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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo purificar a proteina miotdxica
de Bothrops neuwiedi pauloensis e analisa-la quanto a massa molecular,
atividade fosfolipasica e atividade miotoxica. Duas cromatografias foram
realizadas para que pudéssemos encontrar as melhores condigdes para
purificar a miotoxina. Na primeira cromatografia realizada em SP-Sephadex
C-25 em tampéo acetato de amonio 0,05M pH 5.5 foram encontradas onze
fragcdes protéicas (N1 a NI10), estas foram analisadas quanto ao perfil
eletroforético e atividades biologicas. Mas devido a grande quantidade de sal
existente nas amostras nao foi possivel trabalhar com este material. Em uma
segunda cromatografia realizada em CM-Sephadex C-25 em tampao
bicarbonato de amonio 0,05M, pH 8,0, foram encontrados seis picos de
absorbancia a 280nm designados P1 a P6. Estas fragdes foram analisadas,
apresentando um perfil eletroforético satisfatorio. A atividade fosfolipasica foi
encontrada apenas no pico P1. Em géis de poliacrilamida com e sem agentes
desnaturantes a fragdo P35 apresentou banda unica semelhante a fosfolipase
A2. Como nio foi observada atividade fosfolipasica para a fragdo PS5, testou-
se a atividade miotoxica. Estudos histologicos mostraram alteragoes no tecido
muscular estriado esquelético, degeneragdo, necrose celular e grande
quantidade de leucdcitos, caracterizando assim uma inflamagdo ocasionada
por esta proteina. Com estes resultados pode-se afirmar que a fragdo P5 € uma
proteina miotdéxica de carater basico, com peso molecular de
aproximadamente 15 kDa e que ndo apresenta atividade fosfolipase A2 sobre

substrato artificial..

Palavras chaves: Miotoxina, fosfolipase A2, Pegonha de serpente, Bothrops

neuwiedi pauloensis, estudo histologico.



1 - INTRODUCAO

Na fauna brasileira existem nove familias de serpentes, dentre as quais somente duas
sao consideradas peconhentas e responsaveis pela quase totalidade dos acidentes: Elapidae
e Viperidae (Klemmer, 1963).

A familia Viperidae no Brasil compreende as principais serpentes peconhentas
representadas pelos géneros: Borhrops (jararaca, jararacussu, moojeni, etc), Crofalus

(cascavéis) e Lachesis (surucucu).

As serpentes do género Bothrops sao encontradas em todo territorio nacional, sendo
responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos (Rosenfeld, 1971; Ferreira, 1992; Ribeiro,
et al, 1993). Os componentes dos venenos sdo carboidratos, lipideos, metais, peptideos,
diversos ions e mais de 90% de seu peso seco € constituido por proteinas compreendendo
grande variedade de enzimas, toxinas nido enzimaticas e proteinas ndo toxicas (Bieber,
1979). Os principais componentes das pegonhas que tem sido relacionado com o

envenenamento botropico sdo: fosfolipases, miotoxinas, fatores coagulantes,

anticoagulantes, proteases e hemorraginas.

Em 1787 Fontana, como citado por Weiss ef al. (1969) foi, provavelmente, o primeiro a
mostrar que muitos venenos de serpentes possuem habilidade de coagular o sangue humano
e animal “in vitro”. Eagle (1937) fez um extenso estudo e mostrou que muitos venenos da

familia Crotalidae coagulavam o plasma citratado de cavalo indicando que a coagulagdo



ndo era devida a conversao de protrombrina em trombina, pois esta reagdo necessitava de
; 2- . s
ions Ca”'. Posteriormente estes ¢ outros estudos mostraram que esta habilidade de coagular

o sangue era devida a acdo direta do veneno sobre o fibrinogénio.

O estudo do mecanismo de coagulagdo com o veneno bruto é extremamente complicado
devido a sua natureza heterogénea e o comportamento antagbnico dos diferentes

componentes.

Denson (1969) classificou as diferentes atividades coagulantes dos venenos em um
sistema continuo de enzimas semelhante ao sistema em cascata proposto para a coagulagio
sanguiinea. Estas toxinas, no entanto, embora sejam enzimas proteoliticas, apresentam
diferentes especificidades cataliticas (Iwanaga e Suzuki, 1979; Seegers e Ouyang, 1979;
Kornalik, 1990).

Destaca-se ai a agdo das toxinas coagulantes conhecidas como “thrombin-like” que sio
serinoproteases com agao semelhante a trombina, causando a formagdo do coagulo de

fibrina por atuarem na fase final do processo de coagulagdo do sangue.

A atividade “thrombin-like” foi detectada na maioria dos venenos Viperidae, ndo sendo
encontrada nos venenos Elapidae e Hydrophiidae, com exce¢do de algumas Elapidae

australianas (Eagle, 1937; Denson ef al., 1971).

No Brasil, os estudos tém sido realizados principalmente com as pegonhas das serpentes

dos géneros Bothrops e Crotalus.

Diversas enzimas “thrombin-like” ja foram isoladas e caracterizadas, destacando-se a
enzima coagulante de B. afrox e subespécies, designada batroxobina (Stocker e Barlow,
1976) por sua grande utilizagdo como agente desfibrinogenante, comercializada pela

Pentapharm Ltda na Europa e Asia desde 1954 (Seegers e Ouyang, 1979).

Estas enzimas que possuem atividade tipo trombina apresentam a capacidade de atuar
sobre a molécula de fibrinogénio encontrada no plasma, transformando-a diretamente em

fibrina (Seegers e Ouyang, 1979).



Mais recentemente, Andrido-Escarso (1996) isolou e caracterizou quimicamente um

fator coagulante do veneno de Bothrops jararacussu.

As proteases presentes no veneno também sao responsaveis por um dos mais sérios
efeitos da picada das serpentes das familias Crotalidae e Viperidae, que é a hemorragia. Um
grande nimero de metaloproteases tem sido isolado de diferentes venenos e caracterizado
como hemorraginas. As metaloproteases destas peconhas podem ser classificadas em dois
tipos, conforme a especificidade ao substrato: enzimas de alta especificidade ao substrato e
que induzem hemorragia quando injetadas em animais (Mandelbaum e7 al., 1982) e
enzimas com ampla especificidade de substrato que ndo induzem hemorragia (Assakura er
al., 1985).

A atividade hemorragica das serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus da Argentina
foi estudada juntamente com as alteragdes histologicas causadas em camundongos. Foi
encontradas maior atividade hemorragica para o veneno de Bothrops neuwiedi diporus,

seguido por Bothrops jararacussu, Bothrops alternatus e Bothrops jararaca.

Do veneno de Bothrops neuwiedi do Brasil ja foram isolados dois fatores hemorragicos
denominados NHFa e NHFb. Sdo proteinas acidas de pl. 4,2 e 4,3 e contém uma unica
cadeia polipeptidica de peso molecular de 46.000 e 58.000, respectivamente (Mandelbaum
et al., 1984). Estas toxinas sdo altamente hemorragicas e apresentam dose minima

hemorragica de 4.8 ng para NHFa e 0.2 ng para NHFb (Mandelbaum ef a/, 1985).

Muitos fatores hemorragicos também ja foram isolados e caracterizados, tais como
BH1, BH2 e BH3 que sdo proteinas com peso molecular de 64.000, 26.000 e 55.000,
respectivamente de B. asper (Borkow et al., 1993) e a protease A de B. moojeni com peso
molecular de 20.400 (Assakura ef al., 1985).

Ao mesmo tempo, grande parte da a¢do toxica destas peconhas ¢ atribuida a um grupo
de enzimas, as fosfolipases A2 (PLA2). Estas enzimas estdo largamente distribuidas na
natureza e sdo encontradas em ambos os meios intra e extracelular. Ex: répteis, mamiferos,

insetos.



Estas enzimas sdo proteinas compactas de aproximadamente 14 kDa e estdo presentes
em grande concentragdo em secregdes glandulares como a pancreatica e venenos de

abelhas, serpentes e escorpides.

Nos venenos de serpentes, as fosfolipases sdo capazes de induzir varios efeitos
biolégicos como: neurotoxicidade pré/pos sinaptica, cardiotoxicidade, miotoxicidade,

edema, hemolise, anticoagulagdo, convulsdo e hipotensdo (Kini e Evans, 1989).

Durante os ultimos anos, tem crescido o interesse no estudo dos componentes do
veneno que s3o responsaveis pela mionecrose e seu modo de agdo. Como resultado algumas
miotoxinas de venenos botropicos foram isoladas e caracterizadas e muitos progressos tém
sido feito para entender o mecanismo de agdo e patogénese da mionecrose (Gutierrez e
Lomonte, 1995).

A mionecrose ¢ um dos principais efeitos locais, causado pelo envenenamento
botropico e atribuido a um grupo de toxinas designadas miotoxinas, que geralmente sdo
fosfolipases A2 basicas, com ponto isoelétrico variando entre 7.0 e 10.0, que podem ou ndo
apresentar atividade catalitica sobre substratos artificiais como a gema de ovo (Homsi-
Brandeburgo e al., 1988).

Este efeito pode ser devido a agdo direta de miotoxinas sobre a membrana plasmatica de
células musculares ou por uma agdo indireta, causada por hemorraginas, que provocariam
danos vasculares, levando a deplegdo do sangue, induzindo isquemia e consequiientemente a
morte celular. Em ambos os casos as miofibrilas sdo drasticamente afetadas como uma

conseqiiéncia da a¢do do veneno (Mebs e Ownby, 1985).

Miotoxina € o termo usado para definir um componente capaz de causar danos no
musculo esquelético e degeneragdo. A degeneracdo muscular envolve a quebra da
arquitetura normal das fibras musculares, o arranjo do material contratil em sarcomeros €

desfeito e ocorre a desintegragdo de miofibrilas em miofilamentos (Harris, 1995).

Mebs (1985) listou quinze fosfolipases miotoxicas com habilidade de causar danos no
musculo esquelético. Os efeitos caracteristicos das PLA2 miotoxicas, segundo Harris

(1991) sdo: (a) O-1h: edema confinado ao espago extravascular; (b) 1-3h: degeneragdo e



hipercontragdo das miofibrilas e acumulo de fagocitos na luz dos vasos sanguineos e no
espago perivascular; (¢) 3-6h: invasdo das fibras musculares necrosadas pelas ceélulas
fagociticas, colapso do potencial das fibras musculares e ruptura da membrana
sarcoplasmatica; (d) 6-24h: degeneragdo total das fibras musculares individuais. Estas
enzimas podem destruir os terminais nervo-motores dos musculos, mas nao interferem com

as arteriolas, capilares, vénulas ou nervos intramusculares.

O isolamento de miotoxinas de venenos botrépicos no Brasil teve inicio no final da
década de 80, com o trabalho de Homsi-Brandeburgo er al. (1988) que isolaram duas
miotoxinas da pegonha de B. jararacussu denominadas BthTx I , a qual nd3o possui

atividade fosfolipasica A2 e BthTx Il com atividade fosfolipasica residual.

Atualmente sio conhecidas diversas miotoxinas de pegonhas botropicas tais como
piratoxinas 1 e II de B. pirajai (Mancuso et al., 1995) e duas miotoxinas do veneno de 5.

moojeni (Soares et al., 1998).

No Triangulo Mineiro, na regido de Uberlandia, os acidentes ofidicos causados por
serpentes botropicas sio devidos principalmente as serpentes B. moojeni e B. neuwiedi

(Nishioka e Silveira., 1992).

O género Bothrops compreende vinte espécies. A espécie B. neuwiedi conhecida por
jararaca pintada ou boca de sapo foi descrita por Amaral (1925), segundo Peters e Orejas
Miranda (1970) ¢ sc divide em doze subespécies que habitam preferencialmente areas secas

e tem larga distribui¢do no Sudeste do Brasil.

Recentemente, Rodrigues ef al. (1998) mostraram num elegante trabalho a variabilidade
na composi¢do de miotoxinas quando a pegonha havia sido coletada de exemplares de 5.

neuwiedi pauloensis do estado de Minas Gerais (BnMG) e do estado de Sdo Paulo (BnSP).

A relagio estrutura e fungio de diversas miotoxinas homologas a PLA2 de venenos de
serpentes botropicas tem sido amplamente pesquisadas. Na tentativa de elucidar o
mecanismo de agdo destas enzimas multifuncionais, varias metodologias tem sido
largamente empregadas como modificagdes quimicas em aminoacidos, estudo de liga¢ao

com inibidores e substratos naturais e artificiais.



2 - OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi purificar a proteina miotoxica do veneno de Bothrops
neuwiedi pauloensis e caracteriza-la bioquimicamente quanto & massa molecular, grau de
pureza e atividade fosfolipasica. Avaliar a atividade biologica desta toxina sobre o tecido

muscular estriado esquelético utilizando a microscopia de luz.



3 - MATERIAL

3.1 - Obtencio da peconha de Bothrops neuwiedi pailoensis.

As peconhas usadas neste trabalho foram extraidas de serpentes capturadas e mantidas
em cativeiro, na regido de Uberlandia, pela Pentapharm do Brasil e cedidas pela Prof* Vera
Brites do Instituto de Biologia. Apos dessecar a vacuo, os cristais foram conservados a —
20°C.

3.2 - Materiais para cromatografia, eletroforese, dosagem protéica, atividade

enzim:itica, atividade coagulante.
SP-Sephadex C-25 e CM-Sephadex C-25 (Amersham Pharmacia Biotech).

Acrilamida, Bis-Acrilamida, Temed, SDS, Coomassie Brilliant Blue R250, EDTA,
Soroalbumina Bovina, Azul de Bromofenol, Beta-Mercaptoetanol, Persulfato de Amonio e
Desoxicolato de Sodio. Padroes para determinagdo dos pesos moleculares: 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 20.000), Alfa-Lactoalbumina (PM 14.200), foram
adquiridos da Sigma Chem. Co.



Plasma Bovino foi doado gentilmente pelo Hospital de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia-UFU.

3.3 ~Animais.

Foram utilizados 5 camundongos machos Swiss cedidos pela Pentapharm e mantidos no

Laboratorio de Bioquimica da UFU.

Os demais reagentes usados neste trabalho eram de grau analitico.



4 - METODOS

4.1 - Determinacio da Quantidade de Proteinas

As dosagens de proteinas em solugdo contendo de 0,1 a 2,0 mg de proteinas/ml foram
realizadas pelo método do microbiureto segundo Itzhaki e Gill, 1964, como descrito a
seguir. Foram pesados 2 mg da pegonha bruta liofilizada, diluidos em 500ul de salina e
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 26°C. Do sobrenadante foram retirados 100ul
para dosagem. Essa amostra recebeu 1900ul de agua desionizada, foi levada ao
espectrofotdmetro e lida a uma absorbancia de 280nm. Apoés, essa amostra foi dividida em
dois tubos de ensaio, sendo que um deles recebeu 1ml da solugdo contendo a pegonha
bruta, Iml de agua e 1 ml de reagente R1 (solugdo a 0,21% de CuSO, . 5 H,O dissolvidos
em NaOH 30.4%) e o outro recebeu 1 ml da solugdo de pegonha bruta, 1 ml de agua e 1 ml
de reagente R2 (solugdo de NaOH a 30%). Essas duas amostras foram levadas ao
espectrofotdmetro para se fazer a leitura a uma absorbancia de 310nm contra dois brancos
que ndo continham a solugdo de pegonha bruta. Apos a dosagem, o material restante foi
separado em aliquotas de100 e 200 g que posteriormente foram liofilizadas e armazenadas

a — 20°C para novos ensaios.
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4.2 - Estudo da termoestabilidade da peconha bruta de Bothrops neuwiedi

paiiloensis.
4.2.1 - Preparaciio das amostras para estudo de estabilidade.

Amostras da pegonha contendo 100 ou 200 pg de proteinas foram dissolvidas em
tampdo formato de aménio pH 3.5 ou em éagua desionizada pH 7.0, divididas em duas
aliquotas cada e uma delas submetida a 100°C por dois minutos. Apés esse procedimento

fez-se a centrifugacao do material e o sobrenadante foi utilizado para ensaios posteriores.
4.2.2 - Fletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes.

As eletroforeses foram realizadas segundo o método de Laemmli (1970) utilizando-se
geis de poliacrilamida com agentes desnaturantes na presenc¢a de SDS ( dodecil sulfato de
sodio). Dois espagadores em forma de fita sdo utilizados para formar entre as placas um
espago retangular de aproximadamente 0,2mm de espessura, as placas de vidro utilizadas
na preparagdo dos géis medem aproximadamente 10 cm de largura, 10,5 cm de
comprimento e 0,1 cm de espessura. Com o auxilio de um suporte de montagem, as placas
foram imobilizadas verticalmente, formando assim uma cdmara que foi preenchida com a

solugdo do gel. Na preparagdo do gel a 16% utilizaram-se as seguintes solucdes:

Solu¢des de Estoque Gel de Separacio Gel de Empilhamento
Tris-HCI ZM pH 8.8 L170ul e
Tris-HCI 2M pH 6.8 - 250pl
EDTA 200mM 63ul 40ul
Acrilamida:Bis(30:0.8) 3320ul 650ul
Agua Desionizada 1550l 2960ul
Temed 7.5u Sl
Persulfato de aménio 10% 37.5ul 35ul
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Terminada a polimeriza¢do, a placa foi colocada em uma cuba de acrilico e conectada
aos eletrodos. A eletroforese foi conduzida a 20mA de corrente, por aproximadamente 80

minutos. Foram utilizados marcadores de peso molecular citado no item 3.2.

A solugo de trizma base 0,1M, EDTA 7.8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0,3% pH 8.3 foi

utilizada como tampao para o catodo e a mesma solugdo porém sem glicina para o anodo.

As amostras preparadas como descrito no item 4.2.1 e contendo cerca de 200ug de
proteinas foram dissolvidas em 100ul do tampdo STOP (Tris-HCl 187mM pH 6.8, SDS
6%, EDTA 6mM, Azul de Bromofenol 1% e glicerol 27%) e 10ul de beta-mercaptoetanol,

aquecidas por 2 minutos a 100°C e 15ul desta solugdo foi aplicada aos pogos do gel.

Apos a eletroforese, o gel foi retirado da placa e colocado em uma solugao fixadora
(Metanol 50%, Acido acético 10% e agua desionizada) por 5 minutos. Em seguida foi
retirado desta solugdo e colocado em uma solugdo corante contendo Coomassie Brilliant
Blue R250 a 2,5% e deixado cerca de 10 minutos. Apos este procedimento retirou-se do
corante e colocou-se em uma solugdo descorante (acido acético 10%, etanol 30% e agua

desionizada).

Em seguida os géis foram prensados entre duas folhas de papel celofane poroso, em
bastidores fixados por garras e deixados a temperatura ambiente por aproximadamente 2 a

3 dias para secagem. Apos a secagem dos géis estes foram analisados e fotografados.
4.3 - Ensaios Biologicos.
4.3.1 - Atividade Fosfolipasica.

Foi determinado por titulagdo potenciométrica segundo o método descrito por De Haas
et al. (1968). Como substrato foi utilizada uma emulsdo aquosa de gema de ovo (uma gema
em 50 ml de agua desionizada) em presenga de desoxicolato de sodio e cloreto de calcio,
como segue: 15 ml da emulsdo aquosa de gema de ovo, 10 ml de desoxicolato de sodio a
0,03M, 1 ml de cloreto de calcio a 0,6M e o volume foi completado para 100 ml com agua

desionizada.



Para cada ensaio foram utilizados 10 ml desta solu¢do de trabalho ¢ 10ug de proteinas

dosadas e preparadas como descrito no item 4.2 1.

A liberagao enzimatica de acidos graxos foi titulada com NaOH a 0,1208N. O resultado
final da atividade foi calculado em peq/mg/min de base consumida. Por definicio 1
unidade de atividade especifica PLA2. corresponde ao consumo de 1 microequivalente de

base por mg de proteinas em um minuto.
4.3.2 - Atividade Hemorrigica.

Esta técnica foi realizada segundo Nikai ez al. (1984). Aliquotas contendo 50 ug de
proteina da pegonha bruta foram diluidas em solugéo salina (NaCl 0,9%) em um volume
final de 50ul de solugdo, tratadas ou ndo a 100°C em pH 7.0 por 5 minutos e aplicadas
intradermicamente no dorso de camundongos, ligeiramente anestesiados com éter. Apos
trés horas de inoculagdo, os animais foram sacrificados, as peles do dorso removidas. As

presencas de halos hemorragicas na superficie internas da pele indicam a atividade positiva.
4.3.3 - Atividade Coagulante.

Amostras tratadas ou nio a 100°C por 5 minutos e contendo cerca de 10ug de proteinas
foram diluidas para um volume final de 10ul em salina (NaCl 0,9%) e aplicadas em 200ul

de plasma bovino previamente incubados em banho-maria a 37°C.

A atividade € caracterizada pelo imediato aparecimento da rede de fibrina em

comparag¢do com tempo de coagulagio do controle (NaCl 0,9% e CaCl, 0.6M).

4.4 - Fracionamento em SP-Sephadex C-25 das toxinas termoestiveis da peconha

bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis.
4.4.1 - Preparaciio da Resina.

A resina SP-Sephadex C-25 foi, inicialmente, lavada em 0.5 ml de solu¢io de NaOH
0,IN, em funil de placa sinterizada sob pressdo reduzida e depois, exaustivamente. lavada

com agua destilada e desionizada até o pH atingir a neutralidade. O mesmo processo foi



repetido utilizando-se, no entanto, HCI 0,1N. Apés este tratamento a resina foi suspensa em

tampao acetato de amonio 0,05M pH 5.5 e deaerada.

Uma coluna de 54 x 1.2 cm de dimensdes foi preenchida com o gel assim preparado e

lavada com o mesmo tamp@o até o equilibrio do pH e da forga ionica.

Apos o uso a resina foi reciclada como descrito acima e armazenada a 4°C na presenga

de solugdo de azida sédica a 0,02%.
4.4.2 - Preparaciio e Aplicaciio da Amostra.

Cerca de 100mg da pegonha bruta foram ressuspensas em 2.0 ml de tampdo acetato de
aménio 0,05M pH 5,5 e centrifugados a baixa rotagdo (6.500 rpm) por 10 minutos. A
solu¢do sobrenadante foi submetida ao aquecimento por 5 minutos a 100°C e centrifugadas
novamente. Desta solucdo foram retirados 200ul para dosagem de proteinas e testes

enzimaticos. O restante foi aplicado a coluna.

A eluigio foi realizada a temperatura ambiente tendo inicio com o tampao de equilibrio
(acetato de aménio 0,05M pH 5,5) contido em um funil de separagdo situado a um nivel
superior e ligado a um kitassato, contendo 125ml deste tampdo inicial sob agitagao

constante e diretamente ligado a coluna.

Posteriormente, o tamp3o do funil foi trocado por um tampdao acetato de aménio 0.05M
pH5.5 contendo NaCl 1.0M e iniciando assim um gradiente convexo de concentragao

molar.

Foram coletadas fragdes de 3ml/tubo num fluxo de 20ml/hora, em um coletor de fragdes
da Gilson., A absorbancia de cada fracdo coletada foi lida em 280nm, num
espectrofotometro da SPEKOL, o grafico tragado e os pools delimitados. Essas fragdes

foram reunidas, liofilizadas e armazenadas para ensaios posteriores.

4.5 - Fracionamento da Peconha Bruta por Cromatografias de Troca de Ionica.
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4.5.1 - Cromatografia em SP-Sephadex C-23.

A resina foi reciclada e empacotada como descrito no item 4.4.1. Neste fracionamento,
170mg de pegonha foram preparadas e aplicadas exatamente cOmo descrito no item 4.4.2,

porém sem tratar a amostra a 100°C por 5 minutos.
4.5.2 - Cromatografia em CM-Sepahadex C-25.

A resina foi reciclada e empacotada segundo instrugdes do fabricante. Neste
fracionamento 250 mg de pegonha foram dissolvidos em 1.5 ml de tamp@o bicarbonato de
amonio 0,05M pH 8.0 e centrifugados a baixa rotagdo (6.500 rpm) por 10 minutos. Da
solugdo sobrenadante foram retirados 200ul para ensaios posteriores e o restante aplicado a

coluna. O gradiente foi realizado usando o tampao bicarbonato de amonio 0,5M pH 8.,0.
4.6 - Critérios de Pureza.

Foram realizadas eletroforeses para proteinas acidas e basicas para analise de pureza

das fragdes obtidas nas cromatografias de troca idnica.
4.6.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) para Proteinas Bisicas.

Esta eletroforese segue a técnica descrita por Reisfeld (1962), com poucas

modificagdes.

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

Solugdes Estoques Volume (pl)
Solugdo A 775
Solugdo C 2100
Agua Desionizada 3375
Temed 20
Persulfato de aménio (10%) 50
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A solugdo A é composta de KOH IN (2,85g de KOH em 50ml de agua), sendo que
48ml dessa solugio teve seu pH acertado para 4,5 com acido acético glacial; em seguida,

completou-se o volume da solugao para 100ml com agua desionizada.

A solugéo C foi preparada com 30g de acrilamida e 0,2g de bis-acrilamida, dissolvidos

em agua desionizada para 100ml de solugdo.

A solucio do eletrodo era constituida de [J-alanina e acido acético 0,35M pH 4.3

(solugdo estoque), sendo diluida 10 vezes no momento do uso.

As amostras contendo cerca de 100ug de proteinas, foram dissolvidas em 50ul do
tampdo do eletrodo e 5pl de glicerol. A fucsina basica foi utilizada como marcador de

migragio. As demais etapas foram realizadas como descrito no item 4.2.2.
4.6.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) para Proteinas Acidas.

Esta eletroforese surgiu da técnica descrita por Laemmli (1970) e Davis (1964), com

algumas modificagdes.

Na preparagdo dos géis a 10% utilizou-se as seguintes solugdes:

Solucdes Estoque Volume (pul)
Tris-HCI 2M pH 8.8 1170
EDTA 200mM 63
Acrilamida-Bis (30:0.8) 2070
Agua Desionizada 2800
Temed 7.5
Persulfato de Amonio (10%) 38
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A solugdo do eletrodo era constituida por Tris-glicina (Tris 10mM e glicina 77mM pH

8.3) diluida 10 vezes, tanto para o catodo quanto para o anodo.

As amostras contendo cerca de 100ug de proteinas foram dissolvidas em 50pl do
tampao do eletrodo ja diluido e 5ul de glicerol. O azul de bromofenol foi utilizado como

marcador de migragao. Os demais procedimentos foram realizados como descrito no item
422

4.7 —-Microscopia de Luz.

4.7.1 — Estudo histolégico do miisculo gastrocnemius sob a acdo da peconha bruta

e fracio

Trés animais experimentais ¢ dois animais controles receberam injegdes
intramusculares na regiio do musculo gastrocnemius direito de 50pg (em 50pul de salina) da
pegonha bruta ou fragdo (P5) e apenas 50ul de salina respectivamente. Apos 24 horas de
inoculagdo os animais foram anestesiados profundamente com éter e sacrificados. Os
fragmentos do musculo gastrocnemius direito foram retirados e fixados em mistura de
etanol 95%, formol 30%, acido acético glacial e d4gua na proporgio de 3:1:1:5 em volume
durante 24 horas (Finn e Mclaren, 1967). Apos a fixagdo, seguiu-se a desidratagdo em uma
série se alcoois em concentragdes crescentes (50% a 100%), em seguida os fragmentos

foram colocados em xilol, e posteriormente foram incluidos em parafina.

Cortes de 5um de espessura foram obtidos utilizando o micrétomo. O material foi
corado com hematoxilina e eosina montados entre lamina e laminula e examinado ao
microscopio de luz. Os resultados foram documentados utilizando-se o fotomicroscopio
(Polivar).
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5 _— RESULTADOS
5.1 - Estudo da Termoestabilidade da Peconha Bruta.

A figura 1 mostra alguns resultados obtidos apos eletroforese das pegonhas tratadas
como descrito no item 4.2.1. Por estes resultados pode-se observar que na eletroforese em
gel de poliacrilamida a 16% em condigdes desnaturantes, ndo houve variagdes no perfil

eletroforético da pegonha nos diferentes tratamentos.
5.1.1 - Atividade Fosfolipasica.

A tabela 1 apresenta os resultados da atividade PLAZ, realizada como descrito no item

4.3.1, com amostras preparadas como descrito no item 4.2.1.
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Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 16% em condi¢des desnaturantes
da peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis. Tampio de corrida: trizma
base 0,1M, EDTA 7,8mM, glicina 0,77M e SDS 0,3% (p/v) PH 8,3 foi utilizado
como tampio para o citodo e a mesma soluciio porém sem glicina para o dnodo.
Corrente 20mA; 200V. Tempo de corrida 60 minutos. Apés terminado o tempo de
corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R250 0,1% por 10 minutos,
em seguida foi descorado em uma soluciio de dcido acético, metanol e agua
(40:50:10 v/v).

Legenda:

1 - Padrio de Peso Molecular ( Albumina bovina-66kDa, Ovoalbumina-45kDa,
Gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase-36kDa, Anidrase carbonica bovina-29kDa,
Tripsinogénio de pancreas bovino-24kDa, Inibidor de tripsina-20kDa, a-lactoalbumina-
14.2kDa).

2 - Veneno bruto de Bothrops neuwiedi pauloensis pH3.5 (ndo aquecido)

3 - Veneno bruto de Bothrops neuwiedi pauloensis pH3.5 (aquecido)

4 - Veneno bruto de Bothrops neuwiedi pauloensis pH7.0 (ndo aquecido)

5 - Veneno bruto de Bothrops neuwiedi pauloensis pH7.0 (aquecido)
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Tabela 1: Atividade Fosfolipdsica de 10pug da Peconha Bruta de Bothrops neuwiedi

pauloensis Aquecida ou Nio a 100°C em Diferentes pHs.

UNIDADES DE ATIVIDADE ESPECIFICA (U/mg)

Ensaios* pH 3.5 pH 7.0
N.A A | N.A A
1 148 85 (170 100
2 116 99 | 156 88
’7 3 134 147 | --- =
4 208 177 | --- i
5 146 168 | --—- e
6 159 st | e o
Média dos Ensaios 152 135|163 94

+0Os resultados de cada ensaio sio referentes 2 média de trés (3) testes.
Legenda:
N.A - Pegonha Nao Aquecida

A - Pegonha Aquecida a 100°C por 5'

O substrato utilizado foi a gema de ovo. Os acidos graxos liberados enzimaticamente

foram titulados com NaOH a 0,1208N durante 3 minutos.
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para melhor evidenciar estes resultados foi apresentada a figura 2, onde se pode
observar que o pH acido foi capaz de preservar a quase totalidade da atividade enzimatica

da pegonha bruta aquecida ou ndo, quando comparado com o pH neutro nao aquecido.
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Atividade PLA2 da peconha de B. neuwiedi pauloensis aquecido e niio aquecido

O néo aquecido
@ aquecido

atividade PLA2 g |

pH 3.5 pH 7.0

Figura 2: Atividade Fosfolipasica A2 da Peconha Bruta de Bothrops neuwiedi
pauloensis Aquecida ou Niio Aquecida a 100°C por 5 minutos.

Os resultados aqui apresentados correspondem & média total dos ensaios realizados. O
substrato utilizado foi 4 gema de ovo e os 4cidos graxos liberados enzimaticamente foram

titulados com NaOH a 0,1208N durante os 3 minutos iniciais da reagdo.
5.1.2 - Atividade Hemorragica.

A figura 3 mostra a lesdo causada quando 50ug de proteinas da pegonha bruta aquecida
ou ndo foram aplicadas intradermicamente no dorso de camundongos conforme descrito no
item 43.2. E interessante observar que o aquecimento ndo foi capaz de neutralizar

totalmente a atividade hemorragica da pegonha bruta.
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Figura 3: Atividade Hemorrigica de S0ug de Peconha Bruta de Bothrops neuwiedi
pauloensis Aquecida e Nio Aquecida a 100°C por 5' em pH 7.0

Legenda:
A - Pegonha Bruta Nao Aquecida

B - Peconha Bruta Aquecida
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5.1.3 - Atividade Coagulante.

A tabela 2 apresenta os resultados da atividade coagulante sobre o plasma bovino para a
peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis comparando os tempos de coagulagdo das

amostras aquecidas ou nio a 100°C por 5' em pH 7.0.

Tabela 2: Atividade Coagulante sobre o Plasma Bovino para a Peconha Bruta de
Bothrops neuwiedi pauloensis em pH 7,0 e sob condi¢des de ndio aquecimento e

aquecimento a 100°C por 5'.

Ensaios Tempo de Coagulaciio (s)”
Pegonha Bruta Nao Aquecida 32,42
Pegonha Bruta Aquecida 109,43
CaCl, 220,69

* Média de trés (3) ensaios.

Pode-se fazer uma analise destes resultados sob outro prisma, considerando-se que a
pegonha bruta aquecida demorou 3,4 vezes mais tempo para coagular o plasma do que a

pegonha sem aquecimento.

5.1.4 - Fracionamento em Gel de SP-Sephadex C-25 das Toxinas Termoestaveis da

Peconha Bruta.

O fracionamento da pegonha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis preparada
conforme descrito no item 4.4.2, foi realizado em gel de SP-Sephadex C-25 com tampao
acetato de amonio a 0,05M pH 5.5. O perfil cromatografico é mostrado na figura 4. A
peconha total foi resolvida em quatro picos de absorbancia a 280nm, os quais foram
designados P1, P2, P3 e P4. Ao longo deste a atividade PLA2 foi determinada, sendo

detectada apenas no pico P1.
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Os resultados de recuperagdio de proteinas e atividade PLA2 deste fracionamento sdo

apresentados na tabela 3, a seguir.

Tabela 3: Rendimento Proteico e Recuperacio da Atividade Fosfolipasica apos o

Fracionamento da Peconha Bruta Aquecida em Gel de SP-Sephadex C-25

Amostra

V.B

P1

P2

P3

P4

Total

Proteina*

9.6

2

0,98

0,70

1,32

b}

436

mg (totais) Recup. (%)

100
14,17
10,21
729

>

13,75

45.42

Atividade Fosfolipasica**

U/mg/min  U/totais Recup. (%) F. de purif.

19,7 189,1 100
56,4 76,7 40,6 2.9
76,7 40,6

]

*Método do Microbiureto (Itzhaki e Gill, 1964).

#**Método descrito por De Haas ef al. (1968).
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Fracoes 3ml/tubo
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Figura 4: Cromatografia em SP-Sephadex C-25 de 100mg de Peconha Bruta de

Bothrops neuwiedi pauloensis apés aquecimento a 100°C por 5' pH 5,5. Coluna de

54x 1,2 cm. Fl

uxo de 20ml/h. Volume de 3ml/tubo, temperatura ambiente (26°C),

tampiio acetato de aménio 0,0SM pH 5.5. Gradiente convexo: acetato de amdnio

0,05M pH 5.5 com NaCl 1M a partir do pico 3.

Legenda:
P1: tubos 7 a 12
P2: tubos 14a 19

P3: tubos 20 a 24

P4: Tubos 92 a 106
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5.2 - Purificacio da Miotoxina de Bothrops neuwiedi pauloensis.
5.2.1 - Cromatografia em Gel de SP-Sephadex C-25.

O fracionamento da pegonha realizado como descrito no item 4.5.1, foi resolvido em
onze fragdes proteicas, designadas N1, N2, N3, N4, N5, N6, N6', N7, N8, N9 e N10. Estes
resultados estdo apresentados na figura 5. A atividade PLA2 foi determinada, sendo
encontrada nas fragdes N1, N4, N5, N6 e N6'. Na tabela 4 estdo expressos 0s valores de

rendimento proteico e atividade PLA2 especifica apos esta cromatografia.
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Tabela 4: Rendimento Proteico e Recuperacio da Atividade Fosfolipdsica apés o

Fracionamento da Peconha Bruta em Gel de SP-Sephadex C-25

Proteina* Atividade Fosfolipasica**

Amostra  mg (total) Recup.(%) U/mg/min  Ultotais Recup.(%) F. de purif.

VB 121,28 100 148 17949 100
NI 11,42 9,42 430 4910 23,35 2.9
N2 2.30 1,89 !
N3 10,00 8,25
N4 9,84 8,11 148 1456 8,11 1
NS 6,76 5,57 132 892,32 4,97 0,89
N6 8,75 7,21 39 341,25 1,90 0,26
N6' 9,50 7.86 53 503,5 2,80 0,35
N7 3,00 2.47
N8 1,32 1,08
N9 2,68 221
N10 1,10 1,00
TOTAL 66,67 55,04 8103,07 41,13

*Método do Microbiureto (ftzhaki e Gill, 1964),

**Meétodo descrito por De Haas ef al. (1968).
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3,5
A280,

N1

AcNH;4 0,05M + NaCl IM

N4

N9
N10

150 200
Fracoes 3ml/Tubo

Figura 5: Cromatografia em SP-Sephadex C-25 da Peconha Bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis. Coluna de 54 x 1,2 cm, equilibrada com tampio acetato de
amoénio 0,05M pH 5,5, com fluxo de 20ml/h, coletadas fracdes de 3ml/tubo.

Gradiente convexo: acetato de aménio 0,05M pH 5,5 + NaCl 1.0M a partir do pico
N3.

250



5.2.1.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Agentes Desnaturantes.

Na figura 6 observa-se 0 perfil eletroforetico das onze fragdes proteicas obtidas. As
fracdes N3 e N8 apresentaram banda unica, ja para as fragdes N1, N2 e N10 ndo foi
possivel detectar bandas, devido a pequena quantidade de material aplicada nos pogos dos

géis.
5.2.1.2 - Atividade Fosfolipasica.
A atividade fosfolipasica foi determinada em triplicata por fitulagao pontenciometrica

como descrito no item 4.3.1. Os resultados mostraram que a atividade fosfolipasica foi mais

intensa na fra¢ao N1, apresentada na figura 74
5.2.1.3 - Atividade Hemorragica.

A figura 8 mostra a lesao causada quando doses de 50ug de proteinas da pegonha bruta

e fracoes foram aplicadas intradermicamente no dorso de camundongos como descrito no
item 4.3.2. A atividade hemorragica foi encontrada nas fragdes N5 e N7, sendo mais intensa

na fragao N5.
5.2.1.4 - Atividade Coagulante.

A tabela 5 apresenta os resultados da atividade coagulante sobre o plasma bovino, para
a peconha bruta e suas fragdes. Pode-se observar que apenas as fragdes N4 e NS

apresentaram atividade positiva, quase 5 vezes menor que a da pegonha bruta.
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Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 16% em condicdes
desnaturantes.

Tampio de corrida: trizma base 0,1M, EDTA 7,8mM, glicina 0,77M e SDS 0,3%
(p/v) PH 8,3 foi utilizado como tampfo para o catodo e a mesma solugiio porém
sem glicina para o anodo. Corrente 20mA; 200V. Tempo de corrida 60 minutos.
Ap6s terminado o tempo de corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue
R250 0,1% por 10 minutos, em seguida foi descorado em uma solu¢iio de #cido
acético, metanol e dgua (40:50:10 v/v).

Legenda:

1 - Padrio de Peso Molecular ( Albumina bovina-66kDa, Ovoalbumina-45kDa, Gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase-36kDa, Anidrase carbonica bovina-29kDa, Tripsinogénio de pancreas
bovino-24kDa, Inibidor de tripsina-20kDa, a-lactoalbumina-14.2kDa)

VB - Veneno bruto de Bothrops neuwiedi pauloensis

A - FracdoN3

B - FracioN4

C - FracdoN5

D - FragaoN6

E - FracioN6’

F - FracdoN7

G - FracioN8

H - FracdoN9.
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Figura 7: Atividade Fosfolipiasica da Peconha Bruta e Fracdes de Borthrops
neuwiedi pauloensis, realizada sobre emulsio de gema de ovo com 10pg de
proteina. As amostras foram aplicadas ao substrato de reacido pH 8.0 e tituladas

com NaOH durante 3 minutos a temperatura ambiente.



FIG 8: Atividade hemorragica de 50 ug de peconha bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis e suas fragoes.
A-Pe¢onha Bruta B- N1 C-N2 D- N3 E- N4
F- N5 G- N6 H- N6’ I- N7 J- N8 K- N9
- N10




FIG 8: Atividade hemorragica de 50 pg de peconha bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis e suas fracgoes.
A-Peconha Bruta B- N1 C- N2 D- N3 E- N4
F- N§ G- N6 H- N6 I- N7 J- N8 K- N9
L- N10

(%)

(R ]
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Tabela 5: Atividade Coagulante de 10ug de Peconha Bruta e Fracoes, Sobre o

Plasma Bovino a Temperatura de 37'C.

Ensaios Tempo de Coagula¢ao(s)*
VB 8,55

N1

N2

N4 36,23
N5 4333
N6
N6'
N7
N8
N9

N10 -

*0 tempo de coagulagdo em segundos representa a media de trés (3) ensaios.
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5.2.2 - Cromatografia em CM-Sephadex C-25.

O terceiro fracionamento apresentado na figura 9 foi realizado como descrito no item
4.5.2 e mostra seis picos de absorbancia a 280nm os quais foram designados P1, P2, P3, P4,
PS5 e P6. Ao longo deste perfil cromatografico, a atividade fosfolipasica foi detectada

somente no pico P1.

4 -
3.9 -

ABS 3 -
280nm 2 5 -
2 -

1.8 5

14
05 -

NH4HCO;3 0,5M pH 8.0

P3
TJL

0

| = 0

0 50 100 150 200
Fracoes 3ml/tubo

Figura 9: Cromatografia em CM-Sephadex C-25 da Peconha Bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis. Coluna de 64 x 0,7 cm, equilibrada com o tampéo bicarbonato
de amoénio 0,05M pH 8,0, com fluxo de 20ml/h, coletadas fracoes de 3ml/tubo.

Gradiente convexo: bicarbonato de aménio 0,5M pH 8,0

250
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5.2.2.1- Analises Eletroforéticas.
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Com Agentes Desnaturantes.

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de agentes desnaturantes foi
realizada para averiguar o peso molecular dos componentes de cada fragdo. Na figura 10a,
pode-se evidenciar que as frages P1, P2 e P6 apresentaram muitas bandas, enquanto que as
fragdes P3 e P4 ndo apresentaram bandas. A fragdo P5 apresentou uma uUnica banda com

baixo peso molecular em torno de 15kDa.
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Sem Agentes Desnaturantes em pH Acido

As fragdes obtidas foram analisadas quanto ao grau de pureza. Na figura 10b, pode-se
observar que as fragdes P5 e P6 apresentaram bandas de maior migracao eletroforética.

Para as fracdes P3 e P4 também nao foi possivel detectar bandas.
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Sem Agentes Desnaturantes em pH Alcalino.

Na figura 10c, pode-se observar que para as fragdes P3, P4, P5 e P6 ndo foi possivel

observar migragao de bandas.
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Figura 10a- Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a
14% da peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis e das fracdes obtidas no
fracionamento em gel CM-Sephadex C-25. Tampio de corrida: trizma base 0,1
M, EDTA 7,.8mM, glicina 0,77M e SDS 0,3% (p/v) pH 8,3 foi utilizado como
tampdo para o citodo e a mesma solugio, porém sem glicina para o anodo.
Corrente 20mA; 200V. Tempo de corrida 60 minutos. Apés terminado o tempo de
corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R250 0,1% por 10 minutos,
em seguida foi descorado em uma solucio de acido acético, metanol e Agua

(40:50:10 v/v).

1- Padrdo de peso molecular ( Miosina — 220kDa, Fosforilase B — 97kDa, Albumina Bovina —
66kDa, Ovoalbumina — 45kDa, Anidrase Carbonica — 30kDa, Inibidor de tripsina — 20.1kDa,
Lisozima — 14.3kDa). 2- Peconha Bruta. 3-P1 4-P2 5-P3 6-P4 7-P5 8- P6
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Figura 10b- Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes em
pH dicido, segundo Reisfeld (1962), da peconha bruta de Bothrops neuwiedi
pauloensis e fracoes obtidas em CM-Sephadex C-25. Gel a 10%, tampdo B-alanina
pH 4,5. 20 mA. 200V. Tempo de corrida 180 minutos. Demais condi¢des
idénticas a figura 10a. 2- Peconha bruta 3-P1  4- P2 5-P3 6-P4 7-P5
8- P6
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2 3 % 3 6 7 8

Figura 10c- Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes em
pH alcalino, segundo Laemmli (1970), da peconha bruta de Bothrops neuwiedi
pauloensis e fracdes obtidas em CM-Sephadex C-25. Gel a 10%, tampio Tris-
HCl, pH 8,3. 20mA. 200V. Tempo de corrida 180 minutos. Demais condicdes
idénticas a figura 10a. 2- Peconha bruta 3- P1 4- P2 5-P3 6-P4 7-P5
8- P6
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5.2.2.2 - Atividade Fosfolipasica.

O material eluido da coluna néo foi quantificado quanto a concentragio de protcinas9,

por isso os resultados da tabela 6 estdo sendo apresentados quanto a presenca ou auséncia
de atividade PLA2.

Tabela 6: Relaciio da Peconha Bruta e Fra¢des Quanto a Presenca ou Auséncia de
Atividade PLA2

Amostras Atividade Fosfolipasica
VB -
P1 +
P2 2
P3 »
P4 :
S %

P6 -

- Atividade Fosfolipasica Ausente

+ Atividade Fosfolipasica Presente
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5.2.2.3 — Estudo histologico do misculo gastrocnemius direito sob aciio da peconha

bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis e sua fracio.

Nos animais controles nao foram observados nenhuma altera¢ao nos tecidos do
musculo gastrocnemius (Fig. 11A e 12A).Nos animais tratados com a pegonha bruta e
fracdo PS5 encontrou-se alteragdes mais acentuadas quando injetadas a pegonha bruta e
fracdo P5. Estas alteragdes foram semelhantes: solubilizagdo do material intracelular
eosinofilico, invasdo leucocitaria e resquicios de células musculares necrosadas por c€lulas

fagociticas (Fig. 11B,Be C; 12B,Be ().
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Figura 11: Fotomicrografia de Corte longitudinal. de Sum de espessura do musculo
gastrocnemius direito de camundongos apés 24 horas de inoculag¢io

Legenda:

A - Controle

B - Peconha Bruta

C - Fragdo P5

CM - Células musculares estriadas esqueléticas

I - Infiltrado Leucocitario

N — Necrose
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Figura 12: Fotomicrografia de Corte transversal. de Sum de espessura do misculo

gastrocnemius direito de camundongos ap6s 24 horas de inoculagio.
Legenda:

A - Controle

B - Peconha Bruta

C - Fracdo P5

CM- Células musculares estriadas esqueléticas

1 - Infiltrado Leucocitario

N — Necrose
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6 — DISCUSSAO

Dos animais pegonhentos que acometem a populagdo humana as serpentes s3o 0s mais
freqiientes, levando a quadros clinicos sérios podendo chegar ao o6bito se ndo tratados

(Chipaux e al., 1991),

As serpentes do género Bothrops sdo bastante comuns na América do Sul (Chipaux er
al., 1991), apresentando maior freqiiéncia nos acidentes ocorridos no Brasil, onde as
vitimas sdo atingidas principalmente nos membros inferiores (Barraviera, 1994). O
envenenamento provocado por estas serpentes pode causar hemorragia e necrose no local

da picada, podendo ser necessaria a amputagao do membro afetado.

O objetivo deste trabatho foi fracionar a pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis e
purificar a proteina miotoxica responsavel pelas alteragdes morfologicas em musculo
esquelético de camundongos. Para isso, foram realizados alguns fracionamentos a fim de

encontrar as melhores condi¢des tais como: tipo de resina, pH, dimensdes da coluna, etc.

As miotoxinas de pegonhas botropicas sdo proteinas basicas, de P.M. entre 13 a 15.000,
apresentam de 6 a 8 pontes dissulfeto intracadeia, o que lhes ddo uma estabilidade muito
grande em relagdo ao pH e temperatura e podem ou ndo apresentar atividade PLA2. As
PLA2 miotoxicas estio divididas em duas categorias: uma com atividade enzimatica, as
miotoxinas Asp 49, e outra que ndo apresenta atividade enzimatica, as miotoxinas Lys 49,

mas que podem ser classificadas como miotoxinas que possuem estrutura de fosfolipases.
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Com base nesses dados, este trabalho teve inicio investigando-se a termoestabilidade
das toxinas da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis. Foi feito o aquecimento das
amostras com o intuito de precipitar e eliminar componentes que ndo eram de nosso
interesse para este estudo, tais como hemorraginas e toxinas coagulantes. O aquecimento
pode desnaturar e precipitar algumas proteinas € com este procedimento pode-se fazer uma

prévia purificagdo a fim de separar as fosfolipases resistentes a temperatura.

Nas eletroforeses realizadas apés o tratamento da pegonha em pHs 3.5 e 7,0 e
temperatura a 100°C ou ndo se observou que ndo houve alteragio no perfil eletroforético

das amostras.

A atividade fosfolipasica em nossos experimentos foi analisada sempre em pH 8,0,
embora a enzima inicialmente tenha sido tratada em pH diferente. Os resultados mostraram
que as amostras tratadas em pH 7,0 apresentaram atividade PLA2 especifica da pegonha
mais elevada, mas em pH 3,5 a amostra manteve cerca de 90% desta atividade. Desta
forma, foi possivel observar que as fosfolipases sdo termoestaveis a 100°C e o pH acido é

melhor que o neutro para preserva-la.

Determinadas pegonhas de serpentes conservam algumas toxinas hemorragicas ativas
depois de serem expostas a altas temperaturas, indicando assim que estas sdo relativamente
termoestaveis. A atividade hemorragica obtida para a pegonha de Bothrops neuwiedi
pauloensis mostrou que, quando submetida ao aquecimento em pH 7,0 o halo hemorragico
era bem menor quando comparado ao halo da pegonha ndo aquecida, indicando assim que

nesta algumas toxinas hemorragicas sdo termoestaveis.

O aquecimento também interfere com a atividade coagulante da pegonha. Quando
submetida ao aquecimento em pH 7,0 a pegonha manteve 30% da sua atividade, assim
pode-se dizer que ocorreu desnaturagdo da maioria das toxinas coagulantes presentes na

peconha.

O primeiro fracionamento cromatografico em SP-Sephadex C-25 da pegonha aquecida
foi resolvido em somente quatro picos de absorbancia a 280nm designadas de P1 a P4 e a

atividade PLA2 foi encontrada apenas no pico P1. Quando se tentou realizar os outros
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ensaios, foi observada que as amostras estavam inativas, provavelmente devido ao grande
tempo em que foram armazenadas no freezer, sem serem liofilizadas, por motivos de
reparos no liofilizador. Também, quando se calculou o rendimento protéico da pegonha
bruta apés aquecimento observou-se que dos 100 mg de amostras pesados, apos
aquecimento obteve-se somente 10 mg de proteinas dosadas para serem aplicados a coluna.
Desta forma a peconha foi submetida & nova cromatografia de troca catidonica, mas agora
sem ser aquecida. De maneira geral a maioria das miotoxinas de pegonhas botrépicas sao
proteinas de natureza basica (Soares ef al., 1998), isoladas em géis trocadores catidnicos
(Moura da Silva, er al 1991).

Assim a pegonha bruta foi fracionada em SP-Sephadex C-25, tamp@o acetato de amonio
0,05M pH 5.5, utilizando-se um gradiente continuo de concentra¢do molar de NaCl. Foram
encontrados onze picos de absorbancia a 280nm, designados N1 a N10, pode-se observar
que a quantidade de picos encontrados teve aumento, podendo-se dizer que a cromatografia
foi satisfatéria, pois teve uma melhor separagdo de proteinas quando comparado ao

fracionamento anterior.

As eletroforeses realizadas com fragdes obtidas nesta cromatografia serviram para

acompanhar e avaliar o processo de purificagdo destes componentes protéicos.

Em géis de poliacrilamida na presenga de agentes desnaturantes as fragdes N3 e N8
apresentaram banda unica, ja para as fragdes NI, N2 e N10 ndo foi possivel detectar

bandas, provavelmente devido a pequena quantidade de proteinas existentes nas mesmas.

A fragio N3 apresentou alto peso molecular em torno de 66kDa e a fracdo N8
apresentou um componente de baixo peso molecular em torno de 15kDa. As demais fragdes

apresentaram varias bandas protéicas.
A atividade fosfolipasica foi observada em cinco fragdes: N1, N4, N5, N6 e N6

O rendimento protéico deste fracionamento foi de 55% e a recuperagdo da atividade
PLA2 foi de 41,3%, sendo que a fragdo N1 representou apenas 9,5% da pegonha bruta e

apresentou atividade especifica de 430U/mg/min sendo purificada quase trés vezes.
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Por outro lado, os ensaios “ in vivo™” desta mostraram que as atividades hemorrégicas
foram encontradas nas fragdes N5 apresentando varias bandas em SDS-PAGE e fragdo N7
com duas bandas principais. Muitas toxinas hemorragicas ja foram isoladas das pegonhas
das serpentes da familia Viperidae. Estas toxinas sio metaloproteinases dependentes de
zinco ou de calcio (Marsh, 1994) e podem causar hemorragia pela destrui¢do enzimatica da

membrana basal, com subseqiiente perda da integridade vascular.

Ja as toxinas coagulantes foram encontradas em duas fragdes distintas N4 e N5, mas
apresentavam tempo de coagulagdo aproximadamente 5 vezes maior que o da pegonha

bruta.

Para analisar a pureza das fragdes obtidas nesta cromatografia foram realizadas
eletroforeses em condi¢des ndo desnaturantes. mas devido a grande quantidade de sal
existente nas amostras a resolucdo dos géis nao foi satisfatoria. O tampdo usado nesta
cromatografia ndo foi um tampao volatil, com isso no momento da liofilizagdo o sal se

concentra na amostra, impedindo assim uma boa resolucéo do perfil eletroforético.

O segundo método de purificagdo testado foi em gel de CM-Sephadex C-25, onde se
obteve seis picos de absorbancia a 280nm e a atividade fosfolipasica foi encontrada apenas
no pico P1. Quando comparamos estes dois cromatogramas pudemos verificar que a
pegonha bruta fracionada em CM-Sephadex C-25 apresentou um menor numero de fragdes
que em SP-Sephadex C-25. No entanto, as alteragdes introduzidas favoreceram a resolugdo
das proteinas basicas desta pegonha (fragdes P5 e P6 em CM comparando com N9 e N10
em SP), ao mesmo tempo em que o tampdo volatil foi introduzido nesta cromatografia.
Sabendo ainda que as proteinas miotoxicas de pegonhas botropicas sdo todas de carater
basico, como amplamente relatado na literatura, consideramos que esta ultima
cromatografia apresentou melhores resultados na purificagdo da miotoxina de Bothrops

neuwiedi pauloensis.

As eletroforeses realizadas apos esta cromatografia serviram para acompanhar o

processo de purificagdo dos componentes presentes na pegonha.
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Em géis de poliacrilamida sem agentes desnaturantes, a fragdo PS5, como pode ser visto
na figura 10b apresentou-se pura. Quando a eletroforese foi realizada na presenca de
agentes desnaturantes, novamente a fragdo PS5 apresentou-se como banda unica e peso
molecular de uma fosfolipase, podendo ser uma fosfolipase, uma miotoxina ou ambos.
Como foi visto nos resultados, esta fragdo ndo possui atividade fosfolipasica, desta maneira
testou-se a a¢do miotoxica desta fragdo, constatando-se assim que ela € uma miotoxina que

ndo possui atividade fosfolipasica.

O estudo histologico evidenciou uma grande degeneragdo nas fibras musculares quando
o musculo esquelético foi submetido a agdo da pegonha bruta, ocorrendo também alteragdes
do tecido conjuntivo que apresentou aspecto de ter sido digerido. As alteragdes
morfologicas causadas pela fragdgo PS5 se assemelham quase que totalmente aquelas
causadas pela pegonha bruta em relagdo as fibras musculares. Mas para a pegonha bruta
observou-se uma grande quantidade de hemaceas e vasos lesados, enquanto a fragao
miotéxica apresentou um efeito degenerativo especifico sobre as células musculares, ndo
afetando vasos sanguineos. A fragdo P5 ¢ altamente lesiva para o tecido muscular,
causando necrose celular e a presenca de infiltrado leucocitario, mostrando assim uma

reagdo inflamatoria em resposta a miotoxina injetada.
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7 — CONCLUSAO

O fracionamento em CM-Sephadex C-25 foi bastante satisfatorio, pois em uma Gnica

etapa conseguimos purificar a proteina miotoxica da peconha bruta de Bothrops neuwiedi

pauloensis.

Esta miotoxina tem somente uma subunidade, é de carater basico e apresentou baixo
peso molecular, em torno de 15KDa. Quando testada sobre substrato artificial (gema de

0V0) a toxina ndo apresentou atividade fosfolipase A2.

As alteragdes morfologicas observadas mostraram que a pegonha bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis e a fragdo P5 exercem uma agao degenerativa sobre o tecido muscular

estriado esquelético do musculo gastrocnemius de camundongos.
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