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RESUMO




O veneno de Bothrops lanceolatus exerce varias atividades biologicas, dentre elas a
atividade hemolitica indireta. Neste trabalho verificamos algumas das caracteristicas desta

atividade in vitro.

O veneno induziu hemolise indireta em eritrocitos de cavalo, boi, rato e carneiro, sendo
que, dentre essas espécies, a primeira foi mais sensivel; ndao houve atividade hemolitica

direta. A hemolise foi concentragdo-dependente e atenuada em temperaturas >40°C.

O tratamento do veneno com brometo de p-bromofenacil aboliu a atividade da fosfolipase

A; (PLA;) do veneno e impediu a hemolise.

Corroborando estes achados, uma PLA; acida purificada deste veneno também induziu

hemolise. Esta PLA; reagiu contra o anti-soro do veneno de B. lanceolatus.

Estes resultados indicam que atividade hemolitica do veneno de B. lanceolatus ¢ mediada
pela PLA;. A reagdo cruzada da PLA; com o anti-soro sugere que a atividade desta enzima

pode eficazmente ser neutralizada durante a terapia sorologica.

Resumo



ABSTRACT




Bothrops lanceolatus venom exerts a variety of biological activities, including indirect

hemolysis. In this work, we examined some of the characteristics of this activity in vitro.

The venom caused indirect hemolysis in horse, ox, rat and sheep erythrocytes, with the first
of these species being the most sensitive; there was no direct hemolysis. The hemolysis was

concentration-dependent and was markedly attenuated at >40°C.

Treatment of the venom with p-bromophenacyl bromide abolished the phospholipase A;

(PLA,) activity of the venom and prevented the hemolysis.

In agreement with this finding, an acidic PLA;, purified from this venom also caused

hemolysis. This PLA; reacted with antivenom against B. lanceolatus venom.

These results indicate that the hemolytic activity of B. lanceolatus venom is mediated by
PLA,. The cross-reactivity of the PLA, with antivenom suggests that the activity of this

enzyme may be effectively neutralized during antivenom therapy.

Abstract
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I- INTRODUCAO



1.1- Breve histérico do ofidismo no contexto Brasil Colonia

Os animais fazem parte do cotidiano e imaginario humano, especialmente as
serpentes, servindo de inspiragdo para muitas crengas, lendas e mitos. No Brasil Coldnia o
conhecimento sobre esses animais se devem as informacdes tomadas ndo sé dos
observadores, mas também a partir de relatos dos indios e dos “linguas” (brancos que
sabiam falar a lingua dos nativos), resultando em uma mistura dos universos mitologicos:
indigena e europeu. Além disso, poderia-se dizer de modo simplificado, que nessa etapa do
conhecimento do outro, estabelece-se o paralelismo — indio / animal / deménio — pedra
fundamental para a constru¢io da justificativa ideologica da conquista e dominacdo. Em
outras palavras, torna-se necessario aos conquistadores justificar a forca e violéncia
empregada em relagdo ao nativo: deve-se subjuga-lo, assim como se devem subjugar os
animais e o deménio. E, portanto, dentro desse quadro, que, em linhas gerais, comparecem
os animais pegonhentos na literatura colonial: subordinados a visio que o europeu tem do

nativo (FREDERICO, 2003).

1.2- Acidentes por animais peconhentos

Na Terra existem aproximadamente 3.000 espécies de serpentes, sendo que

apenas 410 sdo consideradas venenosas (BARRAVIERA & PEREIRA, 1994).

As serpentes venenosas pertencem a cinco familias: Hydrophiidae, Elapidae,
Colubridae, Crotalidae e Viperidae (WUSTER, GOLAY, WARRELL, 1997). esta ultima
dividindo-se em trés subfamilias: Viperinae, Azemiopinae e Crotalinae (FRANCO, 2003).

No Brasil. existem aproximadamente 321 espécies de serpentes
(FRANCO, 2003), sendo que as venenosas pertencem as familias Elapidae e Viperidae. O
unico género da familia Elapidae no pais € o Micrurus, cujas espécies sio popularmente
conhecidas por corais. Na subfamilia Crotalinae, incluem-se as serpentes dos géneros

Bothrops, Crotalus e Lachesis (BRASIL, 2002)’

ub/GVE/GVEQ501A htm
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Dentre os acidentes por animais pegonhentos, o ofidismo € o principal deles,
pela sua frequéncia e gravidade. Ocorre em todas as regides e estados brasileiros e é um
importante problema de saude, quando ndo se institui a soroterapia de forma precoée e
adequada. Cerca de 75% dos casos notificados sdo atribuidos as serpentes do género
Bothrops (sendo que no estado de Sdo Paulo ¢ responsavel por mais de 90% dos casos de
acidentes ofidicos atendidos no Hospital Vital Brasil (JORGE & RIBEIRO, 1991)), 7% ao
género Crotalus, 1,5% ao género Lachesis; 3% devido as serpentes nao pegonhentas e 0,5%
provocados pelas Micrurus. Em aproximadamente 13% das notificagdes, ndao sdo

especificados os géneros das serpentes envolvidas nos acidentes (BRASIL, 2002)*.

1.3- Caracteristicas Gerais das Toxinas Animais

Um grande numero de toxinas animais € representado por secregdes coloidais
protéicas conhecidas como venenos. Os venenos de serpentes sdo exemplos tipicos dessa
classe, sdao secretados por glandulas altamente especializadas e podem ser toxicos mesmo
para o proprio hospedeiro se introduzido em outro tecido. Muitos dos componentes
protéicos possuem propriedades enzimaticas e causam degrada¢do de moleculas biologicas

ou componentes celulares; podendo ser termolabeis e apresentar natureza antigénica.

As proteinas menores ou peptideos presentes nos venenos de serpentes ou de
outros animais apresentam propriedades biologicas muito especificas, efeitos rapidos e / ou
mesmo irreversiveis e, por isso, sdo frequentemente responsaveis por muitas injurias. Tais
proteinas e peptideos sdo susceptiveis a proteases presentes no trato digestivo, assim para
produzir seu efeito maximo devem ser introduzidos por via parenteral. Sua ingestdo, no
entanto, ndo ¢ absolutamente segura, visto que moleculas menores podem ser absorvidas
atraves de feridas ou areas ulceradas na mucosa superior ao trato gastrintestinal.
Freqiientemente, apenas uma pequena quantidade de toxina € necessaria para produzir um

efeito toxico.

* http://www.funasa. gov.br/pub/GVE/GVE0301 A htm
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Uma variedade de aminas biologicamente ativas, acidos, ou outras moléculas
menores s3o encontradas em varias toxinas animais. Algumas sdo altamente irritantes pelo
contato direto, outras sao absorvidas pelos tecidos e produzem efeitos especificos, como

por exemplo, no sistema nervoso.

Notaveis similaridades tém sido observadas em componentes toxicos de
venenos de serpentes pertencentes a diferentes géneros, e ainda uma ampla variedade pode
ser encontrada na composigdo de venenos de serpentes de uma mesma espécie. Os efeitos
produzidos pelas toxinas podem ser tdo variados quanto as associagdes quimicas entre elas

(SHARMA & TAYLOR, 1987).

1.4- Toxinas nos Venenos de Serpentes

Os venenos de serpentes sio misturas complexas de proteinas, peptideos,
aminas biogénicas, nucleotideos, carboidratos, lipideos, e substincias nio protéicas, como
materiais inorgdnicos, principalmente metais. A composi¢do de veneno ¢ altamente variada,
dependendo da espécie, sexo, e idade do animal. Aproximadamente 90 a 95% do veneno
seco consistem de proteinas, apresentando propriedades enzimaticas, diretamente toxicas

ou facilitadoras de outros componentes toxicos (SHARMA & TAYLOR, 1987).

Nenhum outro produto natural apresenta uma mistura tdo efetiva de diferentes
fatores, exercendo simultaneamente efeitos toxicos sobre os sistemas: sangiiineo,
respiratorio, cardiovascular e nervoso. Conseqiientemente, o uso do veneno bruto ou
fracGes impuras nas investigagdes cientificas muitas vezes leva a observacdes e resultados
contraditorios ou dubios. Assim, para se compreender a extrema complexidade dos venenos
€ importante isolar seus constituintes e examinar suas propriedades individuais para se
obter resultados mais conclusivos, e um melhor entendimento dos efeitos e mecanismos de

acao ao nivel molecular.

Nao ¢ raro encontrar nestas investigagdes, que uma mesma toxina se apresente
sob varias formas, diferindo apenas em alguns aminoacidos, como é o caso da crotoxina do

veneno de cascavel, exibida em dez formas diferentes.

Introducdo
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Os novos métodos e técnicas bioquimicas desenvolvidas constituem valiosos
instrumentos de pesquisa, pois permitem o uso de proteinas puras e bem caracterizadas nos

estudos farmacologicos e fisiopatoldgicos (FAURE & BON, 1987).

1.5- Enzimas Fosfolipases A, nos venenos de serpentes

Misturas complexas de proteinas enzimaticas e nio enzimaticas sao encontradas
nos venenos de serpentes. Embora as proteinas ndo enzimaticas sejam relativamente mais
toxicas, o efeito total do envenenamento ¢ uma combinagdo de efeitos produzidos por

ambos os tipos de proteinas (SHARMA & TAYLOR, 1987).

Dentre as proteinas com atividades enzimaticas, as fosfolipases A, (PLA;s) sdo
particularmente abundantes nos venenos do género Bothrops (ROSENBERG, 1990:
VALENTIN & LAMBEAU, 2000). Estas enzimas tém sido muito estudadas devido suas
propriedades quimicas e atividades biologicas (VARANDA & GIANNINI, 1994), tais
como, neurotoxica, miotoxica, hemolitica, anticoagulante, edematogénica, entre outras

(KINI & EVANS, 1989).

As PLA»s tém sido isoladas de venenos de serpentes, de abelhas, escorpides, e
pancreas de mamiferos. Estas enzimas suportam altas temperaturas sem perder suas
atividades, como € o caso das PLA;s do veneno de Naja naja atra, que sio estaveis a
90°C / 5 min. (VARANDA e GIANNINI, 1994). O peso molecular é de 9 — 15 kDa: exceto
em algumas espécies, que se apresentam como dimeros (20 — 30 kDa) (SHARMA &

TAYLOR, 1987).

As PLA;s dos venenos de serpentes e mamiferos sdo similares na estrutura e
fungao catalitica. Contudo, as PLA;s dos venenos, além do provavel papel na digestao, em
contraste com as de mamiferos sdo em sua maioria, toxicas e induzem um amplo espectro
de efeitos farmacologicos, por interferir em processos fisiologicos normais (KINI, 1997a).
como por exemplo, as PLA,s neurotoxicas (GUBENSEK et al., 1997: BON., 1997), e as
miotoxicas (FLETCHER et al., 1997).

Introducdo
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Até o momento, mais de 280 PLA,s foram seqiienciadas (DANSE et al_, 1997;
TAN et al. 2003) e, apesar de exibirem diferentes propriedades farmacolégicas,
compartilham 40-99% de semelhanga na seqiéncia de aminoacidos, e significinte
semelhanca nas estruturas terciarias (SCOTT, 1997). Sendo assim, a similaridade estrutural
torna complexa a relagdo estrutura-funcdo, que hoje representa um enigma complexo para
bioquimicos de proteinas, biologos, toxinologistas, farmacologistas e fisiologistas. Em
2003, Kini, em seu trabalho sobre PLA;s dos venenos de serpentes, propds que essas
enzimas, por se ligarem a proteinas de membrana, induzem efeitos farmacoldgicos,

dependentes ou ndo de atividade catalitica.

A maioria das PLAss dos venenos de serpentes exibem efeitos farmacologicos
por si 80, por exemplo, a notexina, e a amoditoxina (GUBENSEK, et al., 1997). No
entanto, algumas so atingem seu limiar de a¢do farmacologica quando sio complexadas
com outro(s) fator(s). Esses complexos conservam-se unidos por ligagdes covalentes; como
na -bungarotoxina, onde a PLA; se liga por pontes dissulfeto a uma segunda subunidade;
ou por ligagdes ndo-covalentes, como a crotoxina, toxina mojave, taipoxina e textilotoxina.
Nos complexos onde as ligagdes sdo ndo covalentes, uma subunidade ¢ a propria PLA,, e as

demais, molécula(s) “PLA;-like”, com ou sem atividade catalitica (BON, 1997).

1.5.1- Atividade catalitica das Fosfolipases A,

As PLA; s3o enzimas altamente soliveis em agua, capazes de hidrolisar a
ligagdo na posicdo sn-2 de fosfolipidios insoluveis em agua (Figura 1). A atividade
catalitica mais intensa € observada quando o substrato estd na forma micelar
(VERHEILJ et al., 1981), e apesar das PLA; exibirem preferéncias distintas entre grupos
funcionais dos fosfolipidios, a eficiéncia catalitica € determinada através de propriedades
fisicas dos agregados fosfolipidicos, tais como densidade, temperatura de transi¢io de fase.

presenca de outras moléculas etc (VERHEIJ et al., 1981; VERNON & BELL, 1992).

Introdugdo
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Baseado nas diferentes ligagdes interfaciais, a hidrolise pode ocorrer de acordo
com dois modelos diferentes. No modelo “pure hopping”, a ligagdo e dissociagio ocorrem
durante o ciclo catalitico. No modelo “scooting”, a enzima permanece ligada a interface
entre um ciclo e outro. As implicagdes destes modelos distintos para os efeitos

farmacologicos ainda ndo estao claras.

Figura 1- Hidrolise na posigdo sn-2 do fosfolipidio (Fonte: cd-rom illustrated lecture notes

on tropical medicine)’.

1.5.2- “Sitios-Alvo” e Especificidade farmacolégica das Fosfolipases A,.

Apesar das PLA, serem responsaveis por um grande espectro de efeitos
farmacologicos, cada PLA, € responsavel por apenas um efeito, por exemplo, a
B-bungarotoxina exerce seus efeitos somente sobre os sitios pré-sinapticos na transmissao
de acetilcolina (STRONG ef al., 1976), mas ndo na adrenérgica, e de glutamato, mesmo em
altas concentragdes (ABE et al, 1977). Similarmente, cada isoenzima do veneno de Vipera
russelli € responsavel por apenas um efeito farmacologico. Quando injetadas
intraperitonialmente, uma induz hemorragia no figado e no rim (VISHWANATH ef al.,
1985), outra induz hemorragia no pulmido (KASTURI & GOWDA, 1989), e outra provoca

efeitos neurotoxicos (GOWDA, comunicagdo pessoal).

* Mode of action of phospholipase Al, A2, C en D, components of snake, Copyright ITM. Disponivel em:;
www.itg.be/.../imagehtml/ppages/CD_1063_010c.htm
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Para explicar a susceptibilidade de um 6rgdo a uma determinada PLA,. foi
proposto a presenca de ‘sitios-alvo’ na superficie de células ou tecidos (KINI & EVANS,
1989). Estes sitios sao reconhecidos pelos ‘sitios farmacologicos’ nas moléculas das PLAss.
que sdo independentes do sitio catalitico da enzima, podendo algumas vezes sobrepor-se a
estes ultimos (ROSENBERG, 1986). Os sitios-alvo e os farmacologicos sio mutuamente
complementares em termos de cargas, hidrofobicidade e contatos superficiais por forcas de
van der Waal, e a alta afinidade entre eles determina a especificidade do efeito

farmacologico (KINI & EVANS, 1989).

Os sitios-alvo citados acima poderiam ser lipidios ou proteinas (glicoproteinas)
de membrana (Figura 2). De acordo com o modelo sugerido, as afinidades de interagdes,
PLA; - proteina-alvo e PLA,-fosfolipidio ocorrem em escala nanomolar e micromolar,
respectivamente. Tal diferenca de magnitude entre essas interagdes explica porque a
interagdo da PLA, - proteina-alvo governa a especificidade do efeito farmacologico
(KINI & EVANS, 1989). Contudo, os fosfolipidios nas proximidades das proteinas-alvo
poderiam contribuir com o efeito farmacolégico. E importante notar que diferentes PLA,s
podem exibir um mesmo efeito farmacologico por mecanismos distintos. Para isso, &

necessaria a presenca de diferentes sitios -alvo responsaveis por este efeito (KINI, 2003).

Varias PLA,s e proteinas-alvo foram isoladas e identificadas por pesquisadores,
que demonstraram a ligacdo especifica entre as mesmas (REHM & BETZ, 1982, 1984:
OTHMAN et al., 1982; TZENG et al., 1986; BLACK et al., 1988; LAMBEAU et al., 1989,
1990; STEFANSSON et al., 1990; KRIZAJ et al., 1994, 1995, 1997; KERNS et al., 1999
KRIZAJ & GUBENSEK, 2000). Um exemplo a ser citado € o fator de coagulagio Xa, que
€ uma proteina alvo para uma PLA; com atividade anticoagulante (STEFANSSON et al..
1989 e 1990, EVANS & KINI, 1997, MOUNIER et al., 1998; KERNS et al., 1999).
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Figura 2- Interagdo da PLA; com o sitio-alvo na membrana plasmatica
(Fonte: ZHAO et al.,2004).

1.5.3- Atividade Catalitica das Fosfolipases A, e Efeitos farmacologicos

Nos mecanismos que dependem da atividade catalitica, a hidrélise dos
fosfolipidios e a liberagdo de produtos, como, lisofosfolipidios e acidos graxos (Figura 3)
sdo responsaveis pelo efeito farmacologico (KINI & EVANS, 1989). Nos mecanismos que
independem dessa atividade, a hidrolise catalitica dos fosfolipidios também ocorre, porém,
apenas nas proximidades das proteinas-alvo, ndo interferindo nos efeitos farmacologicos
(STEFANSSON et al., 1990; EVANS & KINI, 1997, MOUNIER et al., 2000). Em alguns
casos, o efeito farmacologico € devido a uma combinagdo de ambos mecanismos,
dependente ¢ independente da atividade catalitica (KINI & EVANS, 1995). Por esta razéo ¢

dificil determinar o papel da referida atividade na inducdo dos efeitos farmacologicos

(KINI, 2003).
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Figura 3- Atividade enzimatica da PLA, sobre os fosfolipidios de membrana.

(Fonte: MAYES, 2002)

No entanto, a importancia da atividade catalitica pode ser esclarecida por

diferentes metodologias, a saber:
» Uso de quelantes ou ions metais bivalentes.

Visto que o Ca’" é indispensavel na atividade catalitica das PLA;s, a sua
remogdo através do uso de EDTA (quelante) inibe totalmente a atividade enzimatica
(KINI & EVANS, 1988). Por outro lado, os ions Ca®*' so passiveis de substituigdo por
outros ions metais, tais como Ba®" e Sr*" (KELLY, et al., 1979), embora algumas vezes, o

ion substituto ndo seja tdo eficiente na ativagio catalitica, quanto o ion Ca*".
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Os efeitos farmacoldgicos independentes da atividade catalitica, em nada sdo
influenciados com o uso de quelantes ou ions, porém, o mesmo ndo pode ser dito para os

efeitos que dependem de catalise (KINI, 2003).
» Uso de inibidores especificos das PLAs.

A Histidina-48 (Figura 4), aminoéacido presente nas PLA,s, tem um papel
significante na hidrolise dos fosfolipidios (SCOTT, 1997), sua alquilagdo pelo brometo de
p-bromofenacil ou pelo metil p-nitrobenzenosulfonato conduz a perda completa da
atividade catalitica, permitindo identificar a participagdo ou ndo da atividade enzimatica no
efeito farmacoldgico (YANG & KING, 1980; VERHELI et al., 1980).

Figura 4- Sitio ativo da Histidina na PLA; (Fonte:ZHAO et al., 2004).

Geralmente, existe uma tendéncia em correlacionar a habilidade hidrolitica in
vitro das PLA;s com seus efeitos farmacologicos. Esta ¢ uma conduta equivocada, pois in
vivo a atividade catalitica ¢ grandemente influenciada por varios fatores, tais como, a
preferéncia de ligagdo as proteinas especificas, presenga de diferentes classes de
fosfolipidios nas proximidades de proteinas-alvo, e habilidade de penetragdo das PLA;s
(ROSENBERG, 1979, 1986, 1997).

A penetrabilidade das PLAjs ¢ particularmente importante, tanto nos efeitos

farmacolégicos dependentes como independentes da atividade catalitica.
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Grande parte das PLA,s basicas apresenta maior poder de penetragio quando
comparadas aquelas neutras e acidas (VERHELJ et al., 1980a), provavelmente devidas a
abundancia de residuos positivos, o que lhes conferem maior poténcia na inducdo de efeitos
farmacologicos, como, danos teciduais, toxicidade etc. No entanto, € importante ter em
mente que, a basicidade e penetrabilidade, ndo sdo as tnicas variaveis que determinam a

poténcia farmacologica (KINI, 2003).

1.6- Fosfolipidios das Membranas Plasmaticas

As membranas plasmaticas s3o estruturas organizadas constituidas
principalmente de proteinas e lipidios. As fosfatidilcolinas sdo fosfoacilglicerdis que
contém colina, e constituem os fosfolipidios mais abundantes das membranas celulares.
Nos processos fisiologicos, os fosfolipidios sdo ativamente catalisados em virtude da
presenca de enzimas que promovem a catalise parcial seguida de ressintese. As PLA;s,
como ja referidas anteriormente, catalisam a hidrolise da ligagdo éster da posi¢do B (Cz) dos
glicerofosfolipideos para formar um écido graxo livre e um lisofosfolipideo, o qual por sua
vez pode ser reacilado pela acil-CoA na presenga de uma aciltransferase. Alternativamente,
o lisofosfolipideo (por exemplo, a lisolecitina) € atacado pela lisofosfolipase, que remove o
grupo 1-acila remanescente para formar a base gliceroil-fosforil correspondente. Essa
ultima ¢ cindida por uma hidrolise liberando o glicerol-3-fosfato mais base (Figura 5). A
lisolecitina (lisofosfatidilcolina) pode ser formada ainda por uma via que envolve a lecitina:
colesterol-aciltransferase (LCAT). Esta enzima, encontrada no plasma e sintetizada no
figado, catalisa a transferéncia de um residuo de acido graxo da posigao 2 da lecitina para o
colesterol formando o ester do colesterol das lipoproteinas plasmaticas e lisolecitina

(MAYES, 2002).

Nos envenenamentos ofidicos, que envolvem a PLA; com atividade hemolitica.
a hidrolise da ligagdo 2-acila das fosfatidilcolinas (e fosfatidiletanolaminas) libera acidos
graxos e lisofosfolipideos. Os fosfolipidios (por exemplo, as lisolecitinas) sdo compostos
tenso-ativos que, mesmo em doses pequenas alteram a permeabilidade das membranas

celulares, produzindo hemolise indireta. As PLA»,s, todavia, com raras excecoes
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(por exemplo, a crotoxina) ndo produzem hemolise in vivo. No caso dos venenos de
abelhas, a atividade hemolitica da PLA; ¢ refor¢ada pela melitina, também presente neste

veneno (VITAL BRAZIL, 1982).

Nos sistemas in vifro, essas enzimas nao atuam em eritrocitos lavados, pois as
porg¢des hidrofobicas dos lipideos da membrana, ao contrario das lipoproteinas séricas, nao
sdo acessivels. Algumas substancias como a gramicidina S, copolimeros sintéticos basicos
de a-aminoacidos (poli-Orn-Leo, poli-Orn-Leo-Alfa e poli-Lis-Leo) e o Fator Litico Direto
(FLD) facilitam a ac¢do das PLA,s com atividade hemolitica. Estes compostos basicos
atacam a membrana por atra¢do eletrostatica e expdem os fosfolipideos das membranas

celulares as PLA,s (VITAL BRAZIL, 1982).

As membranas das plaquetas sao mais suscetiveis ao veneno da Vipera russelli
do que as membranas dos eritrocitos. A alta suscetibilidade dos fosfolipideos de membrana
das plaquetas em compara¢do com a dos eritrocitos sugere que o arranjo dos lipideos seja
diferente nestes dois tipos de celulas. Portanto, o rompimento das células depende de
muitos fatores, como o tipo de células envolvidas, presenca de fosfolipidios, FLD, dentre
outros (VARANDA e GIANINI, 1994).
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Figura 5- Metabolismo das fosfatidilcolinas na membrana plasmatica.

(Fonte: MAYES, 2002).
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1.7- Principais Atividades Fisiopatolégicas dos Venenos Botrépicos

De modo didatico, sdo descritas trés atividades fisiopatologicas dos venenos
botropicos: proteoliticas, mais bem definidas como inflamatoria aguda, coagulante e
hemorragica (ROSENFELD, 1971). Evidentemente, essas atividades sio extremamente
complexas, e podem, usualmente, ser atribuidas a componentes especificos. No entanto,
diferentes toxinas podem atuar sinergicamente para induzir um efeito, e uma dada toxina

pode ter varias atividades (FRANCA & MALAQUE, 2003).
v Atividade Inflamatéria aguda

A atividade inflamatoria aguda € causada por um conjunto de fra¢des do veneno
botropico, bioquimicamente heterogéneas, com especificidades diversas, responsaveis pelos
fenomenos locais. Sao exemplos: aminas biogénicas pré-formadas do tipo histamina,
pequenos peptideos ou proteinas como a PLA,, esterases, proteases, enzimas liberadoras de
cininas (calicreinas, cininogenases) e lectinas. As fragdes do veneno, fregiientemente, tém
atividade indireta, induzindo ou liberando potentes autacoides, como a bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, que atuam de maneira complexa e inter

relacionada.

E necessario ressaltar que na indugéo do processo inflamatoério local agudo ha a
participacdo da atividade coagulante desencadeando a formacdo de trombos na
microvasculatura, com consequiente hipoxia, agravamento do edema e necrose tecidual e,
que a atividade hemorragica, determinada por hemorraginas, pode ampliar o quadro
inflamatorio, através da sua atividade sobre o fator de necrose tumoral (FNT) pré-formado,
liberando a citocina ativa que tem potente atividade inflamatoria (FRANCA &

MALAQUE, 2003).
v Atividade sobre a Coagulacio e Plaquetas

O veneno botropico possui capacidade de ativar fatores de coagulagio
sanguinea, ocasionando consumo de fibrinogénio e formacdo de fibrina intravascular,
induzindo freqlientemente, incoagulabilidade sangiinea. A maioria das serpentes do género

Bothrops possui, isolada ou simultaneamente, substdncias capazes de ativar fibrinogénio,
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protrombina e fator X. Em estudos comparativos realizados com venenos de Bothrops sp
foram encontradas variagdes na intensidade da atividade coagulante em diferentes espécies
e subespécies. Embora ja tenha sido observado in vitro efeito anticoagulante, em alguns
casos, esse achado parece nio apresentar importdncia maior no acidente humano.
Trombocitopenia pode ocorrer nas primeiras horas e, eventualmente, persistir por dias

(FRANCA & MALAQUE, 2003).
v' Atividade hemorrigica

E atribuida fundamentalmente a componentes especificos, denominados
hemorraginas, metaloproteinases que contém zinco. As hemorraginas podem romper a
integridade do endotélio vascular e tém atividade desintegrina. Degradam varios
componentes da matriz extracelular, como o colageno tipo 4, fibronectinas e laminina.
Além disso, sdo potentes inibidoras da agregagdo plaquetaria. Tém como possiveis
mecanismos de a¢do a digestdo enzimatica da lamina basal da microcirculagdo, e ruptura
completa das células endoteliais ou formacdo de “gaps” As clivagens especificas em
pontos-chave desencadeariam mecanismos endogenos amplificadores, sendo que,
atualmente, ha clara evidéncia de ataque proteolitico a lamina basal vascular

(BJARNASON & FOX, 1988/1989; KAMIGUTI et al., 1994).

1.8- Bothrops lanceolatus

A Bothrops lanceolatus (Figura 6), serpente de grande porte, que habita as
regides umidas da Ilha de Martinica, no Caribe (CAMPBELL & LAMAR. 1989), é
responsavel por cerca de 20 acidentes por ano (THOMAS et al., 1995, 1998). O veneno
desta especie possui atividade caseinolitica, fosfolipasica, esterasica e hemorragica
(LOBO de ARAUJO et al., 1989). Algumas das enzimas responsaveis por estas atividades
ja foram isoladas e caracterizadas. A primeira delas, a fosfolipase, foi caracterizada como
acida e ndo toxica em camundongos e pintainhos (LOBO de ARAUJO et al , 1994), sendo a
primeira fosfolipase anticoagulante descrita nos venenos botrépicos (LOBO de ARAUJO

et al., 2001). Também foi isolada uma enzima fibrino(geno)litica, de 38,1 kDa, capaz de
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degradar as cadeias o e B do fibrinogénio (LOBO de ARAUJO et al. 1998). Dando
continuidade a caracterizagdo desta proteina, recentemente, foi determinada, por
espectrofotometria de massa, a seqiiéncia de aminoacidos e sua atividade direta sobre o
substrato cromogénico (S2251), especifico para plasmina, indicando-a como uma enzima

plasmina “simile” (SANT’ANA et al., submetido).

O veneno de B. lanceolatus, quando injetado em patas de camundongos, produz
edema, acompanhado de infiltrado leucocitario (LOBO de ARAUJO et al., 2000). Em patas
de ratos, o tratamento fisico (calor) (FARIA et al, 2001), ou quimico (EDTA) do veneno.,
reduz o edema e a hemorragia. Em ambos os casos, o edema ocorre com liberacio de
metabolitos do acido araquidénico, pela via da lipoxigenase, bem como da histidina,
bradicinina, e serotonina (GUIMARAES et al, 2004). Ainda em relacio ao processo
inflamatorio, o veneno de B. lanceolatus induz migragdo de neutrofilos para a cavidade
peritonial de camundongos, corroborando quanto a participagdo desta via no processo
inflamatorio (ARRUDA et al., 2003). Também, o veneno de B. lanceolatus produz
contratura e bloqueio neuromuscular em preparagdes biventer cervicis de pintainhos e
diafragma isolado de camundongos. A agdo neuromuscular também foi demonstrada com a
fracdo casemolitica, de 27.5 kDa, isolada a partir deste veneno, e esta proteina apresentou
agdo exclusivamente pos-sinaptica (LOBO de ARAUJO et al, 2002). A acio nos
receptores colinérgicos nicotinicos pds-sinapticos foi confirmada utilizando o veneno total,
em placa terminal em miniatura, onde se observou progressivo decréscimo na amplitude e
na freqiiéncia dos potenciais. Esses efeitos foram revertidos tanto pela neostigmina como
pela 4-aminopiridina (RIBEIRAL et al., 2004). Uma outra fragdo protéica, de 28 kDa, foi
isolada do veneno de B. lanceolatus e identificada como uma metaloproteinase
hemorragica, denominada BlaHI, cujas atividades assemelham-se as outras hemorraginas

isoladas de veneno botropico (STROKA et al., 2005).
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Figura 6- Bothrops lanceolatus (Fonte: CAMPEBELL & LAMAR, 1989).
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2- OBJETIVOS




Os objetivos deste trabalho foram:

- Avaliar o potencial de hemolise indireta i vitro do veneno total de

B. lanceolatus em hemacias de diferente espécies animais:

- Verificar a influéncia da concentra¢do do veneno sobre a atividade hemolitica

expressa,

- Verificar a influéncia do fator fisico, temperatura, e do fator quimico, brometo

de p-bromofenacil, sobre a atividade hemolitica indireta in vitro.

- E, por fim, identificar o componente responsavel por esta atividade, bem
como suas caracteristicas imunologicas, utilizando cromatografias de

exclusdo e de troca i10nica, e ensaios imunoquimicos.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- MATERIAL
3.1.1- Veneno

O veneno de Bothrops lanceolatus (VBL) foi gentilmente cedido pela “Unité
des Venins” do Instituto Pasteur (Paris — Franga). A solu¢do mae de VBL (10.000ug/ml)
foi preparada em salina 0,9%, tamponada com fosfato de sodio 0,01M pH 7.2 (PBS).

3.1.2- Hemacias

As hemacias foram obtidas do sangue de carneiro (Biotério Boa Vista), boi,

cavalo (matadouro de Pedreira), e rato “Wistar” (Centro de Bioterismo da Unicamp).

3.1.3- Reagentes

Acido Aceético, Formato de Aménio (Prolabo); Cloreto de Sodio, Fosfato de
Sodio Monobasico Monohidratado (J.T Baker); Fosfato de Sédio Dibasico Anidro (Synth);
Brometo de p-Bromofenacil (Sigma); Sephadex G-50 (Pharmacia) ¢ CM 52 (Whatman
Biochemicals Ltd).

3.1.4- Analise estatistica

Os resultados foram representados pela média + erro padrio da média (EPM).
A significancia das diferengas entre os grupos e tratamentos foi avaliada utilizando-se a

analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey.

3.2- METODOS

3.2.1- Atividade hemolitica indireta in vifro do veneno de B. lanceolatus em

diferentes espécies animais

O efeito hemolitico do veneno total de B. laceolatus foi estimado utilizando-se
hemacias lavadas, e suplementadas com gema de ovo conforme descrito por

GUTIERREZ et al., (1984). A suspensiao de hemacias foi obtida do sangue de diferentes
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especies (rato, carneiro, boi e cavalo), por pungdo venosa com solugdo de Alsever como
anticoagulante. Ensaios preliminares foram realizados, para padronizagdo da concentragio

mais adequada do veneno a ser utilizada.

-

O plasma foi separado por centrifugacdo e as hemacias lavadas 3 vezes em
salina tamponada com PBS, para eliminacio de todo e qualquer fator soroldgico, sobre o
qual o veneno pudesse vir a exercer alguma agdo biologica. Apos a lavagem, as hemacias

foram suspensas a 2,5% no mesmo tampio.

Para este ensaio, 50ul do veneno diluido (400ug/ml), também em PBS, mais
50ul de uma suspensdo de gema de ovo (1 gema em 100ml de PBS) foram adicionados a
600ul da suspensdo de hemacias lavadas, sendo o volume final ajustado para 3ml. A
concentragdo final do veneno apés diluidio na suspensio de hemacia correspondia a
6,7u/ml. Apos 30min de incubagio a 37°C, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a

000xg, e os sobrenadantes lidos a 540nm.

As amostras foram comparadas ao controle negativo, incubado sem o veneno, e

ao hemolisado, constituido por H,O destilada no lugar do tampio.

A atividade hemolitica foi expressa em valores relativos (%).

3.2.2- Influéncia da Concentra¢do sobre a Atividade hemolitica indireta in vitro do

veneno de B. lanceolatus

O ensaio hemolitico foi realizado como descrito anteriormente (3.2.1),
utilizando 50ul das amostras de veneno (300, 400, 500, 600, 700 e 800ug/ml), que foram
adicionadas a suspensio de hemécias do sangue de carneiro. A concentragdo final do
veneno apos diluigdo na suspensdo de hemacia correspondia a 5,0; 6.7: 832 10.0: 117

13,3u/ml respectivamente.

Optou-se pelas hemacias de carneiro para dar continuidade aos demais
experimentos hemoliticos, devido a pratica comum de seu uso em ensaios sorologicos, e

por ser o laboratorio fornecedor dessas, de alta capacitagio e qualificacio em suas
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atribuigdes, permitido assim, a confiabilidade nos resultados. Deste modo, as concentra¢des

de veneno foram ajustadas de maneira a se obter o protocolo mais adequado.

3.2.3- Influéncia da temperatura na atividade hemolitica indireta i vizro do veneno de

B. lanceolatus

O veneno de B. lanceolatus (600ug/ml) foi submetido a diferentes
temperaturas, (25, 40, 50 e 70°C) por 30min, e em seguirda o ensaio hemolitico foi
processado como descrito anteriormente (3.2.1). A concentragdo final do veneno apos

diluicao na suspensao de hemacia correspondia a 10,0p/ml.

3.2.4- Inibigdo da atividade fosfolipasica do veneno de B. lanceolatus.

A inibi¢ao da atividade fosfolipasica do veneno de B. lanceolatus com brometo

de p-bromofenacil foi realizada conforme o método descrito por Nishida et al. (1985).

O veneno total (800ug/ml) foi dissolvido em soro fisiologico. A 900ul desta
solucdo foi adicionado 100ul de solu¢do alcoodlica de brometo de p-bromofenacil
(800ug/ml) e incubada durante 1 hora a 37°C. Para o ensaio de Cinética da Atividade
fosfolipasica, uma aliquota de 40ul da solugdo de veneno previamente incubado foi
adicionada a 200ul de solugéo salina contendo gema de ovo (1 gema para 1000ml de salina)

e Ca’' 2mM.

A amostra controle foi realizada sem a solugdo de brometo de p-brofenacil.
Apos o periodo de incubagdo as amostras foram lidas durante 40min a 750nm. com

intervalos de Smin, a 37°C.

Material e Métodos

43



3.2.5- Determinagdo da atividade hemolitica indireta in vitro apos inibicdo da atividade

fosfolipasica do veneno de B. lanceolatus.

A determinagdo da atividade hemolitica do veneno de B. lanceolatus apos o
tratamento com brometo de p-bromofenacil (3.2.4), foi realizada como descrito
anteriormente (3.2.1), utilizando 50ul do veneno (720pg/ml). A concentragdo final do

veneno apos diluigdo na suspensao de hemacia correspondia a 12p/ml.

3.2.6- Isolamento e Purificagio da fosfolipase do veneno de B. lanceolatus

O isolamento e caracterizagdo do veneno de B. lanceolatus foram realizados de

acordo com Lobo de Araujo et al. (1994).
Cromatografia de excluséo:

O veneno liofilizado (2g) de B. lanceolatus foi dissolvido durante uma hora de
agitacdo a 4°C em 65ml de acido acético 5% pH 2,3. Apos a eliminacdo do precipitado por
centrifuga¢do a 3020xg, durante 30min. a 4°C, o sobrenadante foi aplicado a coluna
(5x120cm) de Sephadex G-50 previamente equilibrada a 4°C com a mesma solucdo. O
material foi eluido a uma velocidade de 50ml/hora, coletando-se amostras de 15ml/tubo. A
absorbancia das amostras foi medida a 280nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho Optico. As atividades fosfolipasicas e TAME-esterasicas foram analisadas
individualmente em cada amostra, utilizando-se os substratos lecitina de ovo e TAME,
respectivamente. As fracdes foram agrupadas, liofilizadas ¢ conservadas a -20°C em

frascos hermeticamente fechados.
Cromatografia de Troca Ionica:

A fragdo 3 (F3) (500mg) obtida da cromatografia em Sephadex G-50 da
primeira etapa do fracionamento foi solubilizada em 140mi de tampdo formato de amdnio
50mM pH 4,0 e centrifugada a 3020xg, durante 30min. a 4°C. O sobrenadante foi aplicado
a coluna (4 x 15 cm) de CM-celulose (CM 52) equilibrada a 4°C. A elui¢do do material foi
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iniciada com o tampao formato de amonio S0mM pH 4,0 em volume 2 vezes superior ao da
coluna seguida de um gradiente linear de NaCl de 0 a 0,5M dissolvido no mesmo tampao.
As amostras de 20 ml/tubo foram coletadas numa velocidade de 90 ml/hora. e as
absorbancias determinadas a 280nm. As atividades enzimaticas foram medidas como Na
cromatografia anterior (de exclusdo). A fragdo que apresentou atividade fosfolipasica foi
liofilizada e conservada a -20°C. A fracio Fs1, com atividade fosfolipasica, obtida da
cromatografia em CM 52 foi refiltrada em Sephadex G-50, nas mesmas condigdes descritas
na primeira etapa do fracionamento. A fragdo Fi2, contendo a fosfolipase foi agrupada e

liofilizada.

3.2.7- Testes Imumoquimicos de Imunodifusdo e Imunoeletroforese

Na tecnica de imunodifusdo as amostras foram analisadas em gel de agarose a
1% em meio salino segundo OUCHTERLONY (1967). A imunoeletroforese foi realizada
conforme as indicagdes de GRABAR e BURTIN (1964) empregando-se placa de vidro
(12x9m) contendo uma camada de 1,5mm de agarose a 1% em tamp3o veronal SOmM pH
8,4 e um gradiente de potencial de 6 volts/cm durante 1 hora. Passado esse tempo a placa
foi lavada com solugdo de NaCl 150mM. colocadas para secar a 37°C e coradas com

soluc¢do de azul de comassie.

3.2.8- Determinacdo da atividade hemolitica indireta in vitro na fracio fosfolipasica

isolada do veneno de B. lanceolatus

A atividade hemolitica da fragdo fosfolipasica isolada do veneno de
B. lanceolatus (1,47mg/ml) foi realizada conforme descrito por GUTIERREZ et al. (1984)
(3.2.1), utilizando-se 10 pl de amostra. A concentracdo final da fracao fosfolipasica apos

dilui¢ao na suspensao de hemacia correspondia a Sug/ml.
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4.1- Atividade hemolitica indireta in vitro do veneno de B. lanceolatus em diferentes

espécies animais

Dentre as espécies animais estudadas, a atividade hemolitica do veneno de
B. lanceolatus foi mais pronunciada quando analisada em hemacias de cavalo, € menos em

hemacias de carneiro (Fig. 7).

4.2- Influéncia da Concentracio sobre a Atividade hemolitica indireta in vitro do

veneno de B. lanceolatus

A atividade hemolitica do veneno B. lanceolatus ocorreu de modo crescente. de
acordo com a concentra¢ao utilizada (Fig. 8), e atingiu um platé da atividade hemolitica a

partir da concentragdo de 10 pg/ml, com hemolise em torno de 95%.

4.3- Influéncia da temperatura na atividade hemolitica indireta in vifro do veneno de

B. lanceolatus.

Conforme ilustrada na Figura 9, a atividade hemolitica do veneno
B. lanceolatus mostrou-se bastante sensivel a eleva¢ao da temperatura. A inibi¢do a 40°C

foi de aproximadamente 85%, e a partir de 50°C foi completa (100%).

4.4- Inibicao da atividade fosfolipasica do veneno de B. lanceolatus.

A atividade fosfolipasica do veneno foi inibida em torno de 95% apos
tratamento com solucao alcoolica de brometo de p-bromofenacil por 1hora a 37°C. A média
da velocidade maxima de rea¢do das amostras do veneno inibido foi de 3.67 +0.01

Abs/min, e a do veneno ndo inibido foi de 74,02 +0,01 Abs./min (n=4). (Tabela 1)
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4.5- Determinagio da atividade hemolitica indireta in vitro apés inibi¢ao da atividade

fosfolipasica do veneno de B. lanceolatus.

Praticamente, toda a atividade hemolitica (em torno de 90%) foi inibida apos o
tratamento do veneno com a solugdo alcodlica de brometo de p-bromofenacil por 1 hora a

37°C (Fig. 15). Média + EP.M (n=4), p<0,05.

4.6- Isolamento e Purificacio da fosfolipase do veneno de B. lanceolatus

A purificacdo da fragao fosfolipasica do veneno de B. Lanceolatus apresentou o
mesmo perfil cromatografico e enzimatico daquele anteriormente mostrado por Lobo de

Araujo, 1990.

Fig. 10: O perfil cromatografico mostrou a existéncia de 4 fra¢des designadas por F; a Fa.
As atividades esterasica e fosfolipasica foram detectadas nas fracdes F, e F;
respectivamente. A atividade fosfolipasica do veneno foi eluida como um pico simples (F3)
contaminado pela atividade TAME-esterasica oriunda da fragdo F,. Essas fragoes foram

agrupadas e liofilizadas.

Fig. 11: Entre as fragdes resultantes, uma foi proeminente, formando um largo pico. Nesta
fracdo, denominada F;l, predominou a atividade fosfolipasica. Essa fracio foi
imediatamente liofilizada e submetida a gel filtragdo nas mesmas condi¢des da primeira

etapa do fracionamento.

Fig. 12: Nesta etapa foi obtido um pico estreito (F52), onde se concentrou a atividade
fosfolipasica, contaminada na fase ascendente com atividade TAME-esterasica do pico

menor antecedente.
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4.7- Testes Imunoquimicos de Imunodifusio e Imunoeletroforese

Os resultados obtidos com o veneno de B. lanceolatus e a fracdo fosfolipasica
(F32) em imunodifusdo mostraram que o anti-soro identificou diferentes componentes no

veneno total e aparentemente apenas um componente na fracdo fosfolipasica. (Fig. 13).

O mesmo sistema analisado por imunoeletroforese mostrou que apesar da
complexidade de linhas precipitantes entre o veneno total e o anti-soro, a fragdo
fosfolipasica apresentou um sistema precipitante principal e um segundo interno, em baixa

concentracao (Fig. 14).

4.8- Determina¢io da atividade hemolitica indireta in vifro da fracao fosfolipasica

isolada do veneno de B. lanceolatus.

A fracdo fosfolipasica do veneno de B. lanceolatus hemolisou 100% da

suspensao de hemacias de carneiro (Fig. 15).
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Figura 7- Efeito do veneno de B. lanceolatus (6,7ug/ml) sobre a suspensdo de hemacias de
diferentes espécies animais (2,5%) em PBS pH 7,2, contendo gema de ovo.

Cada coluna representa a média + EP.M (n=4). Teste ANOVA e Tuckey, com
p<0,05.

*Significativamente diferente dos demais.

**Significativamente diferente do carneiro € cavalo.
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Figura 8- Influéncia de diferentes concentragbes do veneno de B. lanceolatus sobre a
suspensdo de hemacias de carneiro (2,5%) em PBS pH 7,2, contendo gema de

ovo. Cada ponto representa a média + E.P.M (n=4).
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Figura 9- Efeito da temperatura sobre a atividade hemolitica induzida pelo veneno de
B. lanceolatus (10,0ug/ml) sobre suspensdo de hemacias de carneiros (2,5%) em
PBS pH7,2, contendo gema de ovo. Cada coluna representa a média + E.P.M

(n=4). Teste ANOVA e Tuckey, com p<0,05.
*Significativamente diferente dos demais.
**Significativamente diferente dos demais.

**Significativamente diferente de 25 e 40°C.
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Tabela 1- Inibicao da atividade fosfolipasica do veneno total de B. lanceolatus com
brometo de p-bromofenacil. Resultados da média + E.P.M (n=4), Teste ANOVA
e Tukey, com p < 0,05.

Velocidade Maxima de Reacao (Abs/min)

Veneno Total nao inibido Veneno Total Inibido

*74,02 3,67

o Significativamente diferente da velocidade Maxima de Reagdo. exercida pelo Veneno Total Inibido.
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Figura 10- Cromatografia de Exclusdo em Sephadex G-50 do veneno de B. lanceolatus em
acido acético 5% pH 2,3 a 4°C; coluna 120x5,0 cm; fluxo S0ml / h e coletado

15 ml / tubo.
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Figura 11- Cromatografia de Troca I6nica em CM-celulose da fragdo F3 (Figura 10) em
formato de amdnio 50mM pH 4.0 a 4°C; coluna 15x4 cm; fluxo 90ml/h e
coletados 20ml / tubo. A eluigdo foi realizada com um sistema tampdo em
gradiente linear de NaCl.
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Figura 12- Refiltragdo em Sephadex G-50 da fragdo Fs1 (Fig. 11). Condigdes idénticas as

da Fig.10.
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Figura 13- Imunodifusdo em gel de agarose a 1% em meio salino: analise comparativa

entre o veneno total (VT) e a fragdo fosfolipasica (F32) frente ao anti-soro de

B. lanceolatus, utilizando-se diferentes concentragdes do antigeno, a saber:
100, 500 e 1000 pg/ml.
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Figura 14- Imunoeletroforese em gel de agarose a 1% em tampao veronal 50mM pH 8.4.
Analise comparativa entre o veneno total (VT) e a fracdo fosfolipasica (Fs2)
frente ao anti-soro de B. lanceolatus. Concentragdo dos antigenos 2mg/ml.
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Atividade Hemolitica induzida pela fosfolipase A, do veneno de B. lanceolatus

Figura 15- Atividade Hemolitica induzida pela fragdo fosfolipasica (Spg/ml) de
B. lanceolatus sobre suspensdo de hemacias de carneiro (2,5%) em PBS pH
7,2, contendo gema de ovo. Tubo da esquerda: (controle), tubo da direita:

(fragdo fosfolipasica).
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O veneno de Bothrops lanceolatus quando comparado com outras espécies de
Bothrops brasileiras apresentou alta atividade caseinolitica, hemorragica, fosfolipasica e
esterasica sobre TAME (LOBO de ARAUJO et al., 1989). Esses achados foram decisivos

para o prosseguimento dos trabalhos com este veneno.

Tambeém neste veneno, a exemplo do que ocorre com outros venenos de
serpentes viperidicas, foi detectada atividade hemolitica indireta (LOBO de RARUIJO, tese
de doutorado, 1990). Sabendo que essa atividade poderia estar relacionada a atividade
fosfolipasica, foi realizado isolamento dessa fragdo e analise de suas propriedades. Para
isso, foi utilizada cromatografia de exclusio e troca i0nica, etapas essas realizadas

anteriormente por Lobo de Araujo (1994).

No presente trabalho foi analisada a atividade hemolitica no veneno total € na

fracao fosfolipasica.

Tanto o veneno total quanto a fragdo isolada foram capazes de induzir atividade
hemolitica indireta in vifro, sendo essa mais pronunciada na fragdo fosfolipasica. Este
resultado esta de acordo com Franga e Malaque (2003), quando verificaram atividade
hemolitica em alguns venenos botropicos, bem como, quando Ketelhut et al. (2003)
também a relatou na isoforma SIIISPIIIB do veneno de 5. jararacussu. Tal semelhanga ja
havia sido igualmente constatada com o veneno total de B. atrox, B. pictus, B. hyoprorus,
B. bilineatus, B. neuwedii, B. alternatus, Crotalus d. terrificus, C. d. collilineatus, Lachesis

muta e Micrurus tschudi (MARTINEZ CADILLO et al., 1991).

A atividade hemolitica aqui verificada, provavelmente seja devida a acédo
catalitica das PLA;s, com formagdo de lisofosfolipidios, que atuam como tensoativos sobre
a membrana plasmatica, aumentando sua permeabilidade, e subsequentemente, o acesso aos
fosfolipidios da bicamada. O mecanismo de agdo proposto se fundamenta em trabalhos

anteriores de Vital Brazil (1982) com venenos ofidicos.

Corroborando este mecanismo, nem o veneno total e nem a fracao fosfolipasica
foram capazes de induzir hemolise direta sobre hemacias lavadas (resultado ndo

apresentado), fato este observado também por Lébo de Aragjo (1994).

Duscussdo
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O tratamento, tanto do veneno total como da PLA, isolada com brometo de
p-brofemacil aboliu completamente a hemolise, indicando mais uma vez ser a fracdo
fosfolipasica a responsavel pela atividade hemoiitica, Além disso, este resultado mostra
também que essa atividade ¢ dependente da atividade catalitica. O mesmo foi observado

com a isoforma LM-PLA,-II da PLA; do veneno de Lachesis muia (FULY et al., 2002).

Em 2003, Arruda, trabalhando com o veneno total de B. lanceolatus também o
submeteu ao tratamento com brometo de p-bromofenacil e verificou redu¢io em torno de
28% na migragdo de neutrofilos, 0 que vem mostrar que, além do seu papel na atividade
hemolitica, essa fragdo, provavelmente, também tenha participagio na resposta

inflamatoria.

E interessante notar ainda que, essa fragdo também exibe atividade
anticoagulante, a exemplo do que ocorre em venenos de outras serpentes, como de
B. jararacussu, B. pirajai, L. muta (LOBO de ARAUJO, 2001, SOARES, ef al., 2001,
FULY, ef al., 2002, KETELHUT, ez al., 2003), mostrando a semelhanga na seqiiéncia de

aminoacidos dessas fosfolipases.

Quando a atividade hemolitica indireta in vitro foi analisada utilizando
diferentes espécies animais, foi observado uma variagdo no potencial hemolitico. Tal fato
pode ser explicado pela variagdo na constituigdo da membrana plasmatica nas hemacias das

especies estudadas (VARANDA & GIANNINI, 1994, ROSENBERG, 1979, 1986, 1997).

Na tentativa de verificar a influéncia da temperatura sobre a atividade
hemolitica, foi constatado que essa atividade € completamente extinta a partir de 50°C. Em
outras ocasides, a influéncia da temperatura também foi significativa sobre demais
atividades biologicas do veneno de B. lanceolatus, como na inducdo de edema em pata de
ratos, migra¢do de leucocito na cavidade peritoneal de camundongos, e na atividade

hemorragica (FARIA, et al., 2001, ARRUDA, et al., 2003, STROKA, et al, 2005).

Como nos demais venenos botropicos, € provavel que a atividade hemolitica
indireta in vitro neste veneno nao tenha grande importancia no envenenamento ofidico

(FRANCA & MALAQUE, 2003).No entanto, apesar da provavel irrelevancia, é valido
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ressaltar que € possivel ser a atividade hemolitica passivel de neutralizacdo, ja que a fra¢do
fosfolipasica, responsavel por essa atividade, apresenta carater imunogénico, constatado

nos ensalos IMunoquimicos.

Acredita-se que estes resultados, além de mostrarem mais uma atividade
biologica do veneno de B. lanceolatus, poderdo auxiliar na identificagdo de novos sitios-
alvo, facilitando o entendimento dos mecanismos de toxicidade das PLA,s, e do papel
enzimatico destas moléculas. Tal identificagio também podera ser util no desenvolvimento
de novos agentes farmacologicos, que afetem fungdes biologicamente especificas
(LAMBEAU et al, 1997, KINI, 1997a,b, ROSENBERG, 1997; FLETCHER &
ROSENBERG, 1997).
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6- CONCLUSAO




6.1. A atividade hemolitica indireta in vitro, induzida pelo veneno de B. lanceolatus se
manifesta com uma diferenca de potencial entre hemacias de espécies animais
diferentes, provavelmente devido a variagdo na estrutura e composi¢ido da membrana

dessas hemacias.

6.2. A atividade hemolitica indireta in vitro do veneno de B. lanceolatus é proporcional a
concentragdo de veneno utilizada, até atingir um platd de atividade (com
aproximadamente 95% de hemolise), apos o qual, essa relagdo de proporcionalidade

deixa de existir.

6.3. A atividade hemolitica indireta in vitro do veneno de B. lanceolatus é inibida por fator

fisico (temperatura) e quimico (brometo de p-bromofencil).

6.4. A atividade hemolitica indireta /n vifro do veneno de B. lanceolatus se da por conta da
fracao fosfolipasica, e € provavel que essa atividade seja inibida pelo anti-veneno
dessa serpente, ja que nos ensaios imunoquimicos a fragdo fosfolipasica apresentou

carater imunogénico.

Conclusdo
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