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Resumo:

Serpentes sdo répteis com larga distribui¢do mundial. A grande maioria desses
animais produzem substincias deletérias que podem deixar sequelas ou até mesmo
levar a morte da vitima. Os acidentes stio causados muitas vezes devido a falta de
uso de equipamentos adequados, visto que as areas mais atingidas sfio pés e mios, e
a época de ocorréncia se da principalmente nos periodos de safra. As serpentes do
género Bothrops sfio responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos no Brasil. O
envenenamento bofropico € caracterizado por mionecrose, hemorragia e edema,
podendo ocorrer também efeitos sistémicos como coagulagio sanguinea e menos
frequentemente choque cardiovascular. Esses efeitos sfio provocados pela complexa
mistura de proteinas toxicas presentes. Entdo para entender melhor o quadro de
envenenamento € necessario descobrir a causa dos efeitos. Para isto utilizam-se
processos de purificagio que visam separar os componentes desta mistura e estuda-
los separadamente. O veneno de cada espécie pode ser totalmente ou parcialmente
neutralizado por antisoros heterogéneos. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi
purificar as miotoxinas presentes no veneno de Bothrops jararacussu € a partir
destas produzir anticorpos policlonais. Inicialmente foi feita uma filtragio em
Sephadex G-75 do veneno bruto, a partir da qual se obteve 4 picos: J1, J2, J3 ¢ J4.
Foi feita a atividade fosfolipasica (PLA;) das fra¢Ses que indicou a presenga de
atividade apenas na fragfio J3. A fragdo J3 foi entfio cromatografada em Sp-Sephadex
C-25, resultando em 5 picos, denominados de Spl a SpV. A atividade PLA; também
foi testada para estas subfragdes, apresentando-se positiva nos picos Spl, Spll e
SpIV. Spll ndo foi testada quanto a PLA, ¢ SpV ao ser testada ndo apresentou
atividade PLA,. As subfragSes foram monitoradas por eletroforeses em gel de
poliacrilamida indicando que SpIV ¢ SpV estavam puras, pois apresentaram apenas
uma banda em PAGE néio desnaturante. Estudos de outros autores demonstraram que
estas duas fragOes sdo miotéxicas. SpV e SpIV foram denominadas de Botropstoxina I
(BthTX-I) e Botropstoxina II (BthTX-II), respectivamente. Essas duas fragdes foram,
entdo inoculadas em 2 lotes de coelhos, obedecendo o mesmo esquema de
imunizagdo com intervalos de 12 dias entre as doses. O 1° lote de coelhos produziu
alto titulo de anticorpos testados por Elisa e imunodifusio, enquanto o 2° lote
apresentou baixa produgdo de anticorpos quando testados por imunodifusio. Foram
ainda observadas reagdes cruzadas quando anticorpos contra BthTX-I reconheceram
BthTX-II e vice-versa, indicando que estas miotoxinas sdo semelhantes. A presenga
de reagdes cruzadas para diferentes espécies ¢ indicativo de parentesco evolutivo ¢
permite a utilizagdo do soro de uma espécie para combater os sintomas produzidos
por outra especie.
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1-INTRODUCAO:

Serpentes ou ofidios s@o répteis desprovidos de membros, que podem ser
pegonhentos ou ndo e com modificagdes que lhes permitem alimentar-se de grandes
animais, engolindo-os inteiros. Néo possuem cintura escapular, palpebras méveis e
nem timpano. No Brasil, o termo mais usado é cobra, do latim “colubra”: cobra se
refere 2 qualquer serpente pegonhenta ou ndo, indiferentemente. Este termo foi
introduzido pelos Portugueses que o trouxeram da India onde o nome é dado 3 Naja
tripudians (SOERENSEN, 1990).

Constituem um grupo de animais altamente especializados. Os fésseis mais
antigos mostram um estagio avangado de evolugio porém niio revelam informagdes
sobre sua origem (BARRAVIERA, 1994),

Estudos mostram que a maioria dos fésseis de serpentes sdio do Creticeo
(cerca de 136 milhdes de anos atrds) e vém do continente de Gondwana, incluindo
Africa e América do Sul, indicando a ampla distribuigiio desses animais quando os
continentes eram unidos. A difusiio das serpentes para outros locais como a América
do Norte, ocorreu no final do Creticeo quando este continente esteve ligado a
America do Sul. Assim, partindo da América do Norte, os boideos e aniliideos se
espatharam por toda a Europa, até chegar & Asia, de onde acredita-se que surgiram os
viperideos e colubrideos. (BARRAVIERA, 1994).

Aproximadamente, um tergo de todos os répteis produz alguma toxina bucal e
estas substéncias tém um efeito deletério no organismo da presa (GANS, 1978)
Venenos sio produtos metabdlicos produzidos ou estocados em orgios que,

em condigSes naturais afetam o organismo quando ingeridos ou podem atuar



artificialmente, por via parenteral (FREYVOGEL e PERRET, 1973). O termo
pegonha designa uma substancia toxica, produzida por uma planta ou animal num
drgido secretor, ou grupo altamente desenvolvido de células secretoras, que pode ser

inoculada no ato da picada.

Animais pegonhentos sdo aqueles que possuem um aparelho inoculador
capaz de perfurar a presa e injetar a substincia téxica. Por outro lado, animais
considerados venenosos sdo aqueles que possuem tecidos parcial ou totalmente

téxicos e o envenenamento ocorre por ingestéio desses tecidos.

Portanto, a palavra “pegonha” tem sentido mais restrito do que “veneno” e
pode-se dizer que todos os animais pegonhentos sdo venenosos, mas nem todos os

venenosos sdo pegonhentos (RUSSEL, 1987).

Em geral, as pegonhas produzidas por uma determinada espécie sio
compostas por diversas toxinas com diferentes agles deletérias que séo utilizadas na
captura da presa e na defesa desses individuos. A natureza quimica de cada toxina é
caracteristica da espécie que a produz e ¢ variavel quanto a sua composigéo, sitio e

modo de agdo.

As secregOes pegonhentas também participaram de um amplo processo
evolutivo, culminando no desenvolvimento de glandulas, ductos e dentes
especializados utilizados para transferir a pegonha. BARRAVIERA (1994) cita a
presenga de 11 tipos de glandulas presentes na cabega de serpentes e as associou a
lubrificagio de alimentos que envolve abundante salivagdo. Inicialmente, as glandulas
orais produziram substincias que tranqiiilizavam a presa facilitando sua captura. Esse
seria o mecanismo evolutivo de captura de presas por serpentes, que teria se
originado a partir da constrigdo. A constrigdo parece estar inteiramente associada a
estrutura locomotora ¢ ao comportamento das serpentes. Para haver uma locomogio

sem patas ¢ necessdrio modificagdes estruturais no corpo incluindo o alongamento



dos elementos musculares provocando um aumento na locomogio por ondulagio
lateral e permitindo a constrigdo da presa.

Os boideos ( jiboia e sucuri) possuem vértebras curtas e robustas, ligadas por
cadeia de musculatura axial, permitindo a flexéio da coluna vertebral o que lhes dio
grande poder de constrigio. Ja os colubrideos possuem vértebras mais frageis, ha um
maijor espago que permite a superposigiio dos feixes musculares, permitindo rapida

locomogio.

A mudanga climatica ao longo dos anos na Terra, de um clima quente, Umido
e ambientes fechados para um clima mais frio com clareiras, permitiu a radiagiio de
um grande nimero de roedores, que serviriam de presa para os colubrideos, os quais

se adequaram mais ao novo clima que os primitivos boideos.

Porém, os boideos ainda podiam contar com o mecanismo de constrigio na
captura de suas presas enquanto os colubrideos apesar da grande agilidade
locomotora ndio tinham o mecanismo de constrigio, restando-lhes a alternativa da
liberagiio de secregdes veneniferas através de glindulas capazes de imobilizar a

presa.

Os dentes talvez niio tenham evoluido em fungéo da inje¢dio da pegonha, mas
sim devido ao uso na deglutigdo. A pegonha inicialmente também nio teria a fungio
de matar a presa, mas sim de lubrificar e higienizar os dentes, ajudar na digestio e na
deglutigio. O alongamento dos dentes aumentou a capacidade de deglutigio e
simultaneamente a inoculagio do veneno (BARRAVIERA, 1994).

A seqiiéncia evolutiva das secre¢des pegonhentas, conforme Gans (1978) é a
seguinte:

1-A secre¢do iniciou-se para lubrificar os alimentos, condicionar as membranas
bucais e facilitar a limpeza e digestdo de materiais que podem aderir aos tecidos, em

particular aos dentes:



[

9. A ocorréncia de algumas enzimas misturadas com as Secregoes lubrificantes

forneceu uma pré-adaptagdo para a elaboracgéio de proteinas ¢ polipeptideos toxicos,

facilitando a utilizagdo de pequenos COrpos alimentares ingeridos ou imobilizando

presas maiores:

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

As serpentes podem ser classificadas quanto a dentigdo em quatro grupos:

- Aglifas: dentes macigos, sem sulco ou canal central. Ndo inoculam veneno. EX.

Famiha Boidae;

- Opistéglifas: Um par de dentes maiores presentes na extremidade posterior do
maxilar superior, contém sulcos relacionados com o canal excretor das glandulas

supralabiais. Ex.: Familia Colubridae;

- Proteréglifas: Presenga de um par de dentes mais longos e fortes que os restantes,
com profundo sulco na por¢éo anterior, implantado na frente do maxilar superior. O
canal externo das glandulas supralabiais conecta-se com o sulco dos dentes. Ex.

Familias Elapidae ¢ Hidrophiidae;

- Solendglifas: Possuem um par de dentes anteriores muito desenvolvidos, providos
de canal central que se comunica com o canal excretor da glandula de veneno. Esses
dentes sdo mdveis e em repouso ficam deitados e voltados para tras dentro de larga

prega mucosa. Os outros dentes so menores e macigos. Ex.: Familias Viperidae ¢

Crotalidae.

Segundo BARRAVIERA (1990), as serpentes consideradas venenosas sdo
classificadas de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas em cinco familias:

Crotalidae, Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae e Colubridae.



A pegonha da familia dos crotalideos (géneros: Bothrops, Crotalus ¢
Lachesis) contém um grande mimero de proteinas farmacologicamente €

bioquimicamente ativas.

As espécies da familia Viperidae sdo encontradas na Asia, Europa e Africa.

As propriedades bioquimicas do veneno desta familia sdio similares as da familia

Crotalidae.

A familia Elapidae tem representantes na Africa, Asia ¢ Américas. No Brasil
sio representadas pelos géneros: Micrurus e Leptomicrurus. Esses venenos contém

potentes neurotoxinas, que provocam um elevado indice de letalidade.

Os hidrofiideos sdo serpentes marinhas cujo veneno também apresenta
neurotoxinas muito potentes. Esses animais sfio pouco caracterizados, devido a
dificuldade em serem encontrados e a pouca quantidade de veneno que pode ser

obtida.

A familia Colubridae possui um maior niimero de representantes, porém nem

todos sdio venenosos e muito pouco se conhece sobre o veneno desses animais.

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 ndo enzimaticas ¢ proteinas ndo
toxicas. A especificidade e a interagio desses componentes em casos de

envenenamento humano ainda néo estdo totalmente esclarecidos (SCHVARTSMAN,
1992).

Assim para se compreender a extrema complexidade dos venenos ¢
importante extrair deles seus diversos constituintes ¢ examinar suas propriedades
individuais. Os métodos mais comumente utilizados nestes estudos, sdo a

cromatografia e a eletroforese.



A cromatografia é um método de purificagio muito comum devido a sua
facilidade em efetuar a separagdo, identificagio e quantificagdo das espécies
quimicas. Se baseia em um processo fisico-quimico para separagio dos componentes
de uma mistura. Ha vérios tipos de cromatografia, a escolha de um ou de outro ocorre
de acordo com o objetivo do trabalho em questdo. Algumas sio baseadas no tamanho
da molécula a ser purificada, outras utilizam o principio da forga idnica onde os
componentes proteicos séo separados por tampdes de diferentes concentragdes
(COLLINS, 1990). Muitas proteinas podem ser purificadas tendo como base a
afinidade de seus grupamentos quimicos. Para isso se utiliza uma coluna com
grupamentos que tenham afinidade ao substrato que se quer purificar, desse modo ao
passar a proteina, esta se ligara a coluna sendo eluida com um tampdo de maior
concentragdo (LENINGHER, 1989).

A cletroforese pode ser utilizada para purificagdo de pequenas quantidades
de proteinas, diferentemente da cromatografia, onde se pode separar quantidades
maiores. A eletroforese fomece a comparagio e o estado de pureza dos componentes
da mistura. Geralmente é utilizada em conjunto com a cromatografia. A separagio ¢
feita através da migragéo protéica sob um campo elétrico, utilizando como parimetro
a carga de cada proteina ou ainda o tamanho destas (LENINGHER, 1989).

Dos setenta e cinco géneros de serpentes existentes no Brasil, somente quatro
sdo considerados como pegonhentas sendo eles: Bothrops, Crotalus, Micrurus e

Lachesis.

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

Os acidentes com humanos ocorrem nos periodos de aumento das atividades

agricolas. Os individuos do sexo masculino sfo os mais acometidos (compreendem



aproximadamente 70% dos casos registrados). A picada na maioria das vezes ocorre
nos pes e nas pemas abaixo dos joelhos, ha registros também de picadas nas mios e

antebragos, o que indica que se os acidentados utilizassem equipamentos de protegdo
individual a freqiiéncia de casos seria reduzida (BARRAVIERA, 1990).

Apesar do maior niimero de acidentes ser causado por individuos do género

Bothrops, 0s casos mais graves sio os provocados pelo género Crotalus.

No Triangulo Mineiro, segundo NISHIOKA and SILVEIRA (1992), a maioria

dos casos confirmados foram com Bothrops moojeni e Bothrops newuied;.

Os venenos destas serpentes causam intensa dor, hemorragia ¢ necrose no
local da inoculagfio podendo ser necessdria a amputagio (JIMENEZ—PORRAS,IQ?S).
Os efeitos sistémicos consistem em coagulagio sangiiinea (KLOBUSITZKKI, 1961),
hemorragia (OHSAKA, 1979) e as vezes choque cardiovascular, o que
freqiientemente leva 4 morte. (VITAL BRAZIL, 1982).

O nimero de dbitos esta intimamente relacionado com o tempo decorrido
entre o acidente e o atendimento médico. A maioria dos doentes que evoluem para
letalidade sdo atendidos seis horas apos o acidente ter ocorrido. Quanto mais rapida
for a aplicagio do soro antiofidico mais chances o individuo tera de sobreviver

(BARRAVIERA, 1994).

A serpentes do género Bothrops habitam preferencialmente ambientes Gmidos
como matas, areas cultivadas e locais de proliferagéo de roedores. Possuem habitos

notumos e sdo muito agressivas, quando se sentem ameagadas atacam em siléncio.

O veneno de Bothrops jararacussu tém sido largamente estudado, VIDAL
and STOPPANI (1971) registraram o isolamento de duas fosfolipase A, neste veneno.
Ja RODRIGUES-SIMIONI et al (1983) investigaram os efeitos de uma fragdo deste

veneno na jungido neuro-muscular da ri. QUEIROZ et al (1984) estudaram a necrose e



a regeneragdo muscular causada pelo envenenamento e AMARAL et al (1985)

detectaram necrose renal em individuos picados por Bothrops jararacussu.

Os principais efeitos das pegonhas bothrépicas sio: coagulagdo, citoxicidade

podendo levar a necrose e a hemorragia.

A agiio coagulante ¢ a propriedade que o veneno das serpentes dos géneros
Bothrops, Crotalus e Lachesis tem de transformar o fibrinogénio em fibrina. A
maioria dos venenos botrdpicos tém capacidade de ativar o fator X e a protombina da
cascata de coagulagdo. Possui agiio semelhante 3 tromboplastina ¢ a trombina
(TU,1977).Quando ocorre a ativagio do fator X, ha também consumo dos fatores V e
VII ¢ de plaquetas, levando a um quadro de coagulagdo intravascular disseminada,
com a formagio e deposigdo de codgulos na rede capilar o que pode desencadear a

insuficiéncia renal aguda. (Barraviera, 1994)

A citoxicidade pode ocorrer diretamente nos tecidos, podendo haver a

necrose de células (liponecrose e mionecrose) e a lise das paredes vasculares.

O género Bothrops pode ainda causar hemorragia local ou sistémica a nivel
de pulmdes, cérebro e rins. A agfio sistémica ¢ provocada por hemorraginas que agem
sobre os capilares, destruindo inicialmente a membrana basal e causando sua
posterior ruptura, que algumas vezes ¢ fatal. O edema que ocorre minutos apos a

picada, ¢ decorrente da lestio do endotélio.

Dentre outros sintomas podem ser citados a hipovolemia por perda de sangue
ou plasma do membro edemaciado, a ativagdo de substincias hipotensoras, edema
pulmonar ¢ coagulagio intravascular disseminada. Podem ser citados ainda sintomas
inespecificos como vémitos, diarréia, cefaléia e até mesmo colapso circulatério

devido a agiio de cininas.

A dor ¢ imediata e de intensidade varidvel. O edema pode ser acompanhado

de calor e rubor e se instala nas primeiras seis horas. As hemorragias podem ser



locais ou em pontos distantes da picada. A incidéncia de hemorragia sistémica ¢

relativamente pequena.

O veneno de cada espécie pode ser parcialmente ou totalmente neutralizado
por antisoros heterogéneos (HOUSSAY and NEGRETE, 1921: MINTON, 1977: TU
and SALAFRANCA, 1974: BOLANOS et al ,1975 citados por MOURA DA SILVA,
et al, 1990). Tais antisoros contém proteinas especializadas, as imunoglobulinas ou
anticorpos, sintetizadas pelos plasmécitos e capazes de reconhecer, precipitar ou
neutralizar bactérias e virus invasores ou proteinas estranhas de outras espécies e até

mesmo contra qualquer outra macromolécula, mesmo que niio seja de ocorréncia

natural (LEHNINGER 1 990).

Antisoros produzidos por animais siio utilizados em muitos casos, incluindo o
tratamento de infecgdes microbianas, por exemplo o soro antitetanico, e para a
neutralizagéo de toxinas no homem (AMENO et al, 1990), como ¢ o caso dos soros
pegonhentos  que  sio  medicamentos contendo imunoglobulinas
purificadas ( SOERENSEN, 1990) usadas no tratamento de picadas de serpentes ¢

outros animais pegonhentos.

A produgiio de antivenenos depende da imunogenicidade de cada veneno que
€ variavel de acordo com o genero, sendo que no Brasil o veneno mais imunogénico
corresponde ao género Bothrops, seguido por Lachesis, Crotalus o Micrurus.
(SOERENSEN, 1990),

SOERENSEN (1990) cita ainda alguns fatores que influenciam na

imunogenicidade:

* a quantidade de veneno inoculada no animal;
* o adjuvante utilizado na imunizagio:

* o estado nutricional do animal a ser imunizado.
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Os adjuvantes s#o representados por uma série de substincias minerais ou
orgénicas, imunologicamente inativas, mas que associadas s vacinas aplicadas por
via parenteral, potencializam a resposta imune. (GUIDOLIN, 1988). Segundo
GUIDOLIN (1988) as principais fungdes dos adjuvantes sio:

* Induzir o aumento da imunogenicidade do antigeno, potencializando a resposta;
* Elevar o nimero ¢ o tempo de duragiio de anticorpos produzidos por um dado
antigeno;
* Induzir ou aumentar a hipersensibilidade retardada.

VITAL BRAZIL em seus estudos no inicio do século concluiu que hd elevada
especificidade entre os soros para o veneno de cada geénero de animal pegonhento.
(SOERENSEN, 1990)

Testes de imunodifusio revelam que os venenos de varias espécies possuem
alguns componentes em comum permitindo que ocorram reagdes cruzadas entre varias
espécies. (MOURA DA SILVA, et al 1990). LOMONTE, et al (1990) ao estudar a
presenga de proteinas antigenicamente relacionadas & miotoxina de Bothrops asper
em venenos de serpentes de diferentes géneros e espécies, e em venenos de serpentes
de mesma espécie, mas de regies diferentes, mostra a importincia de se verificar
©ssas reagdes cruzadas, pois a partir destas se obtém informagGes sobre o parentesco
evolutivo entre os grupos estudados e permite a aplicagio deste conhecimento que €
essencial para designar misturas imunogénicas para a produgdo do antiveneno a nivel
industrial. Também permite prever a capacidade neutralizante do antiveneno diante

de venenos heterélogos.

Da serpente Bothrops jararacussu também foram isoladas duas miotoxinas
denominadas Bothropstoxina: BthTX-I e Bﬂ]TX-]I.(HOMSI-BRANDEBURGO, 1987)
A BthTX-I é uma proteina monomérica cuja estrutura primaria revela alto grau de

homologia com fosfolipases e outras miotoxinas, apesar desta toxina nio apresentar



alividade fosfolipasica. A BthTX-II apresenta atividade fosfolipasica residual e
possui peso molecular préximo de 15.700 D. (HOMSI-BRANDEBURGO, 1987)

GUTIERREZ et al (1991) estudaram os efeitos miotoxicos de BthTX-II e
verificaramn que a toxina provoca um aumento do nivel de creatina quinase no plasma

de ratos.

HELUANY, et al (1992) estudando os efeitos farmacoldgicos da BthTx-I em
preparagdes do nervo frénico-diafragma de camundongo verificaram que ela induz
despolarizagio e contratura (dose-dependente) do musculo esquelético, culminando

com o bloqueio da transmisséo neuro-muscular.

Posteriormente, MELO et al (1 993) estudaram a neutralizagdo dos efeitos

miotoxicos do veneno de B. jararacussu e da BthTx-I por polianions.

O estudo do efeito miotéxico local induzido por venenos botrdpicos tém
despertado o interesse de diversos pesquisadores, pois este efeito nio ¢ revertido
pela aplicagdo de antisoros nos acidentes ofidicos, sendo o principal agente
responsavel pelas seqiielas permanentes dos acidentados.
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2-OBJETIVOS:

Este trabalho teve como finalidade:

1 - Fracionar a pegonha de B. jararacussu e isolar as duas miotoxinas:

BthTX-[ e BthTX-II.

2 - Produzir anticorpos policlonais a partir de BthTX-I e BthTX-II.
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3 -MATERIAIS E METODOS:

3.1- Obtencao do Veneno:;

Gentilmente doado pelo prof. Dr. Augusto S. Abe, Departamento de Biologia
da UNESP de Rio Claro e pelo Dr. José Roberto Giglio, Departamento de Bioquimica
USP-Ribeirdo Preto.

3.2- Matenais utilizados no fracionamento:

Resinas para Cromatografias:

Sephadex G-75 e SP-Sephadex C-25.(Pharmacia)
Tampdes utilizados:

Tampido Formato de Amoénio (FoNH,) 0,05M pH 3,5

Este tampdo foi preparado utilizando 4,0ml de acido formico para cada
2.000ml de agua. O pH foi entdo acertado até chegar em 3,5 com hidréxido de
Amoénio concentrado (NH,OH).

Tampio Acetato de Amonio (AcNH,) 2M pH 5,0

Foi preparado o tampdo AcNH, 2M utilizando 115ml de acido acético glacial
para cada 1.000ml de agua. Acertou-se o pH com hidréxido de aménio concentrado

(NH,OH).

Materiais para Eletroforese:
Acrilamida - Sigma
Temed (N,N,N’,N’- tetrametiletileno diamina)- Sigma
Bis-Acrilamida (N,N”- metilenobisacrilamida) - Sigma
Coomassie Brilhant Blue G-250 - Sigma
PSA.- Ammonium Persulfate - Sigma
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Os demais reagentes, solventes e drogas utilizados foram de grau analitico

3.3- Fracionamento do Veneno Bruto de B. jararacussu:

3.3.1 - Gel Filtragiio em Sephadex G-75:

3.3.1.1- Preparo da resina:

A resina foi colocada em dgua e armazenada em geladeira por 24 horas até que
estivesse totalmente hidratada, sendo posteriormente empacotada em uma coluna de
vidro (90,0 x 1,3 ¢m) e equilibrada em tampio formato de Aménio (FoNH,) 0,05M
pH 3.5.

3.3.1.2- Preparo da amostra a ser purificada:

Foram pesados 250 mg do veneno bruto de B. jararacussu e adicionados 1,0ml
de tampéo Fo(NH,) 0.05M pH 3,5, apds homogeinizacéo, o material foi centrifugado
por 10 minutos em baixa velocidade. O sobrenadante foi retirado e reservado, foram
adicionados mais 1.0 ml do mesmo tampdo ao precipitado e foi levado a
centrifugagio nas mesmas condigbes por mais 10 minutos.O sobrenadante foi
retirado e misturado ao anterior. A amostra foi entdo submetida a uma leitura a
280nm de absorbincia, retirou-se uma aliquota para testes enzimaticos e o restante foi
aplicado a coluna de Sephadex G-75. Foram coletadas fragdes de 8ml/tubo num
fluxo de 24 ml/hora em um coletor FRACSIL 100 a temperatura ambiente. As fragdes
tiveram sua absorbancia medida em um espectrofotdmetro UV-VIS SPEKOL. Tragou-
se um grafico das respectivas fragdes e sua leitura de absorbancia a 280nm, os picos
foram reunidos, liofilizados e armazenados 4 -20°C.

3.3.2- Subfracionamento da fraciio J3 de B. jararacussu em resina de troca
1on1ca;

3.3.2.1- Preparo da resina SP-Sephadex C-25

Inicialmente a resina foi suspendida em uma solugdo de NaOH 0,5N por 5
minutos. Posteriormente, a resina foi colocada em um funil de placa sinterizada e foi
lavada exaustivamente com dgua até que atingisse pH 7,0. Repetiu-se a operagédo
utilizando solugéio de HC1 0,5N. Finalmente, a resina foi suspensa em tamp#o acetato
de aménio Ac(NHy) 0,1M pH 35,0.
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3.3.2.2- Preparo da amostra a ser purificada:

Foram dosados 33,92mg da fragio J3 liofilizada ¢ dissolvida em 0,5ml de
tampdo Ac(NH,) 0,IM pH=S5,0, levando a centrifugagio por 5 min. em baixa
velocidade. Separou-se o sobrenadante e adicionou-se mais 0,5ml do tampdo ao
precipitado, centrifugando novamente nas mesmas condigdes. Os sobrenadantes foram
reunidos e aplicados na coluna.

3.3.2.3- Purificagdo das miotoxinas BthTX-I e BthTX-II

A amostra foi eluida com tampio Ac(NH,), inicialmente em menor
concentragdo (0,IM). A seguir iniciou-se um gradiente convexo e continuo de
concentragio, onde um funil situado em um nivel superior contendo o tampdo a ser
substituido pelo de maior concentragio (1,0M e 2,0M), foi conectado a um
erlenmeyer, contendo 125,0 ml do tampéo inicial sob volume e agitagdo constantes e
diretamente ligado a coluna. Fragdes de 3,0ml foram coletadas num fluxo de 20,0
ml/hora em um coletor FRACSIL 100 & temperatura ambiente. De cada fragéo foi
lida a absorbancia em 280,0 nm em espectrofotémetro Spekol. O grafico foi tragado e
os picos foram reunidos e liofilizados.

3.3.2.4- Dialise das frages:

As fragSes foram dializadas contra Acido Acético 0,01M a 40C sob agitagio
constante. Foram feitas trés trocas por 24 horas. Utilizou-se o reagente de Nessler
para verificar a presenga do fon Aménio, a cor amarelo forte indicava a necessidade
de continuar a dialise.

3.4 - Determinacio quantitativa de Proteinas:

As dosagens protéicas em solugdes contendo de 0,1 a 2,0 mg de proteina foram
realizadas pelo método do Microbiureto (Itzhaki e Gill, 1964). A soroalbumina bovina
foi utilizada para estimar a reta padréo.

3.5 - Determinacéo da Atividade Fosfolipasica: (De Haas et al. 1968)

A atividade fosfolipasica (PLA;) foi utilizada para o acompanhamento da
purificagdo das miotoxinas. Usou-se como substrato a gema de ovo em presenga de
desoxicolato de sodio 0,03M e CaCl, 0,6M na proporgio de 1,5:1,0:0,1 ml
respectivamente para cada 10,0ml de solugio.
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Foram utilizadas sempre 10ug de amostra para cada ensaio enzimitico. A
determinagio da atividade PLA2 se baseia na liberagio de acidos graxos presentes
na gema do ovo e que sdo titulados com NaOH 0,0935N em pH 8,0. A atividade
especifica € expressa em microequivalentes de base consumida por minuto, por mg de
proteina.

3.6 - Cnitérios de pureza:

O processo de purificagéo da toxina foi acompanhado por eletroforese em gel
de poliacrilamida em condig¢Ses nativas.

3.6.1- PAGE Nio desnaturante:

Permite a analise das proteinas quanto ao seu grau de pureza sob condigdes
nativas. Foi realizada como descrito por Reisfeld (1962) com pequenas modificagSes.

SOLUCOES VOLUME

ESTOQUE (ud
Selucio C 3.300
Solucio A 1.500
PSA (24mg/2,25mi 2.250
dgua)
TEMED 70
H;0 q.5p 7.950

Apos preparada a soluglo do gel, esta foi colocada entre duas placas de vidro
previamente preparadas para que polimerizasse.

Foi utilizado somente o gel de resolugio preparado como descrito acima. Antes
da aplicagio da amostra foi feita uma pré-corrida, usando-se uma corrente de 12mA
por 30 minutos.



SOLUCOES QUANTIDADES
A KOH IN 48,0 ml
Hac. glacial 17,2 ml
H20 g.s.p 100,0 mi
C Acrilamida 48,0 g
Bis acrilamida 1,6¢g
H20 g.s.p 100,0 ml
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A solugdo do eletrodo foi formada por tampdo B-alanina e acido acético 0,35M pH
4,3, dez vezes diluido no momento do uso. As amostras foram preparadas usando
10ul de glicerol para cada 100ul de amostra. A corrida foi feita 4 uma corrente
constante de 12mA, o indicador usado foi a fuscina basica e o tempo de corrida foi de

aproximadamente 60 minutos ou quando a fucsina atingiu a altura mediana da placa.

3.6.2.- PAGE Desnaturante (SDS) (LAEMMLI and LAVRE, 1973):

Permite a separagio das proteinas de acordo com seu peso molecular.O
padréo utilizado foi o Dalton Mark (Sigma). O gel foi preparado a 15% conforme

descrigiio a baixo.

SOLUCOES GEL DE SEPARAGAO (ul) | GEL DE EMPILHAMENTO

)

Tris-HCI 2M pH 6,8 - 250

Tris-HCl 2M pH 8,8 2.350 -

H,O desionizada 125 40

EDTA 200mM 125 40

Acril-Bis (30:08) 6.250 650

H,O desionizada 3.500 2.960

Temed 15 S

PSA (10%) 75 35




A ¢ amestras Fargm nr
ASamesy a% oram F! Lo

paradas, utilizande 50 ul de STOP (solugiio de Tris-
0.1M pH 8.8, contendo glicerol a 10% e azul de Bromofenol a 0,1%) e 10ul de
Pmercaptoetanol para cada 100ul de amostra, que foram entio aquecidas em banho-

maria por 2 minutos.

O tampao do eletrodo superior foi composto por Tris-glicina pH 8,3, conforme
receita abaixo:

Tris 0.1M (30g)

EDTA 78 mM (7,25¢)

Completar para 2,0 |

Glicina 0,77 (144g) ‘

| 3DS 0.3% (7.52)

-
H

I

Compietar para 2 31

* O tampido do eletrodo inferior ¢ idéntico ao superior, com excegio de que
nav se coloca ghcina.

A corrida toi teita a uma corrente constante de 20mA por 1:30h, o indicador
utilizado fot o Azul de Bromofenol presente na solugio STOP.

Ok R EYY et feias i
LA ETITE A0Y Z0iE]

Apos a comida, og géis foram corados por 10 minutos em Coomassie
Brilliant Blue G-250 0,1 % (p/v) dissolvido em agua, metanol e acido acético
{(40:30:10v/v) e descorados em solugdo constituida de agua, etanol e acido acetico
(60:30:10 v/v). Em seguida foram colocados em uma solugio de secagem formada
peor acido acético a 7%. Entio, colocou-se o gel em meio de duas folhas de celofane
umedecidas em agua, prendendo com bastidores. Para evitar possives rachaduras,
passou-se glicerol nos geis que finalmente foram deixados para secar em temperatura
ambiente ou em estufa a baixa temperatura.

3.7- Produgao de Anticorpos policionais:

3.7.1- Ammmais utilizados:

Foram utilizados para imunizagio 4,0 coelhos machos, previamente comprados
em casas de amimais nesta cidade.
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3.7.2- Preparo das amostras para imunizagio:

O antigeno foi preparado no momento da imunizagio utilizando-se 200ug da
toxina, inicialmente homogeinizada com 1,0ml de tampédo PBS pH 7,2 e com 1,0ml de
Adjuvante de Freund até a formagéo de uma emulsiio densa.

Na primeira dose da imunizag#o utilizou-se adjuvante completo e nas demais
adjuvante incompleto.

3.7.3 - Cronograma de Imunizagéo:

As injegOes com o antigeno foram aplicadas em quatro coelhos, dois foram
imunizados com BthTX-I e dois com BthTX-II, em doses com intervalo del? dias,
conforme esquema abaixo:

Dose Qtde.(ug) | Adjuvante Vol. Via Local Interv
final(ml) (dias)
12 200 ACF 1,0 ™M Pata diant. 12
28 200 AIF 1,0 M Pata traz. 12
3* 100 AIF 1,0 M Pata diant. 12
42 100 Sem adj. 1.0 EV Orelha 3-6

O soro foi testado por imunodifusdo e/ou ELISA para se verificar a produgio
de anticorpos. Se necessario retornava-se a 3% dose.
Legenda do esquema de imunizag#o:
ACF: Adjuvante completo de Freund
AlIF: Adjuvante incompleto de Freund
IM: via intra muscular

ED: via endovenosa
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Preparo do tampdo PBS 0,15M pH 7,2

NacCl 1,60g
KCl 0,04g
KH,PO, 0,04¢g
Naz:HPO4 0,23g
H,O gs.p 200 ml

3.7.4 - Verificagio da presenca de anticorpos:

Inicialmente foram feitas sangrias parciais onde se coletou aproximadamente
3.0 ml de sangue para realizagiio dos testes. O sangue coletado foi incubado a 37°C
por 1,0 hora, sendo posteriormente armazenado a 4°C por 24 horas. Logo apés o soro
foi separado. Aliquotado e armazenado a -20°C.

3.7.4.1- ELISA (MINEO, 1982):

O teste foi realizado em uma placa de PVC contendo pocinhos aos quais se
adicionou inicialmente o antigeno e tampéio carbonato- bicarbonato pH 9,5. A placa
foi mantida a 4°C ovemight, sendo entiio lavada por 3,0 vezes, 5 minutos com tampio
PBS. Os soros diluidos (de 1/10 a 1/5120)foram incubados por 45’a 37°. A placa foi
novamente lavada com PBS 0,15M e foi adicionado o conjugado anti-IgG de coelho
marcado com peroxidase. Em seguida colocou-se solugéo reveladora (4gua oxigenada
+ OPD) em tampio citrato. A positividade da reagdo foi entdo aferida por leitor de
Elisa (TITERTEK MULTISKAN PLUS MK-11) a 492nm.

3.7.4.2- Imunodifusdo (OUCHTERLONY, 1986):

Em uma lamina de vidro foi colocado agar a 10%, onde foram feitos furos,
sendo um central e outros seis em volta deste. Nestes pogos laterais foi colocado o
SOro com provaveis anticorpos, cada pogo apresenta uma diluigéo diferente iniciando
de 1/2 até 1/32 sentido horario, no pogo central colocou-se o antigeno numa
concentragio de 1mg/ml.Utilizou-se 20ul de cada dilui¢do bem como do antigeno.
Uma linha de precipitagio pode ser notada apo6s 24 horas do inicio do experimento,
indicando reag#o positiva.
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Os géis de imunodifusio foram retirados das laminas ¢ colocados em placas de
Petri contendo PBS e deixados sob agitagéo constante por 24 horas, durante as quais
foram realizadas trés trocas do tampéo PBS. Desse modo, as protéinas que nio fazem
parte da reagfio antigeno-anticorpo sio eluidas do gel. Antes de serem corados, os
geis foram colocados em H,0 desionizada ainda sob agitagiio por duas horas, a fim de
que o excesso de sal seja retirado. Finalmente, os geis foram corados em solugiio de
Coomassie Blue G-250 0,1% preparado conforme item 3.6.2. ¢ descorados em
solugdo de dgua, etanol e acido acético. Passaram para a solugido fixadora contendo
acido acético (7%), dgua e glicerol. Entiio os géis foram colocados entre duas folhas
de celofane, umedecidas em dgua e firmemente presas em placas de vidro por fita
crepe. Os géis foram entdo deixados a temperatura ambiente para secarem.
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4 - Resultados:

4.1- Gel filtragiio em Sephadex G-75

Para purificar as miotoxinas inicialmente foi realizada uma filtragdo em gel de
Sephadex G-75 como descrito no item 2.3.1. A figura 01 mostra o perfil
cromatografico obtido e a atividade fosfolipasica. Foram obtidos 4 picos
denominados J1, J2, J3 e J4, e a atividade fosfolipasica ficou restrita ao pico 03,
Apos a eluigio, os picos foram liofilizados e armazenados & -20°C. A dosagem de
proteinas (Tab.01)demonstrou que a fragio I3, que contem as fosfolipases ¢
miotoxinas da pegonha representa aproximadamente 40% de seu peso seco.

Tab. 01- Dosagem proteica pelo microbiureto da filtragio do veneno bruto de B.
Jararacussu.

AMOSTRA mg de proteinas totais % de Veneno bruto
VB 161,04 100,0
J1 18,4 11,4
J2 29,0 18,0
J3 67,8 42,1
J4 12,7 7,8
RECUPERACAO 127,9 79,3

4.2- Cromatografia de troca idnica em SP-Sephadex C-25

O segundo passo na purificagdo das miotoxinas foi o subfracionamento da
fragdo J3. Este ocorreu conforme item 2.3.2. As subfragoes foram denominadas de
Spl a SpV e estdo demonstradas na fig. 02. As subfragdes foram dializadas para
retirada do excesso de sal, liofilizadas e armazenadas a -20°C. A dosagem das
subfragSes estd indicada na tabela II ¢ mostra uma recuperagao de 58%, o0 que estd



dentro dos padrdes considerados ja que SpII foi perdida durante o fracionamento. A
atividade fosfolipasica resultante do subfracionamento ¢ apresentada na fig. 03 e
indica que Spl, Splll e SpIV retém a atividade PLA,. Spl demostrou uma atividade
PLA2 duas vezes maior que o veneno bruto enquanto Splll apresentou
aproximadamente a metade da atividade em relagio ac veneno brute e SpIv
apresentou uma atividade proxima ao veneno bruto. SpV nio apresentou atividade
PLAZ, mesmo quando se utilizou 20ug da fragio, ou seja 2 vezes o que se utilizou
com outras fragoes.

Tab. 02- Dosagem proteica pelo microbiureto das subfragies do veneno bruto  de
B. jararacussu referente ao fracionamento de J3.

AMOSTRA mg de proteinas totais % de Veneno bruto
3 33,92 100
Spl 0,24 0,70
Spll - -
SpII 0,40 1,18
SplvV 2,95 8,70
_____ SpV 14,5 42,70
RECUPERACAO 18,09 53,68

* Spll ndo foi quantiticada, pois foi perdida durante o fracionamento.

4.3- Eletroforeses:
A purificagdo das proteinas foi acompanhada por eletroforeses, descritas no
item 3.6. em condigdes nativas e desnaturantes (SDS) indicada na fig. 04.

A PAGE em condigdes nativas indicou a presen¢a de banda unica para as
subfragoes SpIV (BthTX-) e SpV (BthTX-D) (fig. 04a) e permitiu a comparagdo das
fragSes purificadas por HOMSI-BRANDEBURGO(1987) € BORGES (neste trabalho)
(fig. Odc). Enquanto a SDS (fig. 04b) indicou a similaridade de BthTX-I e BthTX-II
quanto ao peso molecular.
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Fig.:01 - Filtragdo de 250mg dé VB de Botrhops jararacussu

em Sephadex G-75.

Fluxo: 24,0 mi/hora-8ml/tubo Coluna: 90 x 1,3cm

Tampéo Fo(NH4) 0,05M pH 3.5
Temperatura ambiente,
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Fig. 02: Cromatografia em troca idnica de 33,92mg da fragio J3 de B.
Jararacussu em SP- Sephadex C-25
Fluxo: 20ml/hora - 3ml/tubo Coluna: 37 x 1,3 cm
Tampido: Ac(NH,) 0,1M pH 5,0 Temperatura ambiente.
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Fig.:03-  Atividade fosfolipasica especifica  referente  ao
subfracionamento de J3 em SP-Sephadex C-25, realizada sobre a gema
de ovo com 10ug do veneno bruto e suas fragdes.As amostras foram
aplicadas no substrato de reacéo pH 8,0 e tituladas com NaOH
0.0935N por 3.0 minutos a temperatura ambiente.
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Fig.:04a - Eletroforese em gel de Poliacrilamida em condigdes nativas.
Pré-corrida: 12mA, corrente constante por 307
Corrida: 12mA, corrente constante por 30°.
Tampéo: B-alanina pH 4,3
Indicador: Fucsina Basica.
Temperatura ambiente.
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Fig.:04b - Eletroforese em gel de Poliacrilamida a 15% com SDS.
Corrida; 20mA, corrente constante por uma hora e meia.
Temperatura ambiente.

Padriio; Dalton Marck VII-L (PM 14000-7000) Sigma.
1- Albumina Bovina: 66.000
2- Albumina Ovo: 45.000
3- Gliceraldeido 3P desidrogenase: 36.000
4- Anidrase Carbdnica: 29.000
5- Tripisnogénio (PMSF): 24.000
6- Tripsina inibidor: 20.100
7- o~ Lactoalbumina: 14.200
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Fig.:04c- Eletroforese em gel de Poliacrilamida em condigoes nativas para
comparagdo das amostras purificadas por HOMSI-BRANDEBURGO
(1987) ¢ BORGES (neste trabalho).
Pré-corrida: 12mA, corrente constante por 30°.
Corrida: 12mA, corrente constante por 50°.
Tampdo: P-alanina pH 4,3
Indicador: Fucsina Basica.
Temperatura ambiente.
Amostras de Borges: 1- VB 2-J3 3-Spl 4-SpIV 5-SpV
Amostras de Homei-Brandeburgo: 6- SpV 7-SpIV 8-J3 9-VB
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4.4- Cronograma da Purificagio de miotoxinas presentes no veneno bruto de B.

Pegonha Total

Fo{NH;) 0,05SM pH 3,5

e

Sobrenadante amarelo

Filtragdo em Sephadex G-75

n 2 I3 J4

:
i Ac(NH4) 0,1M a 2,0M pH 5,0
i
Sobrenadante branco

Cromatografia em SP-Sephadex

C-25
T
Spl Spll Splt Sp[‘\/ Sp}f’
l |

BthTX-II BthTX-I
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4.5- Produgdo de Anticorpos:

As miotoxinas purificadas foram preparadas para imuniza¢do conforme item
3.7.2.Dois lotes contendo 4 coelhos cada foram utilizados para as imunizagdes. Em
cada lote, 2 coelhos foram imunizados com BthTX-I e os outros 2 com BthTX-IL

No 1° lote, apds a 4a. Dese foi feita uma sangria parcial ¢ o soro foi testado
quanto a produgao de anticorpos por ELISA. que indicou um titulo de
aproximadamente 5.000, ou seja para uma diluigdo do soro de 5000 vezes, o teste
ainda se mostrou positivo.(fig 05).

No 2° lote, um dos amimais imunizados com BthTX-1 morreu durante o
experimento.  Apos a primeira sangria, o soro foi testado pelo método de
imunodifusdo, ndo apresentando nenhum titulo, sendo necessario retornar ao esquema
de imunizagio conforme item 3.7.3. Foram feitas mais 4 doses de 200ug da toxina,
obtendo apos novos testes um titulo ainda muito baixo, entdo foi aplicada uma dose
de 500ug para cada coelho e feita uma sangna total.

A imunodifusio realizada para o 1° lote de coelhos, mostrou a especificidade
do anticorpo frente ao antigeno, através da formagido de linhas de precipitagio. A
imunodifusdo também mostrou a existéncia de reagoes cruzadas, quando o soro de
coelhos imunizados com BthTx-I foi testado com antigeno BthTX-II e vice-versa. Os
resultados sdo mostrados na tab.03 e figura 06.

.Tab.03a- Teste de Imunoditusio realizado com cinco diluigdes do soro bruto
obtido a partir de BthTX-I e BthTX-II presentes no veneno de B.
Jjararacussu  para o 1° lote de coelhos.

Coelho Soro Antigeno | Linha de precipitagdo
1 SpIv SpIV +
SpV +*
2 SpIv Splv +
SpV +*
3 SpV Splv +%
SpV +
4 SpV SpIv +X
SpV +

* Observar a presenga de reagoes cruzadas,
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Fig.:05 - Teste Elisa realizado para o 1° lote de coelhos.
As colunas de 1 a 10 indicam as diluigées do soro bruto que vdo 1/10 a
1/5120. As colunas 11 e 12 representam os brancos e nio contém os
antigenos. As linhas A, B, C e D mostram os soros testes em duplicata. A
linha E representa os soros negativos de coclhos ndo imunizados. Na placa
F foi sensibilizada com BthTX-T e a placa G com BthTX-1.
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“Tab.03b- Teste de Imunodifusio realizado com cinco diluigdes do soro bruto obtido
a partir de BthTX-I e BthTX-II presentes no veneno de B. jararacussu

para o 2% lote de coelhos.

Coelho | Soro | Antigeno | Linha de precipitagio
1 SpIv | Splv +

2 SpIv | SpIV 2

3 | SpvV | Spv

4 o - -

¢ Reagdo negativa

e Morreu durante o experimento.
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- Teste imunodifusdo realizado para o soro bruto obtido a partir de BthTX-1
¢ BthTX-I presentes no veneno de Bothrops jararacassu para O 1° lote
de coelhos. - Reaglo especifica.

[ I

B

Soro

SplV
SpIv
SpV
SpV

Antigeno

Splv
Splv
SpV
SpV
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] - Discussoes e Conclusdes:

Dentre os animais pegonhentos capazes de provocar acidentes graves em suas
presas, podemos destacar as serpentes. A pegonha destes répteis pode produzir
efeitos deletérios sobre suas vitimas, entre as quais s¢ incluem os seres humanos,
provocando um quadro clinico que muitas vezes leva a perda de membros ou até
mesmo a morte.

A maioria dos acidentes com serpentes no Brasil séo provocados pelo género
Bothrops (GUTIERREZ, et al 1991). Na regiéo do Triangulo Mineiro se destacam as
especies de B.moojeni ¢ B newwiedi (NISHIOKA and SILVEIRA, 1992). O
envenenamento bothrépico se caracteriza por danos locais e imediatos tais como: dor,
mionecroge, hemorragia e edema, podendo ainda chegar a complicagdes
cardiovasculares, choque hipovolémico, desordens na coagulagio (GUT[ERREZ et al
1989), liberagiio de substancias vasoativas como a histamina e a bradicinina (
SELISTRE et al, 1990), complicag3es renais e at¢ mesmo a morte.

Os estudos do veneno de B. jararacussu tem tido relevancia cada vez maior, o
isolamento de substancias presentes no veneno, permite entender melhor a acgédo de
cada componente do veneno total e buscar assim mecanismos que possam reverter a
sintomatologia.

Este trabalho visou a purificagdo dos componentes miotdxicos presentes no
veneno de B. jararacussu e a posterior produgdo de anticorpos a partir dessas
miotoxinas.

Os passos de purificagdo se deram conforme descrito por HOMSI-
BRANDEBURGO et al (1988). Trabalhos anteriores, realizados em nosso laboratério
mostram que 0 Veneno possui como atividades enzimaticas as atividades coagulante,
hemorragica e fosfolipasica.

O fracionamento do veneno bruto apresentou quatro picos, denominados de J1,
12, J3 ¢ JA. A resina utilizada neste fracionamento foi a Sephadex G-75 que
constituida de poros, por onde as proteinas de baixo peso molecular penetram,
ficando assim, retidas por mais tempo na coluna que as proteinas de peso molecular
alto, j& que estas passam diretamente, sem penetrar nos poros. Portanto, a fragdo J4
deve ser formada por peptideos, pois ¢ a Ultima fragio a ser eluida. SOARES (1994)
a0 fracionar o mesmo veneno em nosso laboratério, utilizando tampéio bicarbonato de
aménio 0,05M pH 7,4, obteve também 4 picos e os caracterizou com suas respectivas
atividades, desse modo o pico 1 induzia hemorragia, agrega¢do plaquetdria
espontinea ¢ atividade coagulante, enquanto a atividade fosfolipasica ficou contida
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nos picos 2 ¢ 3. A agregagdo plaquetaria foi observada no pico 4 ¢ em menor
quantidade nos picos 2 e 3.

Neste trabalho, testamos apenas a atividade PLA, que ao ser comparada ao
trabalho de nosso colega teve um deslocamento apresentando-se apenas no pico 3.
Este fato pode ser devido a diferenga nas condigdes de purificagio, tais como o pH.

Ao comparar nosso fracionamento com o de HOMSI-BRANDEBURGO (1987)
observamos o mesmo perfil, com obtengdo de quatro picos dos quais somente 0 3®
retém a atividade PLA,.

O segundo passo de purificagdo das miotoxinas foi o subfracionamento de J3
em SP-Sephadex C-25 que forneceu 5 picos, denominados de Spl a SpV. Essa resina
separa as proteinas de acordo com a carga resultante, assim as proteinas de sinais
contrario se ligam a resina, sendo eluidas quando ¢ colocado um tampéo com forga
i6nica maior (COLLINS et al, 1993).

Estes resultados sio condizentes com os de HOMSI-BRANDEBURGO (1987)
que ao subfracionar J3 obteve também cinco picos. Houve apenas ligeiras alteragoes
no perfil cromatografico, sendo que em nosso trabatho a fragdo Spl se dividiu em dois
picos.

Neste estudo, verificamos que a atividade PLA,; foi encontrada em Spl, (Spll
nio foi ensaiada quanto a PLA, porém acredita-se que esta fragdo também devesse
apresentar atividade), Splll apresentou uma atividade residual (mesmo quando se
utilizou 3vezes mais a quantidade ensaiada), SpIV apresentou uma atividade PLA,
consideravel, enquanto SpV néo apresentou atividade PLA, mesmo quando testada
para 20pg de amostra, ou seja o dobro usado para outras fragoes. HOMSI-
BRANDEBURGO (1987) ao caracterizar as subfragdes quanto a atividade PLA,,
obteve resultados semethantes.Nos trabalhos de HOMSI-BRANDEBURGO (1987),
Spll apresentou uma atividade PLA; maior que SpIV, enquanto neste trabalho Splv
apresentou maior atividade. Essas diferengas encontradas entre o nosso trabalho e o
da referida autora acima citada podem ser devidas ao “pool” de veneno utilizado,
pois a qualidade do “pool” depende de varios fatores tais como a estagéo de coleta,
a morfologia, o sexa e a idade do espécime, além de variagdes geograficas
(CHIPPAUX, 1991). Esses fatores contribuem para variagdes de um pool para outro,
o que pode provocar pequenas alteragSes nas caracteristicas do veneno total.

HOMSI-BRANDEBURGO (1987) também caracterizou a subfragdes quanto a
presenga ou ausencia de miotoxicidade, observando apés efetuar injegdes no misculo
tibial anterior de camundongos que as subfragdes Spl a Splll ndo induziram nenhum
efeito patolégico. enquanto SpIV e SpV causaram intensa mionecrose, sendo que SpV
apresenta regeneragiio mais rapida que SpIV.
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A dosagem de proteinas das fragSes obtidas a partir da filtragio em Sephadex
G-75 mostrou que a fragiio J3 representa aproximadamente 40% (TAB. 01) do veneno
bruto. SpV representa aproximadamente 40% da fragio J3 (TAB. 02) e 18% do
veneno bruto. Essas proporgdes sdo muito semelhantes ao trabalho de HOMSI-
BRANDEBURGO (1987.

As resolugbes em eletroforese para PAGE nao desnaturante mostram bandas
anicas para SpIV ¢ SpV(fig), indicando que as proteinas estéio em alto grau de pureza.
PAGE SDS para agentes desnaturantes (fig.) mostrou que SpIV e SpV tém
aproximadamente o mesmo peso molecular, em tomo de 14.000, como revelado pelo
padrao utilizado

Virias eletroforeses em condigdes nativas foram feitas colocando as amostras
fracionadas por HOMSI-BRANDEBURGO (1 987) e as obtidas neste trabalho a fim
de comparagio do perfil eletroforético destas proteinas. (Fig.: 04¢)

Para confirmar a pureza relativa dessas fragoes, HOMSI-BRANDEBURGO
(1987) realizou a andlise amino-terminal dos trés ultimos picos Splll, SpIV e SpV,
obtendo apenas um residuo amino-terminal para cada uma dessas proteinas.

Embora nio tenhamos realizado testes de miotoxicidade acreditamos que as
fragdes SpIV e SpV purificadas neste trabalho, correspondem as fragoes miotoxicas
purificadas por HOMSI-BRANDEBURGO (1987), pois houve apenas ligeiras
alterages entre os resultados por ela encontrados e os aqui apresentados. Atividade
PLA,, comparagio de dosagens e eletroforeses foram definitivos para se acreditar que
as proteinas por nos purificadas sdo as mesmas miotoxinas presentes no trabalho da
referida autora.

Vérias miotoxinas tém sido isoladas de venenos de serpentes. Uma
classificacdo mais antiga divide essas miotoxinas em trés grupos: a) miotoxinas
fosfolipasicas: a) notexina e crotoxina (GUTIERREZ et al 1984; HARRIS, et al 1984);
b) cardiotoxinas presentes nos venenos elapidicos (GUTIERREZ et al, 1984; LAI et
al, 1972; DUCHEN et al, 1974; CHANG, 1979); ¢) pequenas toxinas basicas como a
miotoxina o e a crotamina (GUT]ERREZ et al, 1984; CAMERON e TU, 1977,
OWNBY et al, 1976 ).

Estudos de venenos botropicos levaram ao isolamento de novas miotoxinas
com propriedades que diferiam da classificagido acima. Assim, foram isoladas
miotoxinas com atividades PLA, e anticoagulante (GUTIERREZ et al, 1984a,b,c,
1986a: KAISER et al, 1990; LOMONTE e GUTIERREZ, 1989; FRANCIS et al,
1991); miotoxinas basicas com pequena atividade PLA, (HOMSI-BRANDEBURGO



40

et al. 1988; GUTIERREZ et al,1991; HELUANY et al, 1992); ¢ sem atividade PLA;,
mas com peso molecular e estrutura semelhante a fosfolipases (GUTIERREZ et
al. 1986 b; HOMSI-BRANDEBURGO et al. 1988, LOMONTE, et al, 1990 )
miotoxinas dcidas com atividades PLA, e anticoagulante. Desse modo surgiu um novo
grupo de miotoxinas que ndo apresentam atividade PLA;, mas que possuem estrutura
semelhante as fosfolipases.

Os veneno de Botrhrops jararacussu contém duas fragdes miotoxicas (SpV ¢
SPIV) chamadas de Bothropstoxina I (BthTX-1 ) e Bothropstoxina II (BthTX-II),
respectivamente. BthTX-II apresenta atividade PLA; enquanto BthTX-I ndo apresenta
(HOMSI-BRANDEBURGO at al, 1988

As fosfolipases A, permitem a hidrolise da ligagdo do 2-acil éster de 3n-
fosfolipideo, liberando acidos graxos livres. Estdo presentes em muitos tecidos de
mamiferos e também em pegonhas como nas botrépicas, sendo responsaveis por
diversas ac¢des toxicas tais como atividade miotoxica, indugdo ou inibigdo da
agregaciio plaquetdria, além de apresentarem efeitos hemoliticos, edematogénmicos e
anticoagulante (KINI e EVANS, 1989). Um mesmo veneno pode apresentar varias
isoformas de PLA(VALIENTE, 1992). Segundo GUTIERREZ, et al 1984, as
fosfolipases se ligam a membrana plasmatica provocando a reagdo enzimatica,
promovendo um rapido aumento no nivel de creatina quinase no plasma e de calcio
citossolico, o que ¢ provavelmente consequéncia da ruptura da integridade da
membrana.

KAISER (1990) isolou uma fosfolipase A; basica, miotoxica, e com atividade
anticoagulante, do veneno de B. asper. Essa fosfolipase ¢ conhecida como miotoxina
I Varios estudos foram realizados para identificar a relagao entre a miotoxicidade € a
atividade catalitica da PLA,bem como o mecanismo pelo qual as enzimas causam oS
efeitos nocivos.(KASTURI, 1990)

ModificagSes no sitio ativo da His 48 levaram a perda da atividade catalitica
¢ a diminuigiio da toxicidade entre outras propriedades, sugerindo que a atividade ¢
essencial para a produgio dos sintomas patolégicos (KASTURIL, 1990). Porém, ao
prosseguir seus estudos, KASTURI (1990) realizou modifica¢bes quimicas nos
aminodcidos especificos, mostrando que ndo ha ligagao direta entre a atividade
enzimatica e a miotoxicidade. Talvez haja dentro da molécula de PLA; regides
separadas responsaveis pela atividade catalitica e outra responsavel pelas
caracteristicas farmacologicas, assim esses efeitos sdo independentes da hidrélise do
fosfolipideo. E exatamente isso que € proposto por KASTURI (1990), quando mostra
a presenga de sitios distintos em uma mesma molécula responsaveis pela
neurotoxicidade, atividade catalitica, atividade coagulante e miotoxica.

Anticorpos especificos contra fosfolipase A, poedem inibir a atividade de
fosfolipase presente em venenos de espécies intimamente relacionadas. As cadeias
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polipeptidicas da PLA; sdo similares, mas os locais especificos da estrutura podem
variar de uma PLA, para outra. (MOLLIER, 1990).

O estudo e a caracterizagio dos componentes individuais presentes nos
venenos de espécies de mesmo género ¢ importante por possibilitar a obtengdo de
antigenos especificos para imunodiagndsticos, na selecdo dos melhores venenos para
a produgdo de soros, permitindo um melhor entendimento do quadro clinico
provocado pelo envenenamento (Moura-da-Silva, 1991)

As miotoxinas SpIV(BthTX-II) e SpV(BthTX-I) ao serem injetadas em coelhos
induziram a produgdo de anticorpos. Foram realizados dois lotes de imunizagdes, com
amostras puras das toxinas. No primeiro caso a produgao de anticorpos foi testada
por Elisa, onde se obteve um titulo bem elevado de mais de 5.000. No 2° lota de
imunizagdo houve uma baixa produgdo de anticorpos, como constatado por
imunodifusdo.

O enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) € frequentemente usado para
identificagiio e quantificagio de anticorpos contra venenos, produzidos por modelos
animais. Sua caracteristica basica é alta sensibilidade, sendo capaz de detectar
quantidades muito baixas de antigeno ou de anticorpo (LI, 1994).

Os testes de imunodifusio mostram a especificidade desses anticorpos. Apesar
de ser mais especificos siio menos sensiveis, sendo necessario quantidades maiores
de antigenos ou de anticorpos, aproximadamente cerca de 1,0mg/ml. E um método
simples ¢ conveniente para analise dos componentes do veneno e para comparagio
entre os componentes antigénicos de espécies ¢ géneros (CHIPPAUX, 1991).

A presenga de reagdes cruzadas além ser indicativa de parentesco evolutivo,
torna possivel a utilizagao do soro de uma espécie para combater os sintomas
produzidos por outra especie o que ¢ essencial para produgdo de soro a nivel
industrial (LOMONTE, 1990).

Pelos nossos ensaios de imunodifusdo, tanto os anticorpos produzidos contra
BthTX-I como contra BthTX-Il apresentaram reagdo cruzada, pois reconheceram
ambos os antigenos.

Os estudos de HOMSI-BRANDEBURGO (1987) mostram que BthTX-I ¢
BthTX-TI sdo muito semelhantes, possuem peso molecular aproximado. O niimero de
residuos e a composigio em aminoacidos é também muito semelhante para as duas
protéinas. Assim BthTX-I possui, 123 residuos de aminodcidos (para 139 de BthTX-
D), elevado contetido de Asx, Gly e Lys e 16 Cys, o mesmo ocorrendo para BthTX-IL.
Essas semelhancas podem levar a ocorréncias de reagdes cruzadas como mostrado em
nossos resultados.

MOURA DA SILVA et al (1990) realizou um trabalho onde testou anticorpos
formados contra B. jararacussu em diversas espécies do género Bothrops. Utilizou
como antigeno as espécies de B.moojeni, neuwiedi, pradoi, jararaca, alternatus,
atrox, cotiara e erytromelas. Seus resultados mostraram um alto grau de afinidade
entre B. jararacussu e as especies de moojeni, neuwiedi e pradoi. Houve pequena
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reagdo com B. jararaca porém, alternatus, atrox, coliara ¢ eryiromelas nio
apresentaram nenhuma reagao.

LOMONTE et al (1990) também realizaram um estudo semelhante utilizando
outras espécies botropicas e obtiveram resultados concordantes com os de MOURA
DA SILVA (1990).

Nosso trabalho ainda prossegue numa tentativa de purificar os anticorpos
produzidos a fim de utilizd-los na detecgdo de miotoxinas presentes em outras
espécies. Sempre com o firme proposito de que a bioquimica, constituinte principal
da vida na terra, encerra grandes segredos que vio sendo desvendados pouco a
pouco, mas que contribuem enormente para a melhora da vida na Terra. Nao foge a
regra no que diz respeito aos animais pegonhentos,onde a busca de informagdes
possibilitam o seu estudo e dos efeitos que suas substancias podem ftrazer aos
organismos vivoes como um todo.
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