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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a distribuiio de proteinas imunolégicamente
semelhantes & crotoxina venenos botrdpicos, e isolar e caracterizar, a partir do veneno de
Bothrops jararacussu, a(s) proteina(s) com esta imunoreatividade. Utilizando um anticorpo anti-
crotoxina, verificamos através dos métodos de ELISA e “immunoblotting” que, de modo geral, os
venenos botropicos possuem um baixo conteudo de proteinas imunolégicamente relacionadas a
crotoxina. O teste ELISA foi dez vezes mais sensivel que o immunoblotting para demonstrar a
relagdo imunologica destes venenos. Através de cromatografia por imunoafinidade, purificamos
uma proteina do veneno de B. jararacussu que foi reconhecida pelo anticorpo anti-crotoxina. A
eletroforese na presenga de SDS mostrou que essa protefna possue uma massa molecular em
torno de 100 kDa e que, na presenca de p-mercaptoetanol esse peso cai para a faixa de 30 kDa
(regifio da crotoxina), sugerindo que a proteina normalmente ocorre em forma multimérica. A
proteina purificada nfio possue atividade fosfolipasica, ndo causa bloqueio neuromuscular na
preparagdo biventer-cervicis de pintainho e ndo corresponde a bothropstoxina I (BthTx) ou a
lectina presentes neste mesmo veneno, uma vez que estas duas proteinas ndio reagiram com o

anticorpo anti-crotoxina.
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CAPITULO 1

Imunoreatividade de venenos botropicos com

anticorpo anti-crotoxina



Introducio

Os venenos ofidicos sdo misturas complexas constituidas principalmente por proteinas
(toxinas e/ou enzimas, 70 a 90%), carboidratos, lipideos, aminas biogénicas, nucleotideos,
aminodcidos, peptideos e componentes inorgénicos (Devi, 1968; Bieber, 1990). Produzem uma
variedade de sintomas quando injetados experimentalmente ou em casos de acidentes,
apresentando diferentes sinais que variam de espécie para espécie.

No Brasil, as serpentes venenosas de importéncia médica pertencem as familias Elapidae e
Viperidae (subfamilia Crotalinae). O tnico género da familia Elapidae, no Brasil, € o Micrurus,
cujas espécies sdo conhecidas popularmente por corais. Os representantes da subfamilia
Crotalinae pertencem aos géneros Crotalus, Bothrops e Lachesis (Hoge e Romano-Hoge,
1978/79).

Os acidentes ofidicos no pais sdo provocados principalmente por serpentes pertencentes
ao género Bothrops (90,5%), enquanto os causados por espécies de Crotalus, Lachesis ¢
Micrurus juntos, correspondem aos restantes 9,5% (Ministério da Saude, 1997). O tratamento
usual neste tipo de acidente é a soroterapia, introduzida no pafs por Vital Brazil Mineiro da
Campanha em 1902. Os antissoros utilizados siio monovalentes (preparados com veneno de uma
tinica espécie) ou polivalentes (mistura de venenos de mais de uma espécie). Embora eficientes em
neutralizar os efeitos sistémicos dos venenos, exercem pouca atividade sobre os extensos efeitos

locais (Gutiérrez e col., 1981).

Género Bothrops

Existem mais de 30 espécies de serpentes pertencentes ao género Bothrops no Brasil
(Campbeli e Lamar, 1989). De modo geral, os venenos botropicos possuem um conteido elevado
de enzimas, entre elas, L-aminoacido-oxidase, calicreinas, endopeptidases, esterases, fosfatases,

fosfolipases A, hialuronidase e varias proteinas que atuam sobre a coagulagdio (trombina-simile,

ativadoras de fator X e protrombina) (Devi, 1971; Elliott, 1978; Iwanaga, 1979), além de
miotoxinas (Gutiérrez e Cerdas, 1984; Harris e Cullen, 1990; Mebs e Ownby, 1990).
Apesar da grande variedade no namero de espécies, da complexidade ¢ heterogenidade de

composicdo dos venenos (Furtado e col., 1991), seus mecanismos de aglo e efeitos
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fisiopatologicos sdo parecidos. A aglio local danifica os tecidos por mecanismo que envolve
proteases, fosfolipases, miotoxinas (Gutiérrez e col.,1984; Homsi-Branderburgo e col., 1988;
Gutiérrez ¢ col., 1989; Moura-da-Silva e col., 1991) , fatores hemorragicos e, secundariamente,
através da liberagfio de agentes vasoativos, o que leva 4 hemorragia, edema e mionecrose (Osaka,
1979; Amaral e col. 1987; Guttiérrez e Lomonte, 1989). As toxinas hemorragicas sdo
responsé{reis pelo sangramento local e sistémico (Mandelbaum ¢ col., 1976; Mandelbaum e col.,
1984;I Kamiguti e col., 1991). Ocorrem ainda alteragdes na cascata da coagulagio (desfibrinagéo)
(Nahas e col., 1979; Hofmann e Bon, 1987), no sistema cardiovascular (incluindo choque
hipovolémico € hemorragico) (Rosenfeld, 1971; Amaral e col, 1987) e no sistema renal, onde
pode haver uma evolugfo para insuficiéncia renal aguda (Rosenfeld, 1971; Amaral ¢ col., 1986;
Amaral ¢ col., 1987; Kouyoumdjian e col., 1991).

Veneno de B. jararacussu

O veneno de B. jararacussu ¢ miotdxico, causando necrose de fibras musculares e
retardando a sua regeneraciio (Queiroz ¢ col., 1984; Dos Santos e col., 1992). Quando injetado
pela via intramuscular em ratos, este veneno induz uma maior liberagfio de creatina quinase
(indicador de lesdo muscular), quando comparado com outros venenos botrépicos (Mebs, 1983;
Dos Santos ¢ col., 1992). Do ponto de vista clinico, Amaral e col. (1985) detectaram necrose do
cortex renal em individuos picados por B. jararacussu .

Desse veneno foram isoladas proteimas com estrutura fosfolipasica (Vidal e Stoppani,
1972; Homsi-Brandeburgo e col., 1988). Uma destas proteinas, conhecida como a bothropstoxina
I, possue atividade miotdxica e ¢ termo-estavel (Homsi-Brandeburgo e col., 1988). Embora
possue homologia estrutural com as PLA € uma PLA; do tipo Lys 49 (Cintra € col., 1993), a
bothropstoxina I tem pouca ou nenhuma atividade fosfolipasica (Homsi-Brandeburgo e col,,
1988; Rodrigues-Simioni e col.,1995). A bothropstoxina I ¢ uma proteina basica, (pl 8,2) com
peso molecular de 13,72 kDa, sete pontes dissulfeto (Cintra e col., 1993) e representa cerca de
15% do contetido protéico total do veneno {(Homsi-Brandeburgo e col., 1988). A botropstoxina I
tabém apresenta atividade neurotdxica (Rodrigues-Simioni e col., 1983). Além da bothropstoxina
I j4 foram descritos neste veneno: um peptideo potencializador de bradicinina (Ferreira e col.,
1991); uma serina-protease com atividades amidasica e fibrino-coagulante (Zaganelli ¢ col.,
1996); um fator de coagula¢fio do tipo trombina (Andri-:io-Escarsb e col., 1997) e uma proteina

tipo lectina (Silva e col., 1997).
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Género Crotalus

No Brasil, o género Crotalus é representado pela espécie Crotalus durissus, constituida
por sete subespécies. As principais destas sdo: C. d. cascavella, C. d. ruruima, C. d collilineatus
e C. d. terrificus (Campbell ¢ Lamar, 1989), sendo que esta dltima ¢ a de maior importéncia
médica (Rosenfeld, 1971). As principais a¢des do veneno de C. d. ferrificus sdo: neurotdxica
(Brazil, 1966; Brazil ¢ Excell, 1972); miotoxica (Azevedo—Marques e col,, 1987) e coagulante
(Rosenfeld e col., 1971; Nahas e col., 1979). O principal componente téxico do veneno de C. d.
terrificus é a crotoxina, que corresponde a 50% ou mais do peso seco do veneno. Esta toxina,
que foi inicialmente isolada e cristalizada por Slotta ¢ Fraenkel-Conrat em 1938, ¢ o componente
methor caracterizado do veneno (Bon e col, 1989; Bieber e col., 1990). Trata-se de um
heterodimero composto por uma subunidade écida desprovida de atividade toxica ou biologica
(crotapotina), e uma subunidade basica com atividade fosfatidato 2-acilludrolase (fosfolipase A,
ou PLA;) (Hendon e Frankel-Conrat, 1971) e de baixa toxicidade. Estes dois componentes
quando associados (como é no caso do complexo nativo), apresentam uma potente agio
neurotdxica pré-sinaptica (Bon e col., 1989). Imunologicamente a crotoxina ¢ mais parecida com
as neurotoxinas fosfolipasicas A; de outras crotalideas (agkistrodontoxina, toxina concolor,
toxina Mojave, toxina vegrandis) e vipérideas (ammodytoxina ¢ caudotoxina) € parece ter pouca
reatividade cruzada com as neurotoxinas elapidicas (Gopakrisnakone e col., 1981; Henderson e
Bieber, 1986; Choumet e col., 1989, 1991; Middlebrook e Kaiser, 1989; Weinstein ¢ Smith,
1990). Qutras toxinas menos estudadas como a crotamina (Gongalves e Viera, 1950), convulxina
(Prado-Franceschi, 1970) e giroxina (Barrio, 1954) também possuem importantes atividades

biologicas que podem contribuir para os efeitos observados com o veneno total in vivo.

. Soroterapia no envenenamento por B. jararacussu

O veneno de B. jararacussu é um imundgeno fraco (Dias da Silva e col., 1989; Moura da
Silva e col., 1990), ¢ sua atividade letal nfo & neutralizada de modo eficiente nem pelo antissoro
monovalente (Dias da Silva e col., 1989) ou anti-botrdpico polivalente (Dos Santos e col., 1992).
O tratamento convencional no envenenamento por B. jararacussu é feito por soroterapia, sendo o
antissoro produzido em equinos imunizados com uma mistura de veneno das cinco espécies de

Bothrops com relevincia clinica: 40% de veneno de B. jararaca, 20% de B. alternaius, 13,3% de
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B. jararacussu, 13,3% de B. moojeni ¢ 13,3% de B. neuwiedi (Yamaguchi, LK., comunicagio
pessoal). Embora o antissoro resultante neutralize a maior parte dos componentes dos venenos
botrépicos, em relagiio a componentes que sfo espécie-especificos, nfo o faz eficientemente
{Moura da Silva e col., 1990).
No inicio deste século, Brazil (1911) observou que o tratamento de pacientes picados por
B. jararacussu era mais efetivo quando se utilizava o antissoro anti-ofidico polivalente (obtido
pela inoculagio sequencial de venenos botrépico e crotalico no mesmo animal) do que quando o
antissoro anti-botropico padréo era utilizado isoladamente. Esta observagéo clinica confirmou os
seus resultados anteriores sobre a eficdcia do antissoro crotélico em neutralizar a ag¢do letal do
veneno de B. jararacussu (Brazil, 1909). Tal situagdo nfo era observada no envenenamento por
outras Bothrops, particularmente B. jararaca, onde para o controle eficaz bastava o uso da
soroterapia antibotropica. Tais observacles, embora essencialmente clinicas, sugerem que o
veneno de B. jararacussu possa conter um (ou mais) componente(s) com atividades antigénicas e
bioldgicas semelhantes a componentes(s) presente(s) no veneno da C. d. ferrificus. Estudos mais
recentes tém confirmado as conclusdes de Brazil quanto a maior capacidade do antissoro
botrépico-crotilico em neutra]jzar.as atividades coagulantes e miotéxicas bem como a agio letal
do veneno da B. jararacussu (Dos Santos e col., 1992; Milani e col., 1997).
Com base nas observacdes de Brazil (1909, 1911) e Dos Santos e col. (1992), parece-nos
razoavel que um estudo imunolégico e bioquimico deste veneno venha revelar a presenga de

toxinas antigénicamente relacionadas aquelas encontradas no veneno de C. d. terrificus.
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OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram: fazer um “screening” de venenos botropicos para verificar
a distribuigio de proteinas imunologicamente semelhantes a crotoxina; isolar e caracterizar a(s)

proteina(s) do veneno de B. jararacussu com imunoreatividade com o anticorpo anti- crotoxina.



MATERIAIS E METODOS

14
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Reagentes e venenos

| Acrilamida, azul brilhante de Coomassie R, azul de bromofenol, bisacrilamida, 4-
cloronaftol, diaminobenzidina, EDTA (4cido tetracetico etileno diamino), glicina, IgG de coelho
anti-cavalo acoplado a peroxidase, f-mercaptoetanol, persulfato de amonio, PMSF ( fluoreto de
fenil metil sulfonif), sacarose, SDS (dodecil sulfato de sodio), TEMED (N,N,N'N-tetra
metiletilenodiamina), Tris-base, Tween 20, e as proteinas padrdes para a determinagio de peso
molecular por eletroforese foram comprados da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Membranas de nitrocelulose foram fomecidos pelo Bio-Rad (San Francisco, CA, EUA).
Crotoxina purificada ¢ o anticorpo anti-crotoxina (IgG F(ab’), de cavalo) foram cedidos pelo Dr.
Carlos Chaves-Olortegui da Fundagio Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte, MG.

Os venenos dessecados de varias espécies de Bothrops, de C. d. terrificus e de C. d.
cascavella foram obtidos do Insituto Butantan (SZo Paulo), do CEVAP (Botucatu) ou de
estoques mantidos neste laboratério. Todos os venenos foram conservados em dessecador a 4°C.
A botropstoxina-l purificada foi gentilmente cedida pela Dra. Léa Rodrigues-Simioni (Dept’ de
Farmacologia, FCM, UNICAMP).

Animais
Para o estudo da agfo neuromuscular em venenos botrdpicos, foram usados pintainhos da
linhagem HY-LINE W36 (4-8 dias) doados pela Granja Ito S/A (Campinas). Os animais foram

mantidos em gatolas abastecidas com adgua e ragio ad libitum.
Estudos bioguimicos

ELISA para investigar a imunoreatividade com o anticorpo anti-crotoxina

_ Placas de ELISA ("enzyme-linked immunosorbent assay") (96 pocgos, Coming; Flow
Laboratories, Inc., Mclean, VA, EUA) foram sensibilizadas por 12 horas com 100 pl (volume
padrdo) de uma solugdo de veneno (15,6 a 2000 ng/pogo), em tampdo carbonato de sédio (0,05
M, pH 9,6). Subsequentemente, as placas foram lavadas duas vezes com uma solugéo de 0,05%
Tween 20-salina (tamp@o de lavagem, TL) e entdo bloqueadas com uma solugio de 2% de

caseina em salina-fosfato (pH 7,4) durante 1 h. Depois de retirar esta solugdo bloqueadora, foram
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acrescentados nos pogos 100 ul de uma solugiio de anticorpo IgG anti-crotoxina dituido 1:400 (a
partir de uma solugfio de 1,7 mg/ml) em tampdo de incubacsio (fosfato salina contendo 2%
caseina, 0,0025% Tween-20) e as placas incubadas durante 1 h a temperatura ambiente. Apds
esta incubagdo, as placas foram lavadas duas vezes com tampdo de lavagem e incubadas
novamente durante 1 h a temperatura ambiente com 100 pl de anti- IgG (IgG de coelho
produzido contra IgG de cavalo) conjugado a peroxidase diluido 1:2000 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA) em tampdo de incubagfio. Ao término desta incubagdo, foram feitas seis
lavagens com TL e depois adicionado a cada pogo 100 ul de uma solugdo de 0,33 mg de O-

fenildiamina/ml de tamp&o de citrato (0,017 M, pH $5,2), contendo 0,04% de HyO9. A reagéo foi

interrompida apds 15 minutos com a adi¢do de 20 ul de 4cido sulfirrico 5%. A absorbancia final
foi determinada usando um leitor de ELISA modelo Titertek Multiscan Plus I a um comprimento
de onda de 492 nm.

Eletroforese

A eletroforese foi feita em mini-gel (8 x 10 cm) de poliacrilamida contendo SDS, (Hames,
1990), utilizando-se um sistema descontinuo em placa vertical (Mighty Small II, Bio-Rad, San
Francisco, CA, EUA). O gel de resolugio, com gradiente de concentrag¢iio de poliacrilamida de
13%, foi preparado sob um gel de empacotamento de 3,75% de acrilamida.

Os venenos das espécies de Bothrops, de C. d. terrificus, e de C. d. cascavella foram
diluidos em tampéio (Tris-HCI 0,063 M, pH 6,8), contendo SDS 2%, glicerol 10% ¢ azul de
bromofenol 0,001%, e fervidos durante 4 min. Aliquotas de 30 pl (25 pg) foram aplicadas ao gel.
A corrida eletroforética foi realizada &4 temperatura ambiente com amperagem fixada em 32 mA
(voltagem 100-150 V), até o azul de bromofenol atingir 0,5 cm do final do gel (aproximadamente
4 horas).

Apos a corrida eletroforética, o gel foi fixado com solugio de metanol 50% e acido .
acético 10%. Em seguida, foi feita a coloragdo com solugdo de azul brilhante de Coomassie R
0,025% em acido acético 10%. O excesso de corante foi eliminado utilizando-se a mesma solugéo
de fixagdo do gel. Ap6s a coloragéio, o gel foi seco entre duas folhas segundo a técnica de Juang e

col. (1984) e fotografado.
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Immunoblotting

Apés a eletroforese, a transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para a
membrana de nitrocelulose foi feita em sistema semi-seco (2:30 h a4 200 mA), com voltagem
entre 10 ¢ 20 V. Apos a eletroforese e visualizagiio das proteinas transferidas com azul de
Ponceau (0,2% em 4cido tricloroacético 0,3%), ligagbes ndo especificas foram blogueadas com
uma solugio PBS (pH 7,4) contendo 0,3% (v/v) Tween 20 e leite desnatado 12% a 4°C sob
agitagio. Depois, a membrana foi lavada duas vezes (30 min cada) com PBS contendo 0,05%
(v/v) Tween 20, ¢ entdo incubada com o anticorpo f’(ab’)z anti-crotoxina (5 pg/ml em PBS com
0,05% Tween 20) durante 12 h sob agitagéo a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada quatro
vezes (30 min cada) com PBS contendo 0,05% Tween 20 e incubada com o conjugado IgG
peroxidase usado no ELISA (1:2000 em PBS com 0,05% Tween 20} por 2 h a temperatura
ambiente sob agitacdo. Depois, foram feitas mais duas lavagens com PBS-Tween 20 (0,05%) ¢
duas lavagens com PBS sem Tween 20 (20 min cada). Finalmente, a membrana foi incubada com
o substrato (3,75 mg de 4-cloronaftol ¢ 0,5 mg de diaminobenzidina por mi de PBS sem Tween

20) e a reagdo desenvolvida.

Preparacdo da coluna de imunoafinidade

Um grama de CNBr-Sepharose foi ativado através de repetidas lavagens com HCl 0,1 M
conforme descrito pelo fabricante (Pharmacia). Em seguida, a resina foi incubada de um dia para outro
a 4°C com 25 mg de IgG anti-crotoxina em tampéo de acoplamento (bicarbonato de sédio 0,1 M, NaCl
0,5 M, pH 8,3) sob agitag@o. Apds esta incubagfo, a resina foi lavada com o mesmo tampao ¢ depois
agitada novamente de um dia para outro a 4°C com glicina 0,2 M, pH 8,0, para bloquear os sitios nfo
ocupados pelo anticorpo. Subseqiientemente, a resina foi colocada numa mini-coluna de 6 ml a 4°Ce

lavada com tamp@o salina-fosfato, pH 7,4.

~ Fracionamento do veneno de B. jararacussu por imunoafinidade

O veneno de B. jararacussu (40 mg) foi dissolvido em 1,0 ml de tampfo salina-fosfato
contendo PMSF (0,005 M) e EDTA (0,01 M) para inibir a atividade proteolitica enddgena do veneno.
Em seguida, o veneno foi aplicado & coluna com um fluxo de 10 mlh e a coluna lavada até a
absorbancia a 280 nm voltar a linha base. A proteina retida na coluna foi eluida com tampdo glicina-
HCL, 0,1 M, pH 2,8, a um fluxo de 20 mlh coletando-se fragbes de 2,5 ml. O perfil de eluig¢#o foi

determinado a 280 nm. A coluna foi regenerada através de uma lavagem com tampéo salina-fosfato
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(pH 7,4) e depois eluida novamente com tampéo Tris-NaOH 0,05 M, pH 11. Finalmente, a coluna foi

re-equilibrada com tampao salina-fosfato (Chavez-Olértegui e col., 1993).

Fracionamento em coluna Mono S da proteina purificada por imunoafinidade

Para investigar a pureza da proteina obtida por imunocafinidade, uma amostra (25 pg) foi
fracionada numa coluna (HR 5/5, 5 mm x 50 mm, FPLC Pharmacia) pré-equilibrada com tampéo
acetato de sodio 25 mM, pH 5,0. A coluna foi eluida com um gradiente de NaCl (0-1,0 M) em tampdo
acetato de sédio a um fluxo de 1,5 ml/min. O perfil de eluigdo foi determinado pela absorbancia a 280

nm ¢ fra¢Ses de 1,0 mi foram coletadas.

Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipdsica (PLA) foi determinada conforme descrito por Lobo de AraGjo ¢ Radvanyi
{1987). Uma amostra da proteina purificada {(em 20 ul) foi adicionada a 1 ml de meio de reagio (5 ml de
NaCl 2M, 1 ml de solugdo de fosfolipideos, 2 ml de vermelho de fencol 0,1% e 1 mi de CaCl; 1 M,
completando o volume para 100 ml com agua deionizada) e a mistura incubada a temperatura ambiente
durante 15 min. O decaimento da absorbancia com o tempo apéds a adigdo da amostra foi medido em 578

nm.

Determinacdo da concentragdo protéica
A dosagem de proteina foi feita ou pela absorbéncia 4 280 nm (Azs de 1.0 = Img de
proteina/ml}) ou pelo método microbiureto conforme descrito por Itzhaki e Gill (1964).

Estudo farmacolégico
Preparagdo biventer cervicis de pintainho

A preparagiio foi isolada € montada de acordo com o método descrito por Ginsborg e
Warriner (1960). O musculo foi suspenso em 4 m! de solugdo de Krebs com a seguinte
composicio (em mM): NaCl 118,6, KCl 4,7, CaCly 1,9, KHoPO4 1,2, NaHCO3 15 e glicose

11,7, pH 7,4. A solugfo foi mantida a 379C e arejada com carbogénio (95% O3 ¢ 5% COs). O

musculo foi submetido a uma tensdo constante de 0,5 g e estimulado através de eletrodos
bipolares posicionados na regifio de transigdo entre o tenddo e o musculo de modo a produzir
uma estimula¢fo de campo. A preparagdo foi submetida a estimulos supramaximais (0,1 Hz de

frequéncia e 0,2 seg) usando-se um estimulador Grass S4. Os venenos foram adicionados a
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preparagio num volume final de 0,1 ml (200 a 25 pg/ml). As contragdes musculares foram

registradas durante um ‘tempo méaximo de 120 min, usando-se um transdutor isométrico BG-25
GM Kaulite (Semiconductor Products Inc., EUA) acoplado a um fisidgrafo Gould RS 3400. Nos

experimentos controles, foi adicionado 0,1 ml de solug#io de Krebs.
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ELISA dos venenos botrépicos

O método ELISA usando IgG F(ab’), anti-crotoxina mostrou que, de modo geral, os
venenos botropicos possuem baixos niveis de proteinas imunologicamente semelhantes a
crotoxina (Figura 1). A excegdio entre estes venenos foi o de B. neuwiedi que mostrou um perfil

de reatividade maior do que os outros venenos.

Eletroforese ¢ immunoblotting

A Figura 2 mostra o perfil eletroforético de vérios venenos apds eletroforese em presenca
de SDS. Os venenos das espécies de Bothrops possuem proteinas com peso molecular variando
de 14,0 a 100 kDa, com bandas mais reativas nas regides de 20 & 30 kDa e 45 4 60 kDa. Os
venenos de C. d. terrificus ¢ C. d. cascavella apresentaram bandas de maior reatividade na
regido de 14 a 30 kDa, que corresponde 2 faixa do peso molecular da crotoxina.

A imunoreatividade dos venenos acima foi analisada por immunoblotting (Figura 3). Os
venenos da C. d. terrificus e C. d. cascavella, bem como a crotoxina, reagiram fortemente com o
anticorpo, como era esperado. Ao contrario, com a excegdo do veneno de B. neuwiedi, todos
o0s venenos botrépicos mostraram pouca reatividade com o anticorpo. No caso da B. jararacussu,

varios lotes de veneno demonstraram baixa reatividade por este método.
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Figura 1. Imunoreatividade de venenos botrépicos com anticorpo anti-crotoxina determinado
pelo método ELISA. Os venenos botropicos nfo-mostrados (B. alternatus, B. asper, B. atrox, B.
cotiara, B. jararaca) tiveram uma reatividade igual ou menor a de B. jararacussu.
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Figura 2. Perfil eletroforético de varios venenos em gel de poliacrilamida (12%) com SDS.
Foram aplicados 25 ng de cada veneno e 10 pg de crotoxina. B.al. = B. alternatus, B.as. = B.
asper, B.at. = B. atrox, B.c. = B. cotiara, B.ja., B. jararaca, Bjs., B. jararacussu (A a D =
diferentes lotes), B.m. = B. moojeni, B.n. = B. neuwiedi. C.d.t. = C. d. terrificus, Cdc.=C. d
cascavella, Cr = crotoxina. As proteinas padrSes usadas foram lisosima (14,4 kDa), inhibidor de
tripsina proveniente da soja (21,5 kDa), anidrase carbonica (31,0 kDa), aldolase (40,0 kDa),
ovalbumina (42,7 kDa), glutamato desidrogenase (55,0 kDa), albumina bovina (66,2 kDa) e
fosforilase B (97,4 kDa).
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Figura 3. Perfil do imunoblot de varios venenos apos eletroforese em gel de poliacrilamida (13%)
com SDS. A quantidade usada de cada veneno, as proteinas marcadoras e as abreviagdes sdo as
mesmas da Figura 2,
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A atividade neurotéxica de venenos botropicos na preparagiio biventer cervicis de

pintainho.

Foram usados cinco venenos botrépicos (B. jararaca, B. jararacussu, B. mogjeni, B.
neuwiedi e B. erythromelas) que apresentaram uma reatividade no ELISA escolhidos baseado na
quantidade disponivel, para verificar suas atividades na jungdo neuromuscular, utilizando o
veneno de C. d. terrificus como controle positivo. Os venenos de B. Jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni e B. ervthromelas induziram contratura muscular seguida de bloqueio dose-dependente
(100, 150, 200 pg/ml) da resposta contratil nas preparagdes biventer cervicis de pintainho,
submetidas & estimulagdo indireta. A Tabela 1. mostra o tempo necessario para estes venenos
produzirem um bloqueio de 50%. O veneno de B. neuwiedi induziu bloqueio com um perfil

comparavel ao obtido com o veneno de C. d. ferrificus (Figura 4).

Veneno dose tempo de

pg/ml bloqueio (min.)

B. erythromelas 100 58,3+5.5
B. jararaca 100 67,3+8.2
B. jararacussu 100 29,319.8
B. moojeni 100 46,3+11,0
B. neuwiedi 25 26,01+2,1
C. d. terrificus 25 15,0+0,6

Tabela 1. Tempo de 50% de bloqueic para venenos botropicos em preparagSes biventer cervicis
. de pintainho. Os valores representam a média + erro da média do tempo (min} necessério para
produzir 50% de bloqueio (n= 3- 4). O veneno de C. d terrificus foi usado como controle
positivo.
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Figura 4. Bloqueio tempo-dependente induzido por varios venenos botropicos comparado

com o de C. d rerrificus na preparagdo biventer cervicis de pmtainho. Para os venenos de B.

neuwiedi € C. d. terrificus, a dose usada foi de 25 pg/ml e para todos os outros foi de 100 pg/ml.

Para cada veneno, ¢ nivel de bloqueio apés 120 min (nfo mostrado) foi 0 mesmo observada até
70 min. Os valores representam a média de 3-4 experimentos, sendo que em todos o erro da

meédia para cada ponto foi < 20%. ‘
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Cromatografia por imunoafinidade

Tendo como. base o resultado obtido no ELISA,_ escolhemos o fote D do veneno de B.
Jjararacussu baseado na quantidade disponivel no laboratério, fracionando-o através de cromatografia
por imunoafinidade em coluna de Sepharose CNBr & qual foi acoplado o anticorpo anti-crotoxina. A
Figura 5. mostra o perfil de eluigio do veneno de B. jararacussu. O rendimento de proteina obtido por
este procedimento correspondia 3 menos de 1,0% do total de veneno aplicado a coluna (trés corridas

cromatograficas).

Cromatografia por troca iénica em coluna de Mono S
Fracionamento por troca idnica de uma amostra do material obtido por imunoafinidade resultou

em um pico 86, indicando que a proteina em questdo estava essencialmente pura (Figura 6.).

Eletroforese
Apos eletroforese na presenga de SDS, a proteina purificada por imunoafinidade apresentou
bandas principais em torno de 30 kDa e 100 kDa (Figura 7.). Na presenga de 2 mM B-mercaptoetanol,

apenas a banda de 30 kDa foi observada (nfio mostrado).

Immunoblotting
A Figura 8. mostra a detecg#o por imunoblot da proteina purificada. Uma reagdo positiva foi

observada com a banda de alto peso molecular. Na presenca de B-mercaptoetanol, esta banda de

reatividade caiu para 30 kDa.
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Figura §. Perfil de eluigdo do veneno de B. jararacussu (40 mg) fracionado por imunoafinidade numa
coluna de Sepharose-CNBr com o anticorpo anti-crotoxina acoplado. O pico I representa o material
nfo retido na coluna enquanto pico II representa a proteina eluida com tampéo glicina (0,1 M, pH 2,8
contendo HCJ, 0,15 M) (seta). FragBes de 2,5 ml foram coletadas a um fluxo de 20 ml/h.
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Figura 6. Perfil de eluigdio apos cromatografia por troca idnica numa coluna de Mono S (FPLC) da
proteina purificada por imunoafinidade (seta) I, indice de refragio do solvente. Foram aplicados 25
g de proteina a coluna. A eluigdio foi realizada com um gradiente linear de NaCl (0-0,5 M) em
tampéo acetato de sodio.
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Figura 7. Perfil eletroforético do veneno de B. jararacussu (v, 20 pg), da proteina obtida por
imunoafinidade (1,10 pg) e da fragdo ndo retida na coluna (2; 20 ug). As proteinas marcadoras de
peso molecular foram as mesmas descritas na Figura 2.
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Figura 8. Imunoblot da proteina purificada do veneno da B. jararacussu através de cromatografia por
imunoafinidade. A, com SDS. B, SDS + (3-mercaptoctanol. v, veneno de B. jararacussu (25 ug); Cr,
crotoxina (10 pg); P, proteina purificada (10 ug). As proteinas marcadoras foram as mesmas descritas
na Figura 2.
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ELISA _

A Figura 9. mostra que a proteina purificada € reconhecida pelo anticorpo anti-crotoxina de
forma mais forte do que o veneno total de B. jararacussu, provavelmente porque se encontra agora
numa forma pura do que no veneno total.

Esta figura também mostra que & proteina isolada & diferente da bothrosptoxina I (Homsi-
Brandeburgo, 1988) e de uma lectina (Silva e col,, 1997) presentes neste veneno, estas duas proteinas

também néo reagiram quando testadas por imunoblot (resultados nio mostrados).

Atividade fofolipasica

A proteina purificada do veneno de B. jararacussu (10 pg) nfo apresentou atividade

fosfolipasica.

Atividade neuromuscular da proteina purificada por imunoafinidade

Na preparagio biventer cervicis de pintainho, o componente purificado do veneno de B.
Jararacussu (64 pg/ml, n=2) ndo apresentou atividade neuromuscular num intervalo méximo de até
120 min, enquamnto que com os venenos de B. jararacussu (100 pg/ml) e C. d. terrificus (50 pg/ml) foi
observado um bloqueio de 80 + 9% (n=3) e 100% (n=3), respectivamente (Figura 10.).

UNicamp
WSLIOTECA CENTRAL
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Figura 9. ELISA da protéina purificada do veneno de B. jararacussu por imunoafinidade. As
condigtes foram as mesmas descritas anteriormente.
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Figura 10. Auséncia de atividade neuromuscular da proteina do veneno de B. jararacussu (64 pg/ml)
na preparagéo biventer cervicis de pintainho. Os venenos de B. jararacussu (100 pg/ml) e C. d.

terrificus (25ug/ml) foram usados como coniroles positivos (média de 3 experimentos). O erro da
média foi < 20% para todos os pontos.



CAPITULO 2

Caracterizacao parcial de uma lectina

presente no veneno de B. jararacussu
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INTRODUCAO

Lectinas sio glicoproteinas caracterizadas por sua habilidade de se ligar a sequéncias
especificas de agucares (Sharon, 1972; Lis e Sharon, 1986). Embora inicialmente isoladas de
plantas, as lectinas tém sido encontradas em uma grande variedade de espécies no remno animal,
incluindo os venenos de serpentes (Kocourek, 1986).

Os venenos de vérias espécies de serpentes contém baixas quantidades de proteinas do
tipo lectina (< 1% de peso seco), muitas das quais sfio homodimeros com peso molecular em
torno de 28.000 (Gartner ¢ col., 1980; Ogilvie and Gartner, 1984; Ogilvie ¢ col.,, 1986; Lomonte
e col., 1990; Hirabayashi e col., 1991; Ozeki e coll., 1994). Além de causar hemaglutinacdo, estas
proteinas também sdo capazes de agregar plaquetas (Gartner e col.,, 1980; Ogilvie e col., 1986;
Gomes e Aragon, 1986) e de induzir edema de pata em camundongos (Lomonte e col., 1990).

Estas proteinas podem ser facilmente purificadas utilizando-se a resina Sepharose 4B
(derivada ou ndo) a qual elas se ligam permitindo assim o seu isolamento por um processo de
afinidade. Como nos experimentos de pufiﬁcagéio por imunoafinidade acoplamos o anticorpo anti-
. crotoxina a Sepharose 4B; investigamos a possibilidade da proteina purificada ter sido retida por
possuir alguma semelhanca 4 lectina, e nfio por ser reconhecida pelo anticorpo anti-crotoxina.
Para isso, fracionamos o veneno de B. jararacussu numa coluna de Sepharose 4B e examinamos a

imunoreatividade do material obtido por ELISA e immunoblotting.
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MATERIAIS e METODOS

Purificagdo de proteina tipo lectina do veneno de B. jararacussu

O veneno de B. jararacussu (40-60 mg dissolvidos em 3 mi de solugdo de Tyrode) foi
aplicado 4 uma coluna de Sepharose 4B nfio-derivada (I cm x 10 cm) equilibrada com a mesma
solugiio. A coluna foi lavada com solugfio Tyrode (composi¢do, em mM: NaCl 137, Na,PO4.H,0
0,42, NaHCO; 11,9, CaCl; 1,8, MgCl, 0,49 ¢ KC12,7) a um fluxo de 1 ml/min até a absotbéncia
a 280 nm voltar a linha base. O material ligado 4 coluna foi eluido com solugdio Tyrode contendo
lactose (100 mM). Fragdes de 1 ml foram coletadas manualmente em tubos Eppendorf, ¢ o perfil
de elui¢io foi determinado a 280 nm em espectofotdmetro Uvikon 810 (Kontron, Basitha, Suica).
O material eluido com lactose foi dialisado contra agua destilada para remover a lactose € depois
usado ou para investigar a sua reatividade com o anticorpo anti-crotoxina conforme relatado no

capitulo 3 ou para sua caracterizagfio parcial conforme descrito a baixo.

Eletroforese
A eletroforese foi feita essencialmente conforme descrita no capitulo 1, exceto que a
coloragio foi feita com solugio de nitrato de prata apds fixagdio dos géis em soluglo de

H,O:metanol:acido acético (40:50:10, v/v) (Blume e col., 1987) .

Hemaglutinagdo

Esta atividade foi determinada segundo o método descrito por Nowak et al. (1975).
Foram colocados em cada pogo da primeira coluna de uma placa de microtitulagio 50 pl de
tampdo fosfato e 50 pl de heméacias humanas lavadas, tripsinizadas e fixadas em formaldeido
(2,5% em fosfato). No primeiro pogo das outras colunas foram pipetados 50 ul de uma solugéo
de lectina de concentragio conhecida e foi feita uma diluic8io em série com tampéo fosfato. Foram
adicionados entdo 50 pl de hemdcias a cada um destes pogos. Apds estas adigdes, a placa foi
levemente agitada e deixada em repouso & temperatura ambiente por 2 h. A reagdo foi

considerada positiva com a formagéio de um manto e negativa com as hemacias depositadas em
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botdo no fundo do po¢o. Em alguns experimentos, concentragdes variadas de lactose e EDTA
foram adicionadas aos pogos para verificar a inibigio pelo agucar e a dependéncia de Ca®,
respectivamente. Também foi investigado a sensibilidade da lectina ao calor aquecendo-se uma

amostra da proteina a 65°C e 100°C por tempos variados (1, 5, e 10 min).

Agregaciio plaquetaria

Obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP)

O sangue de voluntarios sadios que nfio receberam qualquer medicamento durante os 10
dias que antecederam o experimento foi colhido em citrato tri-sodico 3,8% (9:1, v/v). O plasma
rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugaco do sangue total a 200 g em temperatura
ambiente por 15 min. O sangue remanescente foi novamente centrifugado a 2.000 g em

temperatura ambiente por 15 min para a obtencéo do plasma pobre em plaquetas (PPP).
Preparagdo de plaquetas lavadas (PL)

Ao PRP foi adicionado iloprost (0,8 pM) e 0 mesmo foi centrifugado a 800 g por 10 min.
O sobrenadante foi despresado e ao “pellet” plaquetario foi adicionado solu¢éio de Krebs-Ringer
desprovida de caicio, e 0 mesmo cuidadosamente resuspenso, adicionando-se novamente iloprost
(0,8 uM). Repetiu-se o processo acima, adicionando-se ao final 1 mM de cloreto de calcio
{Radomski e Moncada, 1983). O niimero de plaquetas foi ajustado para 1,5 x 108 plaquetas/ml

através de contagem manual, utilizando-se cdmara de Neubauer.
Teste de agregagdo

A agregagdo foi monitorada utilizando-se um agregdmetro de dois canais (Payton
Scientific Instruments, Inc., Buffalo, NY). O aparelho foi calibrado para 0% e 100% de
transmissfo de luz usando PRP e PPP (ou solugdo de Krebs), respectivamente. O teste foi
iniciado pela adicdo de agonista (ADP 2-10 uM para PRP, e trombina 180 IU/ml para PL) ou de
lectina a 500 pl de suspensio de células e a agregagio monitorada durante pelo menos 5 min.
Caso nfo ocorresse agregacdo pela lectina, a capacidade da mesma em inibir a agregacio induzida
por outros agonistas foi determinada pré-incubando-se as plaquetas com lectina por 3 4 5 min

antes da adigo do agonista.
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Atividades enzimaticas

Fosfolipasica

- A atividade fosfolipasica (PLA) foi determinada conforme descrito por Lobo de Aradijo e
Radvanyi (1987). Lectina (em 20 pl) foi adicionada a 1 ml de meio de reagdo (5 ml de NaCl 2M,
1 ml de soluciio de fosfolipideos, 2 ml de vermelho de fenol 0,1% e 1 ml de CaCl; 1 M,
completando o volume para 100 ml com agua deionizada) e a mistura incubada a temperatura
ambiente durante 15 min. O decaimento da absorbancia com o tempo apds a adigio da amostra

foi medido em 578 nm.

Hialuroniddsica

A atividade hialuronidasica foi quantificada pelo método de Di Ferrante (1956). A 0,2 ml
de tampio acetato sédico, 0,2 M, pH 5,0 contendo 0,15 M NaCl e 0,2 ml de substrato (0,2 mg de
acido hialurdnico/ml de tamp8o acetato) foi adicionado 0,1 ml de Jectina e a mistura incubada por
15 min 4 37°C. A reagfo foi interrompida pela adigdo de 2 ml de uma solugfio de brometo de
cetrimetilaménio (2,5% em NaOH 2%) sob agitagio vigorosa. A turbidez resultante foi medida a
400 nm apds 30 min de incubagfio & temperatura ambiente. Uma unidade de atividade (“turbidity
reducing unit”, TRU) correspondia a quantidade de lectina capaz de causar uma redugéo de 50%

na turbidez gerada por 0,2 mg de 4cido hialurdnico.

Proteolitica

A atividade proteolitica foi avaliada usando-se caseina como substrato de acordo com o
método de Kunitz (1947). Para 1,9 ml de uma solugfio a 1% de caseina em 0,1 M Tris-HC], pH
7.8, pré-incubados por 5 min & 37°C, foi adicionado 0,1 ml de lectina seguido de incubagfo na
mesma temperatura por 20 min. A reagfo foi interrompida pela adigdo de 4 ml de TCA 5% e as
amostras permaneceram em gelo por 30 min, apos os quais foram centrifugadas e a absorbancia
do sobrenadante lida a 280 nm. Uma unidade de atividade foi definida como um aumento de

0,001 unidade de absorbancia por minuto.
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RESULTADOS

A Figura 11. mostra o perfil de eluigio da lectina do veneno de B. jararacussu (BjcL)
cluida de uma coluna de Sepharose 4B nfio-derivada usando solugio de tyrode contendo lactose
(0,1 M). A proteina purificada representa < 3 % do conteido proteico do veneno (baseado na
absorgdo a 280 mm). Em eletroforese na presenga de SDS-PAGE, a BjcL apresentou uma banda
principal em tomo de 28 kDa, ¢ uma banda menor com peso molecular em torno de 14 kDa
(Figura 12.). Na presenga de B-mercaptoetanol (2 mM), apenas uma banda em torno de 14 kDa
foi mostrada (resultado nfio mostrado), indicando que a lectina existe principalmente como um
homodimero.

BjcL. provoca aglutinagio em hemdceas humanas fixadas com formaldeido em
concentragdes > 19.5 ng/poco (195 ng/ml, n=7) o veneno de B. jararacussu produziu
hemaglutinagdo em conceniragles > 2 pg/pogo (13,3 pg/ml, n=3). A lactose (>2 mM, n=7) e a
EDTA (> 2 mM, n=7) inibiram a hemaglutinagdo provocada pela BjcL. A hemaglutina¢éo foi
fracamente inibida pela glucose e sucrose (>100 mM, n=3), mas nfo pela N-acetilglucosamina
(200 mM). A BjcL ndo possue atividade hemolitica direta (baseado no exame das placas de
hemaglutinagiio ao término do ensaio). A atividade hemaglutinante da lectina foi totalmente
abolida pelo aquecimento a 65 °C por 1 minuto, mostrando que esta proteina ¢ termosensivel.

Na concentracio de 90 pg/ml, BjcL. ndo agregou plaquetas humanas em PRP ou em PL
(n=3 cada). A lectina (80 pg/ml) nfo inibiu a agregagho induzida por ADP (2 uM, n=3 PRP) ou
trombina (180 IU/ml, n=3 PL) (Figura 13.). A BjcL nfio apresentou atividades proteoliticas,
| fosfolipasica e hialuronidésica. Estes resultados mostram que o veneno de B. jararacussu contém
uma proteina do tipo lectina cujas propriedades sio parecidas com as lectinas do tipo C (Ca**
dependente) ja caracterizadas do veneno de vérias espécies de serpentes da familia Crotalidae
{tabela 2.).
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Figura 11. Perfll de elui¢do da lectina do veneno de B. jararacussu (BjcL) purificada em coluna
de Sepharose 4B ndo derivada. A lectina foi eluida com solugfio de tyrode contendo lactose 0.1
M. O pico I representa o material nfio retido na coluna enquanto o pico II representa a lectina

eluida.
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Figura 12. Perfil eletroforético da lectina purificada do veneno de B. jararacussu (BjcL). Os
pesos moleculares sdo representados por kDa. As proteinas marcadoras sfo lisosima (14,3), B-

globulina (18,4), tripsinog€nio (24,0), pepsina (34,7), ovoalbumina (45,0) e BSA (66.,0).
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Figura 13. Auséncia de efeito da lectina (BjcL) em agregacfio de plaquetas humanas m PRP
(painel A) e em PL (painel B). BjcL (90 pg/ml em A e 80 pg/ml em B). Painel A, ADP (2 pM).
Em em B, trombina (180 IU/ml).
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Espécie R (%) PM Inibi¢ao Ag.Plaq.
Lactose EDTA

Referéncias

Crotalidae

B, atrox 0.24 28.060 (D) 4 + Fraco
B. godmani 0.3 28.000 (D) 4 + n.d
B. jararaca 0.4 30.000 (D) 4+ + N
B. jararacussu >3 28.0006 (D) 4 + N
Crotalus atrox n.d. 32.000 (D) 4 + Forte
Lachesis muta (.89 28.000(D) 4 + Forte

Gartner ¢ col. (1998);
Ogilvie and Gartpner
(1984); Ogilvie e col.
(1989)

Lomonte e col. (1990)

Ozeki e col. (1994)
Este trabalho

Ogilvie and Gartner
(1984); Ogilvie ¢ col.
(1989); Hirabayashi e
col. (1991) |
QOgilvie and Gartner
(1984); Ogilvie ¢ col.
(1989)

Tabela 2. Algumas propriedades de lectinas de venenos de serpentes

‘D, dimero. M, monomero. N, nfio causa agregag#o. n.d., ndo determinado
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DISCUSSAO GERAL

Os resultados obtidos através do ELISA indicam que, de modo geral, com exceg¢lic da
peconha de B. meuwiedi, os venenos botrdpicos possuem um baixo conteudo de proteinas
imunologicamente relacionadas a crotoxina. Estesldados coincidem com aqueles observados em
relacio & atividade biologica determinada em aves, demonstrando a existéncia de paralelismo
entre a atividade neuromuscular dos venenos ensaiadas e a reatividade frente ao anticorpo anti-
crotoxina.

Dentro deste quadro, constitui exce¢do o veneno de B. jararacussu, apesar da atividade
pneurotéxica discutida por Rodrigues-Simioni e col. (1983), apresentou uma baixa reatividade
anticrotoxinica. Apesar disso, persistem e as observacgbes ja firmadas (Brazil, 1909, 1911) que
justificam a tentativa em demonstrar a presenca de uma proteina imunologicamente parecida com
a crotoxina no veneno de B jararacussu e determinar suas caracterfsticas.

Durante o processo de caracterizagio dos venenos botropicos tivemos a oportunidade de
comparar diferentes técnicas. Embora com o immunoblotting, os componentes possam ser
separados de acordo com seu peso molecular ¢ sua reatividade frente ao anticorpo possa ser
determinada e comparada (Ownby e Colberg, 1990) nossos resultados indicam que o teste do
ELISA foi mais sensivel do que o do immunoblotting para demonstrar a relagdo imunologica
geral entre 0s venenos e o anticorpo.

De fato, em relacio ao veneno total de B. jararacussu, a reagdo comeca a ser positiva
com 2 pg de veneno ou menos com o teste ELISA, enquanto que pelo immunoblotting, bandas
positivas nfio foram observadas mesmo com 25 ug de veneno. Essa incapacidade do

immunoblotting em detectar componentes crotoxina-similes pode indicar um conteudo muito

baixo da proteina no veneno estudado.
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Os resultados da cromatografia por imunoafinidade (seguida de eletroforese,
immunobloiting ¢ ELISA) indicam a existéncia de uma proteina imunologicamente relacionada
com a crotoxina no veneno de B. jararacussu com duas bandas principais (30 € 100 kDa}. Apesar
desta proteina ter sido isolada a partir do anticorpo anti-crotoxina e apresentar bandas na regido
da crotoxina, a auséncia de atividade neurotéxica e fosfolipasica mostra que a mesma ndo exibe as
atividades biolégicas ou enzimaticas da crotoxina.

Do pohto de vista imunolégico, fica dificil afirmar com certeza a presen¢a de proteinas
relacionadas com a crotoxina no veneno de B. jararacussu, pois verificamos recentemente (dados
nfio mostrados) que o anticorpo utilizado ndo era totalmente especifico contra a crotoxina. Essa
auséncia de especificidade pode ser devido ao uso de preparagdes impuras de crotoxina durante a
purificagdo por imunoafinidade em CNBr-Sepharose; ou & existéncia de um ¢pitopo comum em
varias toxinas do veneno de C. d. ferrificus.

Nossos resultados deixam em aberto a explicagio para as observagdes feitas por Brazil
(1909; 1911) e Dos Santos e col., (1992) com relagiio a maior capacidade do antissoro botropico-
crotalico em neutralizar as atividades do veneno de B. jararacussu. A proteina por nds
purificada, sendo desprovida de atividade biologica, nfio pode ser responsabilizada pelas mesmas.

Por outro lado, a principal toxina (BthTx I) isolada do veneno de B. jararacussu, é
responsavel ndio s6 pela neurotoxicidade como pela miotoxicidade em animais de laboratério
(Rodrigues-Simioni e col.,1983), ndo reagiu com o anticorpo anti-crotoxina, embora seja também
de natureza fosfolipdsica (Cintra e col., 1993; Rodrigues-Simioni e col., 1995). E possivel
entretanto que esteja sendo neutralizada por outros anticorpos presentes no soro polivalente.

Nesta etapa de nossos estudos, reconhecemos a necessidade de reformular a proposta
inicial. De fato, para detectarmos a existéncia de componente(s) com atividades antigénicas e
biolégicas no veneno de B. jararacussu, semelhantes a componentes presentes no veneno de C. d
terrificus precisariamos nfio s6 preparar anticorpos monoclonais contra cada toxina do veneno de
cascavel, como também assegurar-nos da especificidade dos anticorpos utilizados.

Em resumo, podemos afirmar que a partir dos objetivos propostos, iniciamos a busca de
componente(s) crotoxina-simile(s) baseados nfo s6 na semelhanga dos efeitos observados em
animais € pacientes como também na eficicia do soro polivalente. E 6bvio que tal busca baseava-
se na suposi¢o de que a produgfo dos mesmos efeitos, estaria ligada a presenga de toxinas com

estruturas semelhantes (convergéneia estrutural e funcional).
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Neste sentido, das possiveis relagdes que podem ser estabelecidas entre diferentes toxinas,
suas estruturas func;’c‘)e's, trés merecem destaque (Menez, 1997)

o Em primeiro Iugar, animais venenosos podem produzir toxinas com a mesma estrutura, mas
atividades diferentes, sugerindo divergéncias funcionais-sobre uma estrutura conservada, como
por exemplo, a diversidade de funcdes observadas entre as fosfolipases A, (Ownby e col., 1997;
Lambeau e col.,1997).

¢ Em segundo lugar, animais (mesmo de diferentes phyla) podem produzir toxinas com fungGes
semelhantes mas diferentes estruturas, sugerindo uma convergéncia funcional, como por exemplo,
a crotoxina (Gopalakrishnakone e col., 1984) e a botropstoxina (BthTx I) (Rodrigues-Simioni e
col., 1983) .

¢ Em terceiro lugar, animais (mesmo de diferentes phyla) podem produzir toxinas com estruturas
e fungdes semelhantes sugerindo convergéncia funcional e estrutural. Além disso, toxinas podem
estar presentes em outros tecidos além da glandula venenosa, onde usualmente exercem diferentes
fungdes, como por exemplo, a fosfolipase pancreatica.

Os resultados obtidos falam a favor de uma convergéncia apenas funcional. Quanto aos
efeitos observados, em animais de laboratério ap6s administragdo do veneno de B. jararacussu
seriam todos causados pelo “pool 4 (fragfo do veneno que encerra a BthTx I mais PLA;) como
postulado por Rodrigues-Simioni e col. (1983). Portanto, nem o componente “crotoxina-simile”
nem a lectina que isolamos e purificamos desempenhariam papel relevante neste envenenamento.

Por outro lado, a obteng¢dio do componente “crotoxina-simile”, abre novas e interessantes
perspectivas como a do sequénciamento de seus aminodcidos ¢ seu alinhamento com os da
crotoxina. Mesmo no caso da nfo existéncia de analogia priméria, este fato poderia sinalizar a
* importincia do aminoécido ou sequéncias ausentes para a expressdo dos efeitos biologicos da

crotoxina.
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CONCLUSOES GERAIS

e Os venenos botrépicos possuem um baixo conteudo de proteinas imunologicamente

relacionadas i crotoxina.

e A proteina purificada do veneno de B. jararacussu por imunoafinidade ocorre em baixa
concentragdo (< 1%) no veneno. E de natureza bésica com massa molecular em torno de 100
kDa que cai para 30 kDa em condigdes redutoras, sugerindo uma existéncia em forma
multimérica. Imunoldgicamente relaciona-se com a crotoxina, mas nio exibe a atividade

neuromuscular desta toxina. Também ndo possui atividades fosfolipasica.

e Bascado na imunoreatividade, no ELISA, esta proteina ndo ¢ a botropstoxina I e nem a

proteina tipo lectina encontradas neste veneno.
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SUMMARY

This thesis examines the distribution in Bothrops venoms of proteins immunologically related to
crotoxin and describes the purification and partial characterizatin of one such protein from the
venom of Bothrops jararacussu. An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
immunoblotting showed that Bothrops venoms generally possess few proteins that interact with
anti-crotoxin antibodies. The ELISA was generally more useful than immunoblotting for
investigating these relationships because of its greater sensitivity, Immunoaffinity chromatography
of B. jararacussu venom on Sepharose 4B coupled to anti-crotoxin antibodies yielded a protein
witha of 100,000 by SDS-PAGE. Since in the presence of p-mercaptoetanol this MW decreased
to 30 kDa (approx. MW of crotoxin), it seems likely that the protein normally exists in a
multimeric form. The purified protein had no phospholipase activity nor did it produce
neuromuscular blockade in the chick biventer cervicis preparation. This protein does not
correspond to either bothropstoxin I or to a lectin isolated from this same venom since neither of

the latter reacted with the anti-crotoxin antibody in the ELISA.
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