
forneceu uma pré adaptagdo para a elaboragéio de proteinas e polipeptidios toxicos,
facilitando a utilizac&o de pequenos corpos alimentares ingeridos ou imobilizando presas
maiores.

3) Um conjunto de secregdes ainda mais complexo e de maior volume facilitou a
quebra interna do bolo alimentar, assim como a defesa contra predadores.

Os progressos das ciéncias, em particular os da Quimica Organica e da
Fisiopatologia, permitiram demonstrar nao sé a natureza heterogénea dos venenos de
serpentes, de composicéo predominantemente protéica (BIEBER,1979), como também
grande parte de seus efeitos biolégicos. Mais de 90% do seu peso seco é proteina, na
forma de enzimas, toxinas nao enzimaticas e peptideos.

Os venenos de serpentes n3o sao complexos somente na sua composigao
quimica, mas também na sua diversidade de agao. Nenhum outro produto natural
apresenta uma mistura tao efetiva de diferentes fatores, exercendo simultaneamente

efeitos téxicos sobre os sistemas sanguineo, respiratério, cardiovascular e/ ou nervoso.
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Na fauna brasileira ocorrem nove familias de ofidios. Destas, quatro sao

pegonhentas, causadoras da quase totalidade dos acidentes:Viperidae, Elapidae,
Hidrophiidae, Crotalidae (KLEMMER, 1963).

Dos setenta e cinco géneros de serpentes existentes no Brasil, somente quatro
sdo classicamente considerados pegonhentos.

A familia Viperidae compreende as principais serpentes peg¢onhentas,
representada pelos géneros: Bothrops, Crotalus, Micrurus, Lachesis, etc. As serpentes
desta familia encontram-se principalmente na América do Sul, possuem um aparelho
inoculador especializado, constituido pelos dois dentes maxilares superiores
modificados (presas) e ligados as glandulas veneniferas por dois ductos (SELISTRE,
1988).

O aparelho inoculador das serpentes Viperidae ¢ o mais eficiente em termos de
pegonha injetada (HOMSI-BRANDEBURGO, 1987).

No periodo de junho/86 a dezembro/87 foram notificados no Ministério da Saude
do Brasil 27.138 acidentes por serpentes. Destes, 8579 (31,69%) nao foram
identificados quanto ao género da serpente, por falta de informacdo. Somente 352
(1,2%) foram definidos como causados por serpentes ndo pegonhentas. Dentre os
acidentes causados por serpentes ndo pegonhentas, o género Bothrops teve maior
indice (88,1%), seguido por Crotalus (8,2%), Lachesis (2,9%) e Micrurus (0,7%)
entretanto a mortalidade nos acidentes crotalicos foi de 3,3% contra 0,5% dos acidentes
botropicos (BRAZIL,1989).

Das vinte espécies conhecidas do género Bothrops, quatro sao mais comumente
responsaveis por acidentes humanos: B. jararaca, no sul-sudeste: B. moojeni, no
centro- oeste; B. erytromelas, no nordeste e B. atrox, no norte (HAAD, 1989).

No Triangulo Mineiro, entre 1984 a 1991, a maioria dos casos confirmados foram
por B. moojeni e em seguida por B. neuwiedi (NISHIOKA e SILVEIRA, 1992).

Embora sejam raros os acidentes fatais por serpentes do genéro Bothrops, os

casos se agravam devido & intensidade dos efeitos locais.
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Segundo VITAL BRAZIL (1982), os venenos destas serpentes se caracterizam

por:
- induzir estado de choque, causa mais freqiiente de morte;

- exercer intensa atividade proteolitica (MEBS,1970);

- coagular o plasma sanguineo (KLOBUSITIZKI,1961);

-liberar substancias farmacologicamente ativas, tais como histamina e bradicinina
(ROTHSCHILD e ROTHSCHILD, 1979)

- produzir hemorragias (BJARNASON e TU, 1979);

- causar pronunciado efeito local, com hemorragia e necrose tissular, ocasionando
sequelas com perda de tecido, que podem levar & necessidade de amputagdo da
extremidade afetada (BRAZIL,1911; JIMENEZ-PORRAS, 1 973).

A completa les3o causada pelos venenos botrépicos parece ser devida a
somatéria dos efeitos isolados de diferentes componentes com distintas acdes
biolégicas ou que atuam sinergisticamente.

Assim, para que posssamos compreender a extrema complexidade dos venenos,
é importante extrairmos deles os diversos constituintes e examinarmos suas
propiedades individuais.

O desenvolvimento de novos métodos para a purificacio dos componentes ativos
dos venenos, assim como, o uso de proteinas puras e bem caracterizadas
bioguimicamente nos estudos farmacolégicos e fisiopatol6gicos, tém levado a resultados
mais conclusivos e a um melhor entendimento dos efeitos desses venenos e do seu
mecanismo de ag&o a nivel molecular, permitindo seu uso como valiosos instrumentos
de pesquisa .

Os principais componentes dos venenos, que tém sido relacionados com os
efeitos causados por envenenamento botrépico, sio as proteases, hemorraginas,
fosfolipases, miotoxinas, fatores coagulantes e anticoagulantes.

A hemorragia € um dos efeitos caracteristicos induzido por envenenamento

botropico, muitos componentes hemorragicos isolados de venenos sio proteases, e sua
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atividade enzimatica pode ser relevante para o processo de dano capilar. Varias toxinas

hemorragicas degradam o colageno e é sabido que o colageno tipo IV é um componente
da lamina basal, que circunda as células endoteliais nos capilares. Os mecanismos de
agdo de toxinas hemorragicas se baseiam na destruigéo enzimatica da membrana basal,
com subsequente perda da integridade vascular. O rompimento da membrana basal se
daria a nivel das jungdes entre as células endoteliais, formando aberturas ou poros por
onde se daria o extravazamento de eritrocitos.

A liberagéo de mediadores vasoativos capazes de abrirem essas jungdes foi
sugerida por ISHIDA et al., (1986). Estes autores demonstraram que os principios
hemorragicos isolados do veneno de Trimesserus flavoridis induzem a liberagdo de
histamina e serotonina em varios 6rg4os isolados.

Muitos fatores hemorragicos dos venenos de serpentes da Asia e da América do
Norte ja foram isolados e exaustivamente estudados. Para as serpentes da América
Latina foram isoladas hemorraginas somente de algumas espécies Bothrops e de
Lachesis muta muta, a saber: - dois fatores hemorragicos isolados dos venenos de
Bothrops  neuwiedi: NHFa ¢ NHFb (MANDELBAUM,et al., 1984), - trés fatores
hemorragicos isolados dos venenos de Bothrops jararaca: HF1, HF2 e HF3
(ASSAKURA et al., 1986); um fator hemorragico isolado do veneno de Lachesis muta
muta (SANCHES et al., 1987); - trés fatores hemorragicos do veneno de Bothrops
insularis (SELISTRE et al., 1990 a).

A maioria das toxinas hemorragicas sao metaloproteinas contendo Zn**, sendo
que muitas também possuem Ca**-

Mionecrose ou necrose muscular ¢ uma caracteristica comum de envenenamento
por espécies botrépicas. Este efeito pode ser devido a aclo direta de miotoxinas sobre
as membranas plasmaticas de células musculares ou indireta, pela acao de
hemorraginas, que provocariam danos vasculares, levando a deplegdo do sangue que

supre as células musculares, induzindo isquemia e, consequentemente, morte celular.

A miotoxicidade est4a muito relacionada com a agao de fosfolipases do tipo A,.
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Estas enzimas estio presentes em grande concentragdo em venenos de serpentes,

abelhas e escorpides, tambem encontradas, porém em menor quantidade, em
glandulas como o pancreas,

As fosfolipases (PLAy) catalisam a hidrélise da ligagéo éster na posigao 2 dos
fosfolipideos (fig 1) sendo esta atividade dependente de calcio. Elas participam na
liberagdo do acido araquidénico, precursor das prostaglandinas e dos leucotrienos,
estando envolvidas ainda, na liberagdo de neuromediadores e horménios.

Diversas fosfolipases miotoxicas ja foram descritas, muitas causando também
blogueio da transmissao neuromuscular, como as neurotoxinas pré-sinapticas, que
inibem a liberagdo de acetilcolina dos terminais nervosos motores (HARRIS, 1984).

O mecanismo de agao pelo qual essas miotoxinas causam danos musculares,
ainda ndo é bem claro. Segundo GUTIERREZ (1986), as miotoxinas agiriam a nivel da
membrana plasmatica do musculo esquelético induzindo uma desorganizagdo dos

componentes fosfolipidicos, que permitiria a saida de moléculas intracelulares como
creatina e creatina - ql"nase Esse desarl’anjo dos CompOnenteS fOSfO'IpidlCOS pOde leval'

a severas alteragbes na integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica, com
subsequente influxo de ions calcio, causando a contragdo de sarcémeros (HARRIS,
1984), ativacdo de proteases dependentes de calcio (DUCAN, 1978) e fosfolipase A2
endodgenas (TRUMP et al., 1981).

A somatoéria de todas estas alteragbes poderia entdo, levar a morte celular. Os
efeitos induzidos pelas miotoxinas de venenos botrépicos e pelas fosfolipases miotoxicas

isoladas de outros venenos sao muito semelhantes.
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O isolamento de miotoxinas de venenos botrépicos iniciou-se somente em

meados da década de oitenta. Até esta data, as intimeras miotoxinas isoladas de
venenos podiam ser classificadas em trés grupos principais: a) fosfolipases miotéxicas,
tais como notexina (HARRIS et al., 1984); miotoxinas isoladas de venenos elapideos
australianos (MEBS e SAMEJIMA, 1980) e de venenos crotalideos (MEBS e
SAMEJIMA,1986); b) cardiotoxinas, presentes em algums venenos elapideos (LAl et
al.,1972; DUCHEN et al., 1974; CHANG, 1979) ; ¢) alguns oligopeptideos basicos nao
enzimaticos, de peso molecular ao redor de 5.000, isolados dos venenos de cascavéis,
tais como a crotamina de Crotalus viridis viridis (CAMERONTU,1977; OWNBY et al.,
1976) e duas miotoxinas de Crotalus viridis concolor ( POOL et al., 1981).

Sé&o conhecidas atualmente diversas miotoxinas de venenos botrépicos, as quais
apresentam as seguintes caracteristicas.

- do veneno de B. asper foram isoladas trés miotoxinas, sendo que duas
delas possuem alta atividade fosfolipasica A2 e anti- coagulante (GUTIERREZ et al.,
1984 a,b, c, 1986 ; KAISER et al., 1990; LOMONTE e GUTIERREZ, 1989: FRANCIS et
al.,1991)

- do veneno de B. jararacussu: duas miotoxinas basicas e anticoagulantes,

sendo uma delas denominada de botropstoxina Il (BthTX i), que apresenta baixa
atividade PLA2 , enquanto BthTX | ndo apresenta atividade fosfolipasica mas é

estruturalmente semelhante as PLA2 (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988;

GUTIERREZ, 1991; HELUANY et al., 1992)
- do veneno de B. insularis : uma miotoxina acida que apresenta atividade

PLA2 e anticoagulante. (SELISTRE et al., 1990 a, b)

- dos venenos de B. atrox e B. moojeni: trés miotoxinas, sendo que a
miotoxina de B.atrox tem atividade anticoagulante e PLAZ, enquanto que as miotoxinas |
e Il de B. moojeni nao as possuem (LOMONTE et al., 1990).

Até o momento, dentre as miotoxinas isoladas de venenos botrépicos, parece
estar surgindo um grupo de miotoxinas que nao apresentam atividade F’LA2 mas que
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poderiam ser classificadas como miotoxinas que apresentam estrutura de PLA2, como a

botropstoxina | (BthTX I), isolada do veneno de Bothrops jararacussu por HOMSI-
BRANDEBURGO et. al.,( 1987).

Os componentes que afetam o sistema de coagulagao sao divididos em dois
grupos, coagulantes e anticoagulantes. No entanto o mesmo veneno pode conter ambos
os fatores simultaneamente, podendo atuar de uma ou de outra form, dependendo da
concentracdo utilizada.

Existem varios mecanismos pelos quais os venenos podem induzir a coagulagéo
sanguinea (TU,1977). Estes podem:

(1) produzir atividade semelhante & tromboplastina;
(2) possuir um ativador do fator X;

(3) ativar o fator V;

(4) ativar a protrombina e

(5) possuir atividade semelhante a trombina.

A grande maioria dos venenos dos géneros Bothrops, Crotalus, Trimeressurus,
efc, apresentam enzimas que atuam de modo semelhante, mas nao igual ao da
trombina, transformando o fibrinogénio em fibrina.

As diferentes atividades coagulantes dos venenos foram classificadas segundo
DENSON (1969) em um sistema paralelo de enzimas semelhante ao sistema em
cascata proposto para a coagula¢ao sanguinea (Fig:2).

Segundo TU (1877) um veneno pode atuar como anticoagulante se:

(1) contiver atividade fibrinolitica;

(2) contiver atividade fibrinogenolitica;
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Agao coagulante de venenos

ocu veneno
IX Fator X———~—~i;;——>Xa
VIilIa tromboplastina
fosfolipideo Fator VII veneno
- Ca+~-+ ca’’
A fosfolipideo Fator v

Fator X ————3yXa

protrombina —3 trombina

FPator Vv
fosfolipideo 3 veneno
++
Ca
] fosfolipideo
protrombina ————— 3 trombina 4
protrombina > trombina
fibrinogénio 3 fibrina
soluvel veneno

Fator XIIZI

++
Ca

fibrina

|

|
fibrinogénio Yy fibrina

insolavel

Fig:2 Comparagao entre as atividades coagulantes de venenos de serpentes e enzimas

da coagulag&o sanguinea (DENSON, 1969).
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(3) ativar o plasminogénio;

(4) possuir atividade inibitéria sobre alguns dos fatores da
coagulagdo sanguinea e
(5) possuir atividade antitrombinica.

O edema induzido por veneno botrépico &, provavelmente, devido a acdo de uma
variedade de substancias: (a) toxinas hemorragicas que rompem a microvasculatura,
induzindo extravazamento (OHSAKA,1973 e OWNBY,1982); (b) toxinas que agem
diretamente sobre células endoteliais de capilares e vénulas, aumentando sua
permeabilidade; (c) componentes do veneno (fosfolipases ou citotoxinas) que induzem a
liberagdo de compostos farmacologicamente ativos como a histamina liberada por
mastécitos; (d) fosfolipase A2 que libera acido aracdonico de fosfolipideos de
membranas de células, iniciando a sintese de prostaglandinas (ROBBINS et al.,1987);
etc.

A subespécie Bothrops neuwiedi pauloensis, conhecida por jararaca pintada ou
boca de sapo, descrita por Amaral em 1925 segundo PETERS e¢ OREJAS -
MIRANDA(1970), tem larga distribuicao nas areas do sul do estado de Sao Paulo.Esta
subspécie ¢ frequente em Goias, Distrito Federal e centro sul de Tocantins (PAULINO
et. al., 1991) e distribui-se também em regides do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba
(BRITES e BAUAB,1988).

Em virtude de todos estes efeitos causados por envenenamento botrépico, o
nosso trabalho teve como objetivos fracionar o veneno bruto de Bothrops neuwiedi
pauloensis, e testar as atividades enzimaticas nas fragdes isoladas.

O veneno desta subespécie foi o escolhido, por ser esta responsavel pela

elevada frequéncia dos acidentes ofidicos ocorridos em nossa regido.
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2. Materiais

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de Bioquimica do Departamento de

Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal de Uberlandia.

2.1. Obtengao do veneno bruto:

O veneno de B. neuwiedi pauloensis utilizado neste trabalho foi gentilmente
doado pelos professores Fernando Bauab (Faculdade de Medicina de Catanduva) e
Vera Lucia de Cmapos Brites (Departamento de Biociéncias da Universidade Federal de

Uberlandia), sendo coletado de serpentes capturadas na regido de Uberlandia )BRITES,
c.p.).

2.2. Substratos:

-Plasma sanguineo e eritrécitos foram gentilmente doados pelo Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Escola da Universidade Federal de Uberlandia.
-Caseina (Merk)
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2.3. Materiais para cromatografia, eletroforese e dosagem protéica.

-Sephadex G-75 e Sephacryl S-200 da Pharmacia,Suécia;

_ Acrilamida, Bis acrilamida ( N,N -metilenobisacrilamida), TEMED (N, N,
N', N' - tetrametiletilenodiamino), SDS (dodecil sulfato de sédio), Comassie
Brilliant Blue G-250, Padrdes de peso molecular, EDTA( Acido
Etilenediaminetetraacético), Soroalbumina Bovina, Azul de Bromofenol, p-

mercaptoetanol ( Sigma Chem. Co., USA).

Os demais reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.
2.4- Ensaios Bioldgicos:

Os camundongos utilizados foram procedentes do Valeé Nordeste S/A

(Uberlandia, MG)
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3. Métodos

Foram realizados trés fracionamentos do veneno bruto em colunas de
cromatografia, sendo que o primeiro foi um teste piloto realizado em gel de Sephadex G-

75 e os dois uitimos em gel de Sephacryl S-200.
3.1. Preparagao das Amostras :

Iniciaimente foi realizado um teste piloto, utilizando-se 50ul(0,26mg) do veneno
bruto diluidos paral 2000 ul em tampéo formato de aménio (NH 4Fo) 0.05MpH 35 A
suspenséo obtida foi aplicada a coluna de cromatografia em gel de Sephadex G- 75.

No segundo fracionamento, foram utilizados cerca de 130 pl (10,4 mg) do veneno
bruto, que foram diluidos para 2.000 pl em tamp#o bicarbonato de aménio NH 4HCO3
0,05 M pH 7,4. Desta solugdo 100 pl foram retirados para dosagem protéica e 100 pl
para testes enzimaticos. O restante desta solugao foi submetido a filtragdo em Sephacryl
$-200.

No terceiro e ultimo fracionamento foram utilizados cerca de 320 pi (25,6 mg) do

veneno bruto, que foram diluidos para 2.000 yl em tampao bicarbonato de aménio
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0,05M pH 7,4. Desta solug8io 100 pl foram retirados para dosagem protéica e 100

para testes enzimaticos. O restante desta solugéo foi aplicado @ uma coluna de filtragao

em gel de Sephacryl S-200.
3.2. Filtragao em gel de Sephadex G-75:

A solugdo preparada no teste piloto foi aplicada a uma coluna (37,0 cm
comprimento por1,5cm de didmetro) de Sephadex G-75, equilibrada com NH 4Fo 0,05M
pH 3,5. A amostra foi eluida com o mesmo tampao e fragcdes de 3ml foram coletadas,
num fluxo de 30mi/h , em um coletor de fragdes BIO.RAD. A absorbancia de cada fragao
coletada foi lida em 280nm, num espectrofotdmetro da MICRONAL. O grafico foi tragado

e 0s “pools” delimitados foram liofilizados.
3.3. Filtragao em Gel de Sephacryl $-200:

As duas ultimas filtragdes foram realizadas em gel de Sephacryl S$-200,
equilibradas com tampdo NH 4HCO3 0,05M pH 7,4 em uma coluna de 50 cm de
comprimento por 2,0 cm de diametro. No segundo fracionamento, foram eluidos 9,36mg
do veneno bruto, em um fluxo de 30.0 ml/h , sendo coletados cerca de 3miftubo. As
amostras foram coletadas em um coletor de fragdes BIO.RAD. A absorbancia de cada
fracéo foi lida & 280 nm, num espectrofotémetro da MICRONAL, o grafico foi tragado e
os "pools” delimitados foram liofilizados e suas atividades enzimaticas testadas.

O ultimo fracionamento foi realizado sob as mesmas condigées anteriores, no
entanto, foram aplicados & coluna 23,04 mg do veneno bruto. A eluicdo ocorreu num

fluxo de 56 mli/h.
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3.4. Determinagao Quantitativa de Proteinas:

As dosagens de proteinas em solugdes de 0,1 mg a 2,0 mg de proteinas/2.0 ml,
foram realizadas pelo método do microbiureto, conforme descrito por ITZHAKI e GILL
(1964).

A reta padréo foi construida com soroalbumina bovina, considerando - se o seu
coeficiente de extingéio E:S:j Mem 278nm = 0,666 ( DOTY e GEIDUSCHEC,1953).

As dosagens de proteinas foram realizadas com o veneno bruto e com as fragdes

obtidas em cada fracionamento.

3.6. Determinagio de Atividades Enzimaticas:

3.5.1 Atividade Fosfolipasica (PLAz): Ensaio Potenciométrico:

Esta foi a primeira atividade a ser executada ap6s os fracionamentos, segundo o
método descrito por DE HAAS et al. (1986), com modificagdes.

Como substrato foi utilizada uma emulsao aquosa de gema de ovo (uma gema
em 50 ml de 4gua desionizada) em presenga de desoxicolato de sédio 0,03 M e CaCI2
0,6 M. O substrato foi preparado da seguinte maneira: 7,5 ml da emulsao aquosa da
gema de ovo, 0,5 ml de CaCl2 0,6 M e 5,0 ml da solugo de desoxicolato de sédio
0,03M, o volume era completado para 50 ml com agua deionizada. Dez mi desta solugao

foram utilizados para cada ensaio enzimatico.
Os acidos graxos liberados enzimaticamente, eram titulados com uma solugéo

padréao de NaOH 0,0935 N em pH 8,0 e temperatura ambiente (28 ©C). A atividade

fosfolipasica foi expressa em microequivalentes de base consumida por minuto , por
ml, e a atividade especifica pelo numero de microequivalentes de base consumida

porminuto, por miligrama de proteina. Em cada ensaio foram utilizados 20 Mg de

proteinas.
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3.5.2 Ensaio Hemolitico Direto:

A atividade hemolitica direta foi testada somente no veneno bruto, utilizando
eritrocitos obtidos do Laboratério de Analises Clinicas da UFU.

Os eritrécitos foram lavados trés vezes a 3000 rpm, durante 4 minutos. A
preparagéo da suspenséo de eritrocitos foi feita a 2,5% com tampao fosfato de sédio pH
7,4 em solugdo salina(PBS).

Para o ensaio foram utilizadaos 10 ug da amostra, 50 ul de CaCI2 10mM, 0,6 mi
de suspenséo de eritrocitos, completando - se o volume para 3,0 ml com tampé&o fosfato
de sédio (PBS). Foi preparado um branco que nao continha a amostra e um hemolizado,

colocando -se dgua destilada no lugar do tamp3o.

Apos trinta minutos & 37°C , os tubos foram centrifugados por cinco minutos em
uma centrifuga de mesa e as absorbancias dos sobrenadantes foram lidas a 540 nm.
Por este método, uma unidade de atividade hemolitica corresponde a quantidade

de enzima capaz de produzir um aumento de 0,001 (1 miliunidade ) na A540 nm.

3.5.3. Atividade Proteolitica:

A atividade proteolitica foi determinada usando-se a caseina como substrato,
segundo o método descrito por REIMERDES e KLOSTERMERYER (1976) com
modificagdes.

A solugéo de caseina foi preparada no momento do uso, dissolvendo - se 50 mg
de caseina em 0,5 ml de NaOH 0,1 N e 3,0 ml de agua destilada. Apés aquecer por 15
minutos a 90°C para terminar a dissolugéo, o pH foi ajustado para 7,4 com HCl ¢ o
volume completado para 5 ml.

A solugao teste continha 50 pl da enzima (260 pg), 50 pl de CaCl2 20 mM, 400 pi
do tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 e 500 ul de caseina a 1%. No controle a enzima foi

substituida por PBS.
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Ap6s incubar por 80 minuto a 37°C a reagdo foi interrompida,adicionando -

se 3,0 ml de TCA ( 4cido tricloroacético) a 16% (v/v) sobre 1 ml da mistura de
incubagdo. Esta solugéo foi aquecida em banho maria a 100 °C, por 5min e resfriada em
agua corrente e centrifugada a 10.000 rpm. A absorbancia do Sobrenadante foi lida a
280 nm.

Por deﬁnigéo, uma unidade de atividade proteolitica corresponde a um acréscimo
de 0,001 de absorbancia em 280 nm por minuto de digestso da caseina, nas condigdes

acima especificadas.
3.5.4. Atividade Coagulante:

Amostras de 20 ug do veneno bruto ou fragdes foram dissolvidas em 1 ml de
tampao NH4HCO3 0,05 M pH 7,4, 10 ul desta solugao foram incubados com 0,1 ml do
plasma humano a 37°C.

- O aparecimento da rede de fibrina era o indicativo da atividade coagulante. O
tempo de coagulagdo foi medido e comparado com um controle, onde a amostra era

substituida por solugdo de NaCl 0,9%.
3.5.5. Atividade Anticoagulante:

Esta atividade foi realizada segundo ALVARADO (1988) com algumas
modificagées. Cem (100) pl do plasma humano foram incubados por 10 minuto com 20

Mg do veneno bruto ou frages a 37°C. Apés 10 minutos de incubagao, foi acrescentado

a cada tubo 20 pl de CaCl, 0,25 M. O tempo de recalcificagio do plasma foi medido pela

formagéo da rede de fribina.

3.5.6. Atividade Hemorragica:
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Esta técnica foi realizada segundo NIKAI et al. (1984).

Cerca de 20 pg do veneno bruto ou fragées foram dissolvidos em solugéo salina
(NaCl 0,9 %), em um volume de 0,1 ml e aplicados subcutaneamente no dorso de
camundongos, ligeiramente anestesiados com éter. Apés 5 horas de inoculagéo, os
animais eram sacrificados, as peles removidas e a presenga de halos hemorragicos era

indicativo desta atividade.
3.6. Estimativa do Peso Molecular das fragées por PAGE -SDS:

Para estimativa dos pesos moleculares das frag8es foram realizadas eletroforeses
em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes na presenga de SDS (dodecil
sulfato de sédio), para o segundo e terceiro fracionamento.

As placas de vidro para preparagéo dos géis mediam 10,5 cm de largura, 12cm

ou 10 cm de comprimento e 0,3 cm de espessura
3.6.1 Preparagao dos géis:

Trés espagadores de teflon em forma de fitas foram utilizados para formar entre
as placas um espaco retangular de aproximadahente 1,0 mm de espessura. As placas
foram imobilizadas verticalmente com auxilio de pingas metalicas, formando assim uma
camara que era preenchida com a solugéo do gel.

Na preparagéo dos géis utilizaram -se as seguintes solugdes:

Gel de empilhamento a § % em acrilamida
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Solugdes estoques Quantidade utilizada (ui)
Tris-HCI2 M pH 6,8 250,0

EDTA 200 Mm 40,0
Acrilamida:bis (30: 0,8) 650,0

Agua desionizada 2.000,0

TEMED 5,0
Persulfato de amonio (10 %) 35,0

Gel de Separagdo a 12 % em acrilamida.

Solugdes estoques Quantidade utilizada (ul)
Tris-HCI2 M pH 8.8 1.170,0

EDTA 200 mM 62,5
Acrilamida:bis (30:0.8) 2.500,0

Agua desionizada 2.432,0

TEMED 7,5
Persulfato de aménio (10 %) 37,5

Terminada a polimerizago, as pingas e o espacador inferior foram retirados, a placa
foi colocada em uma cuba de acrilico e conectada aos eletrodos.

A solugao de trizma base 0,1 M, EDTA 7,8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0,3 M (piv)
pH 8.3 foi utilizada como tampao para o catodo e a mesma solugaio, porém sem glicina,

foi utilizada para anodo.
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As amostras contendo cerca de 30 ug de proteina foram dissolvidas em 100 ul do

tampao STOP( Tris - HCI, pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6mM, uma pitada de Azul de
Bromofenol e Glicerol, 27%) e 10 ul de p- mercaptoetanol, aquecidas por 2 minutos, e
aplicadas aos pogos do gel.

A eletroforese foi conduzida a 20 mA por aproximadamente 100 minutos. Os
marcadores de peso molecular utilizados foram Calmodulina ( PM 16.700); Anidrase
Carbénica ( PM 28.000); Ovoalbumina (PM 45.000); Albumina bovina ( PM 66.000 );
Fosforilase B ( PM 97.000); g galactosidase ( PM 116.000) e Miosina ( PM 205.000).

Apos a eletroforese, os géis foram corados por aproximadamente 10 min com
Comassie Brilliant Blue G 250 0,1 % (p/v) em agua - metanol - acido acético (40:50:10
Viv) e 0 excesso desta solugdo corante foi retirado com agua - etanol - acido acético (
60:30:10: v/v ). Em seguida, os géis foram secos em papel celofone previamente
umedecido com agua destilada e fotografados, utilizando um polaroid, com filtro laranja e

tempo de exposigao de 1/30 de segundeo.
3.7. Critérios de Pureza:
Para critérios de pureza foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida
(PAGE) sem agentes desnaturantes.
Foram feitos dois tipos de géis, um para para proteinas éacidas e outro para
proteinas basicas.

3.7.1 PAGE nao desnaturante para proteinas acidas

Para a preparagdo destes géis foram utilizadas as seguintes solugdes:

Gel de Empilhamento a 5.0 % em acrilamida.
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Solugdes estoques Quantidade utilizada (ul)
Agua desionizada 4.120,0
Acrilamida:bis (30:0.8) 980,0

Tris-HCI 1,5 M pH 6.8 800,0
TEMED 100,0
Persulfato de aménio (10 %) 4,0

Gel de Separagao a 12% em acrilamida.

Solugdes estoques Quantidade utilizada (ul)
Agua desionizada 7.200,0
Acrilamida:bis (30:0.8) 6.400,0

Tris-HCI 1,5 M pH 8.8 2.130,0

TEMED 10,0
Persulfato de aménio (10 % ) 260,0

A solug@o do eletrodo era contituida de Tris - glicina pH 8.3 0,05 M de Tris e
0,038 M de glicina, tanto para o catodo como para o 4nodo.

As amostras contendo cerca de 30 ug eram dissolvidas em tampao Tris -HCI
0,1M pH 8.8, contendo glicerol a 10 % e azul de Bromofenol a 0,1 %.

O procedimento dos passos da eletroforese seguem as condi¢des citadas no

item 3.6
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3.7.2 PAGE nao desnatuarante para proteinas basicas

Esta eletroforese segue a técnica descrita por Reisfeld (1962), com as seguintes
modificagbes:

Gel de Empilhamento a 2,5 % em acrilamida.

Solugdes estoques Quantidade utilizada (ul)
Agua desionizada 4.000,0

Acetato de potassio 1 N pH 6.8 800,0
Acrilamida:bis (1: 0,25) 1.600,0

TEMED 7,0

Persulfato de aménio (20 mg/ 2 ml de H,0) 1.750,0

Gel de Separagéo a 15 % em acrilamida.

Solugdes estoques Quantidade utilizada ( i)
Agua desionizada 7.500,0
Acetato de Potassio 1 N pH 4.3 1.500,0
Acrilamida : bis (30:0.2) 3.000,0
TEMED 90,0
Persulfato de aménio (20 mg / 2mi de H20) 558,0

A solugdo do eletrodo era constituida de B alanina e &cido acético pH 4,3, 0,35M,
sendo diluida 10 vezes no momento do uso.

As amostras contendo cerca de 30 ug de proteina, eram dissolvidas em 50 Ml de
agua desionizada, e 10 ul de glicerol, completando - se o volume para 100 pl com agua

desionizada. A fucsina basica foi utilizada como indicador.
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O procedimento para a corrida eletroforética, coloragdo e secagem e posteriores

passos, seguiram como descrito no item 3.6.
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4. Resultados

4.1 Fracionamento do veneno de B. neuwiedi pauloensis:

4.1.1 Filtragao em gel de Sephadex G-75:

A primeira etapa do fracionamento compreendeu a filtragdo do veneno bruto em
gel de Sephadex G-75 em tampao formato de aménio 0,05 M pH 3,5, realizada como
descrito no item 3.2. O perfil assim obtido é mostrado na fig 1. O veneno total foi
resolvido em trés picos de absorbancia a 280 nm, designados de N1, N2 e N3. As

fragSes correspondentes a cada pico foram reunidas em “pools” e depois liofilizadas.

4.1.2 Filtragao em gel de Sephacryl $-200.

Os dois ultimos fracionamentos compreenderam a filtracdo do veneno bruto em
gel de Sephacryl $-200 em tampao bicarbonato de aménio 0,05 M pH 7,4 conforme
descrito no item 3.3. Os perfis cromatograficos s3o mostrados nas figuras 2 e 3.

O veneno total foi resolvido em trés picos de absorbancia a 280 nm (N1, N2 e N3)

e em quatro picos no ultimo fracionamento, sendo designados de N1, N2, N3 e N4.
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Fig. 2: Filtragao em gel de Sephacry S-200 de 9,36 mg do veneno bruto de B. neuwiedi
- pauloensis em tampao NH,HCO3 0,05 M pH 7 4.

Condigdes: coluna : 50,0 em x 2,0 cm de dimensbes.

fluxo : 30 mi/h; temperatura ambiente; 3mi/ftubo.
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Fig. 3: Filtrag&o em gel de Sephacryl $-200 de 23,04 mg do veneno bruto em tampao
NH4HCO3 0,05 M pH 7.4,
Condigdes: coluna : 50,0 cm x 2,0 cm de dimens&es,

fluxo: 56 ml/h; temperatura ambiente, 3mi/tubo.
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4.2 Determinacao Quantitativa de Proteinas:

Pelo método do microbiureto, foi construida uma reta padrao com a soroalbumina
bovina, sendo possivel determinar as concentragdes do veneno bruto e fragdes a cada
fracionamento, por interpolagdo dos valores nesta reta, obtendo-se assim o valor
correspondente a concentragdo de cada amostra.

A figura 4 mostra a reta padrao obtida com a soroalbumina bovina.

O método do microbiureto apresentou linearidade compreendida entre 0,1 e 1,5
mg de proteina, observada na reta padréo obtida com soroalbumina bovin, cuja equagéao
é a seguinte: | Proteina | = 1,25 x A A, onde | Proteina | = mg de proteina, contida em 2,0

mi de solugéo a serem dosadas.

4.3 Determinagdo das atividades enzimaticas e efeitos biolégicos:

Para o primeiro fracionamento foi realizada somente a atividade fosfolipasica e
esta ficou evidenciada entre os picos N2 e N3 (fig. 1).

A atividade coagulante foi evidenciada somente nas fragdées N1 e N2, para os dois
ultimos fracionamentos.

A atividade fosfolipasica foi detectada no segundo fracionamento, entre os picos
N2 e N3 (fig.2). No terceiro fracionamento esta ficou melhor caracterizada, tendo seu
valor maximo no pico N3 (fig. 3).

A atividade anticoagulante nao foi encontrada em nenhuma das fragbes, de
acordo com as condigdes utilizadas.

A atividade hemorragica foi detectada principalmente na fragdo N1, para ambos
fracionamentos (fig.5-b). Esta fragéio provoca intensa hemorragia no local da injegaoc e
pronunciada hemorragia peritoneal. A fragdo N2 apresentou uma pequena atividade

como pode ser evidenciado na figura 3-c.
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Fig.4. Reta padréo para determinagéo quantitativa de proteinas, segundo o métode do
microbiureto. Foi utilizada uma solugdo contendo 1mg/ml de soroalbbumina bovina e os
reagentes utilizados foram: R1- solugao de sulfato de cobre a 0,21% em NaOH 30,4% ¢

R2- solug&o de NaO a 30,0%
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Fig.5: Atividade hemorrdgica do veneno bruto e fragdes obtidas do fracionamento em
Sephacryl 5-200. Aliquotas de 20 ug do veneno brutc e fragdes diluldos em salina,
foram injetadas por via subcutinea no dorso de camundongos anestelados com éter,
sendo sacrificados S horas apos a injeglo:

a- controle,

b- frago N1,

- fragio N2,

d- veneno bruto.

As setas indicam os halos hemorragicos
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A atividade proteolitica foi testada somente no veneno bruto, ndo sendo testada

nas fragdes devido a pequena disponibilidade do substrato (caseina) em alto grau de

pureza.

Na tabela | estdo expressos os rendimentos do segundo e terceiro

fracionamentos.

A atividade hemolitica direta nao foi evidenciada no veneno bruto,

consequentemente, n&o sendo testada nas fragdes.

Tabela I: Rendimento das fragbes obtidas por Cromatografia em gel de Sephacryl S-200.

Proteinas (2° fracion.) Proteinas (3° fracion.)
Amostras mg(totais) % (recup.) mg(totais) % (recup.)
ven. bruto 9,36 100,0 23,04 100,0
N1 432 46,15 10,0 42,7
N2 4,16 44,40 6,4 27,3
N3 0,30 3,21 3,2 13,9
N4 - - 2,9 12,6
total 8,78 93,8 225 97,66

4.4 Critérios de Pureza:
4.4.1 Eletroforese em gel de Poliacrilamida sem agentes desnaturantes.
As quatro fragdes obtidas em gel de Sephacryl $-200 do uitimo fracionamento,

foram analisadas quanto & pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida, sem

agentes desnaturantes, conforme descrito nos itens 3.7.1 e 3.7.2.

Os resultados obtidos nesta etapa sdo mostrados nas figuras 6e 7.
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4.5 Estimativa do Peso Molecular das fragoes por PAGE-SDS.

A eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes, realizada
como descrito no item 3.6, foi utilizada para averiguar o peso molecular de cada
amostra. Como ¢é possivel observar na figura 8 (2°¢ fracionamento), e figura 9 (3¢
fracionamento), as fragbes apresentam varias bandas, principalmente N1, necessitando
serem submetidas a outros fracionamentos. No entanto, pode-se estimar o peso
molecular de certas bandas das fragées por comparaco de suas migragdes com a dos
padres de pesos moleculares. As fragdes N2 e N3 tiveram a maioria de suas bandas
migrando préximas a Calmodulina (PM 16.700) e a Anidrase Carbénica (PM 29.000)
respectivamente. J4 a fragdo N1 apresentou o maior numero de bandas préoximos aos

padrées de maiores pesos moleculares.
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Fig.6: Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes para proteinas
acidas. Gel a 12% em acrilamida; tampao Tris-glicina pH 8,3; corrente 25mA,
200V; tempo de corrida 2 horas.

Amostras: 1- Veneno bruto,
2- Fragao N1,
3- Fracao N2,
4- Fragao N3,
5- Fragao N4,
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Fig. 7: Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes para proteinas
basicas. Gel a 15% em acrilamida: tampéo B- alanina pH 4,3; corrente 25mA:
200V; tempo de corrida2 horas.

Amostras: 1- Veneno bruto,
2- Fracéo N1,
3- Fragado N2,
4- Fragéo N3,
5- Frac3o N4.
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Fig. 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes. Gel a 12% em

acrilamida; tampao Tris-HCI pH 8,3; corrente 25 mA, 200V: corrida 2 horas.

Amostras (2° fracion.):
1- Veneno bruto,
2- Fragdo N1,
3- Fragao N2,

4- Padrées de peso molecular.
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Fig. 9 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes. Gel a 12% em
acrilamida; tampéo Tris-HCI pH 8.3; corrente 25mA, 200V, corrida 2 horas.
2- Fragaio N1,
3- Fragao N2,
4- Fragao N3,
5- Fragho N4,
8- Padrées de peso molecular,
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5. Discussao e Conclusdes

Os objetivos deste trabalho foram o fracionamento do veneno bruto de B.
neuwiedi pauloensis (jararaca pintada) e a determinagao das atividades enzimaticas
capazes de provocar alguns dos efeitos causados por envenenamento botrépico, tais
como: hemorragia, coagulagdo ou incoagulabilidade sanguinea, necrose, agio
fosfolipasica, proteolitica, etc.

Assim, quando submetemos o veneno bruto a um fracionamento piloto para se
testar quais as melhores condigdes de cromatografia come o fluxo da coluna, resina
cromatografica, tampao eluente, etc, obtivemos trés picos de absorbancia a 280 nm, os
quais foram designados de N1, N2 e N3. N&o houve Uma separagao satisfatéria entre os
picos N1 e N2 (fig. 1), sendo assim, novas condigbes de fracionamento foram utilizadas.

A resina de filtragdo molecular Sephacryl $-200 passou a ser utilizada para os
dois ultimos fracionamentos. Embora o intuito fosse o de melhorar a resolugdo do
cromatograma, ou seja , separar melhor os picos, houve certa reprodutibilidade do
primeiro para o segundo fracionamento (figuras 1 e 2) e uma melhor definigdo dos picos
no terceiro fracionamento.

O rendimento das fragées foi satisfatorio, cerca de 93,8% para o segundo e

97,66% para o ultimo fracionamento, demosntrando a eficacia das condicées utilizadas.
¢
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Basicamente, os fatores que proporcionaram a  eficiéncia do meétodo

cromatografico foram: a resina Sephacryl $-200, o fluxo estabelecido e a quantidade de
amostra aplicada a coluna.

O veneno bruto mostrou ser bastante hemorragico, sendo que a fracdo N1,
representando cerca de 44,0% da massa total de proteinas, apresentou quase que a
totalidade da atividade hemorragica presente no veneno total, uma vez que N2
apresentou uma atividade menor, e N3 e N4 nao causaram hemorragias.

Do veneno de Bothrops neuwiedi, j& foram isolados dois fatores hemorragicos
NHFa e NHFb, por MANDELABAUM et al. (1984). Estes fatores ou toxinas
hemorragicas s#o proteinas acidas de pl 4,2 - 4,4 e consistem de cadeias polipeptidicas
Unicas, com pesos moleculares de 46.000 e 58.000.

A fragdo N1, correspondeu sempre ao primeiro pico de absorbancia a 280 nm.
Nos dois Gltimos fracionamentos, mostrou na eletroforese em gel de poliacrilamida com
agentes desnaturanntes, ser constituida em sua grande maioria por proteinas de maior
peso molecular entre 30.000 a 66.000 Da, por comparagao de suas migragdes com as
dos padrées de pesos moleculares.

E provavel que a fragdo N1 possua os mesmos fatores hemorragicos ja isolados
por MANDELBAUM et al (1984), uma vez que os pesos moleculares estimados das
bandas de N1 estao proximos aos das toxinas NHFa e NHFb de B. neuwiedi. Mas deve
ser ressaltado que as toxinas hemorragicas ja isoladas, foram purificadas de um pool de
venenos oriundos de varias subespécies, enquanto que neste trabalho, a fragao N1
isolada de B. neuwiedi pauloensis corresponde ao veneno extraido de uma unica
subespécie. A fragdo N1 pode apresentar ou ndo as duas toxinas hemorragicas j4
caracterizadas pela autores citados anteriormente.

A presenga de varias isoformas de proteinas ocorrendo num Unico veneno, é
frequente e bastante descrita na literatura (DURKIN et al., 1981; VIDAL e STOPPANI,
1971). As bases bioquimicas para esta diversidade nao sio ainda conhecidas , mas

multiplas formas de enzimas podem representar diferentes produtos génicos, ou seja ,_
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diferentes sequéncias de aminoacidos, o que poderia resultar em diferencas de PM ¢

carga liquida (TU, 1977; DUBOURDIEU et al 1987)

No presente trabalho as fragses N1 e N2 que contém as toxinas hemorragicas,
também apresentaram atividade Coagulante. A agdo coagulante pode ou n3o estar
relacionada com a atividade hemorragica. Assim, OWNBY et al.(1978) descreveram que
as hemorraginas isoladas do veneno de Crotalus atrox provocam danos capilares e
agregacao plaquetaria, enquanto que OSHAKA, (1978) sugere um efeito inibitério sobre
a agregacéo plaquetaria e formagao de trombos para as hemorraginas presentes no
veneno de Timeressurus flavoviridis. Estes resultados mostram que diferentes
venenos, embora produzindo o mesmo quadro hemorragico, podem variar quanto ao
mecanismo de ag3o.

As toxinas hemorragicas isoladas e descritas na literatura possuem algum tipo de
atividade proteolitica, que promove a destruigdo enzimatica da membrana basal,
especificamente do colageno tipo IV, resultando na abertura de jungdes entre ceélulas
endoteliais. Esta abertura dos poros levaria ao extravazamento de eritrocitos (ISHIDA et
al., 1986).

A atividade proteolitica deveria ser testada nas fragdes, especialmente na fracdo
N1, no entanto, esta atividade foi testada apenas no veneno bruto, devido & insuficiéncia
de reagentes apropriados. O veneno bruto apresentou atividade proteolitica.

Os venenos de serpentes podem causar hemélise in vitro de duas formas : a)
diretamente, isto ¢, sem qualquer adigdo de uma fonte de fosfolipideos, pela agao de um
componente presente nos venenos de serpentes, como as da familia Elapidae, que
hidrolisa diretamente as hemaceas e que foi denominado de "fator litico direto”(
CONDREA et al., 1979), b) indiretamente, isto &, PLA, presentes nos venenos agiriam
sobre fosfolipideos liberando seus produtos (acidos graxos e lisofosfatideos ) que
promoveriam a lise das células vermelhas.

O teste hemolitico direto foi negativo no veneno bruto, em virtude deste resultado,

este ensaio nao foi realizado com as fragdes.
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Das filtragdes realizadas, a atividade PLA, apresentou um pico mais elevado

entre as fragdes N2 e N3 para o segundo fracionamenrto, sendo melhor caracterizada no
ultimo fracionamento, mostrando um pico de alta atividade coincidente com a fracdo N3

e outro menor com N4.

Uma das fontes mais ricas de PLA; na natureza, s&o os venenos de serpentes

pegonhentas. Estas PLA, sao responsaveis pela grande maioria dos efeitos observados

por envenenamento ofidico, podendo causar mionecrose tecidual, edema, agao
coagulante e anticoagulante e at¢ mesmo a morte (GUTIERREZ,1986). Sendo assim, &
de extrema importancia detectar sua Presenca no veneno bruto e diferentes fragées.

Ja foram descritas varias fosfolipases de venenos botrépicos com agao miotéxica.
Nossos estudos prosseguem na tentativa de purificar tais enzimas que podem
apresentar ou nao atividade miotéxica.

Em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes, a fragao N3, que representa
quase a totalidade da atividade PLA, do veneno total ,apresentou trés bandas,
necessitando ser submetida a novos fracionamentos, afim de obtermos as proteinas
isoladas em alto grau de pureza

A fragéo N4 foi a Ultima a ser eluida na cromatografia de peneiramento molecular,
sendo portanto composta pelos menores constituintes do veneno total, também
apresentou um baixissimo rendimento proteico (Tabela I). Estes resultados poderiam
explicar a auséncia de bandas na eletroforese em gel de poliacrilamida (figuras 8 ¢9).

Os estudos realizados até agora permitiram detectar as diferentes atividades
enzimaticas do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis tais como: hemorragica,
proteolitica, coagulante e fosfolipasica. Nossos resultados sobre um fracionamento inicial
deste veneno também foram bastante promissores, mostrando que cada fragéo isolada
contém componentes distintos que sao responsaveis pelos diferentes efeitos observados
com o veneno total. Deste modo, a continuidade dos estudos na purificagdo destes
componentes em alto grau de pureza, podera contribuir substancialmente em diversas

ares do conhecimento, tais como: bioquimica, fisiopatologia e filogenética.
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