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RESUMO

Diferentes animais, incluindo serpentes e alguns mamiferos,
sao resistentes a venenos ofidicos e, em muitos casos, essa
resisténcia pode ser explicada por proteinas neutralizantes
encontradas no soro desses animais.

No presente trabalho, o marsupial D. albiventris, conhecido

como gamba-de-orelha-branca, foli testado quanto & resisténcia

direta & agao letal do veneno de Bothrops jararaca. O marsupial

fol resistente quando inoculado com uma quantidade de veneno
considerada letal para mamiferos suscetiveis, nao apresentando
qualquer sinal caracteristico do envenenamento. Este resultado
levou a investigagdao do fator responsdvel pela resisténcia do

marsupial D. albiventris ao veneno de B. jararaca.

Fol possivel obter, a partir do soro de D. albiventris, a

fragao protéica responsavel pela agao antiletal ao veneno de

B. jararaca, utilizando-se processos de filtracao em gel de

exclusdo molecular em Sephadex G-200 e cromatografia de troca
idnica em DEAE-Sephadex A50. A fragao protetora, denominada "C"
quando isolada por exclusao molecular e "DA2" quando obtida por
cromatografia em DEAE-Sephadex AS50, foli analisada quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas e biolédgicas.

O teste de transferéncia da atividade protetora, realizado

em camundongos, revelou através do soro de D. albiventris e

fragao protéica protetora isolada que a agao antiletal do marsu-

pial D. albiventris pode ser transferida para animais

heterdlogos.



A fragao protéica protetora 1isolada por controle
eletroforético (PAGE-SDS) apresentou bandas protéicas com massas
moleculares estimadas entre 40-60 kDa.

A imunodifusao da fragao protéica protetora, na presenga do
veneno de B. jararaca, ndo revelou linhas de precipitagao, indi-
cando que o fator protetor difere das imunoglobulinas, onde a
neutralizagao é devida a uma reagao tipo antigeno-anticorpo.

A acao hemorragica do veneno de B. jararaca foi inibida, de
acordo com o método de injecao na pele realizado em camundongos,

pelo soro de D. albiventris e pela fragao protéica protetora

isolada, revelando que o mesmo fator protéico protetor também
apresenta atividade anti-hemorragica.
O fato de o veneno de Bothrops afetar o sistema hemostasico

levou a investigagao da agao do soro de D. albiventris e fragoes

protéicas isoladas, quanto & eficiéncia na inibicao da agregagao
plaquetdria humana induzida por trombina. Os resultados indica-

ram que o soro de D. albiventris, mas nao os de outros mamiferos

testados, e sua fragao protetora isolada inibem a agregagao
plaquetdria de modo dose-dependente e de maneira reversivel,

sugerindo que a defesa natural em D. albiventris esteja relacio-

nada com a preven¢ao no consumo de plaquetas.
A caracterizagao imunoenzimdtica da fragao protetora pre-

sente no soro de D. albiventris, pela técnica de

"immunoblotting”, sugere que este fator protéico apresenta baixa
imunogenicidade, aumentando a possibilidade de sua utilizagac na
terapéutica de individuos picados por serpentes venenosas, evi-

tando o efeito caracteristico da "doenga do soro" comumente



ocorrida quando usada a soroterapia com anti-soros de venenos
ofidicos produzidos em cavalos.

A repurificagao da fragao protetora, por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC), permitiu a obtengao de uma
fragao protéica purificada cuja seqiiéncia de aminodcidos dos doze
primeiros residuos da regiao N-terminal apresentou alto grau de
homologia, quando comparada com seqiiéncias de proteinas biologi-
camente relacionadas provenientes de espécies marsupiais ja
descritas na literatura.

Os resultados apresentados neste trabalho proporcionam a
obtengao de uma ferramenta molecular itil para o estudo do me-
canismo de acao de venenos ofidicos, sua agao hemorragica e
informagoes sobre a homologia seqgiiencial de proteinas estrutural-

mente e biologicamente relacionadas.

Palavras Chave: Didelphis albiventris - Fator anti-hemorragico -

Resisténcia Natural



ABSTRACT

Certain animals, including snakes and some mammals, are
resistant to snake venoms and, in most cases, this resistance
could be explained by neutralizing proteins, found in the blood
serum of these animals.

In the present work, the opossum D. albiventris was tested

regarding direct resistance to lethal toxicity of Bothrops jara-

raca venom. When inoculated with a lethal ammount of venom the
opossum was resistant. No characteristics signs of envenomnation
were observed. These results lead to the investigation about the
nature the resistance factor in the serum from the opossum D.

albiventris, which inhibits the lethal toxicity of B. jararaca

venom.
Fractionation in Sephadex gel filtration and DEAE Sephadex

A-50 of D. albiventris serum identified an antilethal protein

fraction that inhibits the lethal toxicity of B. jararaca venom.
Protective fraction was named "C", when fractioned by Sephadex
gel filtration and it was named "DA2", when obtained from
chromatography on DEAE Sephadex A-50. These fractions were tested
to determine their biological and physicochemical characteris-
tics.

The D. albiventris serum and protective fractions were able

to protect mice from the toxicity of the B. jararaca venom.
SDS-PAGE showed heterogeneity of isolated protective frac-
tion and the molecular mass was stimated in the range of 40-60

kDa.



The protective factor do not form perception lines with the
venom in an immunodiffusion test. This characteristic lead to the

conclusion that the protective factor found in the D. albiventris

serum was not immunoglobulin.

The D. albiventris serum and protective fraction inhibited

the hemorrhagic activity of the B. jararaca venom, showing that
the protective factor presents antihemorrhagic and antilethal
activity.

The D. albiventris whole serum, and also the isolated pro-

teic fraction was tested to determine the inhibition of throm-
bin-induced human platelet aggregation. The results indica

ted that D. albiventris serum and its protective fraction, but

not the sera from others mammals, was able to inhibit thrombin-
induced human platelet aggregation in a dose dependent and re-
versible manner. Thus,_it is possible that the natural defense

observed in the opossum D. albiventris could be related to the

prevention of platelet consumption.

Immunoblotting technics permitted the immunoenzimatic cha
racterization of the protective fraction presents in D. albiven-
tris serum. Results suggest that this proteic factor presents low
immunogenecity and can be eventually used, for medical treatment
against snake bites, avoiding serum sickness, induced by adminis-
tration of the horse venom antiserum proteins.

The protective fraction was repurified by HPLC chromatogra-
phy and a purified protein fraction was isolated. The sequence of
the first 12 N-terminal aminoacids was obtained by automated

Edman degradation. The alignment of the N-terminal aminoacids



sequence with other biological related proteins shows high
homology.

These findings may contribute to a better understanding of
the venom mechanism of action and hemorrhagic activity, and
also provide information about the relation of biological func-

tions and primary structure of proteins.

Key words: Didelphis albiventris - Antihemorrhagic activity

- Natural resistance
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INTRODUCAO

O trabalho pioneiro publicado por Fontana (1781) revelava:
"O veneno da vibora nao é venenoso para sua prépria espécie".
Esta afirmativa dava inicio & investigagao cientifica sobre a
imunidade natural presente em muitas espécies animais.

Dados apresentados na litera;ura revelam que serpentes
venenosas e nao venenosas sao resistentes a venenos ofidicos
(Nichol e cols., 1933; Keegan e Andrews, 1942; Essex, 1945;
Swanson, 1946; Philpot e Smith, 1950; Bonnet e Guttman, 1971;
Omori-Satoh e cols., 1972; Straight e cols., 1976; Ovadia e
cols., 1975,1977; Ovadia e Kochva, 1977; Tomihara e cols., 1988).
Straight e cols. (1976) verificaram que o plasma sangiiineo de

Crotalus atrox e Crotalus adamanteus tinha a capacidade de

neutralizagao nao apenas de seus préprios venenos, mas também de
venenos de outras espécies, e que o0s plasmas dessas serpentes
eram suficientemente potentes para serem utilizados no tratamento
de individuos picados por serpente. Ovadia e cols. (1975,1977)

descreveram que o soro da Vipera palaestinae contém tanto o fator

antineurotéxico como o fator anti-hemorragico.
Muitos animais de sangue quente também sao imunes a venenos
ofidicos. Ovadia e Kochva (1977) _demonstraram que Herpestes

ichneumon (doninha) é altamente resistente ao veneno de Vipera

palaestinae. Garcia e Perez (1984) descreveram um fator anti-

hemorragico, 1isolado do soro de Neotoma micropus (rato do mato),

que confere resisténcia a esse animal & acao téxica do veneno de

Crotalus atrox.




Existe um grande interesse no isolamento de fatores que
conferem resisténcia a venenos ofidicos para estudos de natureza
bioquimica e farmacolédgica.

O isolamento de fragoes responsaveis pela resisténcia do
animal a venenos de serpente foi descrito a partir de 1956,
quando Philpot e Deutsch isolaram, do soro da serpente nao vene-

nosa Lampropeltis getulus floridans, uma preparagao que inibe

proteases do veneno. Clark e Voris (1969) fracionaram do soro da

serpente venenosa Crotalus adamanteus uma fragao protéica que

neutraliza doses letais desse veneno em camundongos.
Também foram isolados fatores responsaveis pela resisténcia
animal a venenos, induzida por soro da serpente venenosa Trimere-

surus flavoviridis (Omori-Satoh e cols., 1972), da serpente nao

venenosa Dinodon semicarinatus (Tomihara e cols., 1988), do rato

Sigmodon hispidus (Pickyangkul e Perez, 1981), dos marsupiais D.

virginiana (Menchaca e Perez, 1981), D. marsupialis, P. opossum e

L. crassicaudata (Perales e cols., 1991), do ourigo Erinaceus eu-

ropaeus (De Witt e Westrdn, 1987) e da doninha Herpestes edwar-

disii (Tomihara e cols., 1987).

A grande dificuldade que recai sobre estudos de protecao se
deve principalmente a utilizagao de diferentes animais e venenos,
fazendo que a interpretagao dos resultados descritos na litera-
tura seja dificultada pela falta da padronizagao de critérios
experimentais.

H& duas maneiras de determinar a imunidade natural (Domont
e cols., 1991): por injegao direta do veneno no animal cuja

resisténcia serd testada, ou por transferéncia do material prote-



tor para outro animal nao resistente, analisando "assim a agao
biolégica da fragao protetora. No primeiro caso se mede a
resisténcia direta e, no segundo, a resisténcia passiva, indican-
do que a resisténcia de um animal pode ser transferida para
outro. A resisténcia direta de um animal é aceita conceitualmente
como a sobrevivéncia do animal, quando inoculado intraperitonea-
mente, com uma dosagem de, no minimo, quatro DLgo previamente
determinada em camundongos, e a resisténcia passiva & aceita como
a sobrevivéncia dos camundongos quando inoculados intraperito-
nealmente com uma mistura pré-incubada, por 30 min. a 37°C, do
material protetor com duas DLgg do veneno.

Os marsupiais sao mamiferos que tém despertado grande inter-
esse nos estudos relacionados com resisténcia de animais a vene-
nos ofidicos. Klauber (1972) descreveu que marsupiais se alimen-
tavam de serpentes e deveriam ser resistentes a seus venenos.
Esses animais de hadbitos noturnos seriam facilmente atacados por
serpentes e, provalvelmente, teriam dificuldade para sobreviver
se nao tivessem um mecanismo de protegao. Essa caracteristica faz
dos marsupiais modelos experimentais uGteis para a investigagao
cientifica do mecanismo de acao do veneno e sua utilizagao
terapéutica.

O género Didelphis estd representado por trés espécies,

atualmente conhecidas: D. virginiana, D. marsupialis e D. albi

ventris. D. virginiana é de ampla distribuigao na América do

-

Norte. D. marsupialis é encontrado desde o Norte e Nordeste do

México, estendendo-se por toda a América Central, Norte da

América do Sul, Brasil Central e Paraquai. Didelphis albiventris

estd amplamente distribuido na América do Sul (Gardner, 1973)

10



Os pesquisadores Robert M. Werner e James A. Vick (1977)

verificaram a resisténcia de D. virginiana ao envenenamento por

serpentes da familia Crotalidae. Esses resultados confirmaram o
trabalho publicado por Vellard (1949, 1950), gque demonstrava
marsupiais da América do Sul como resistentes a venenos
crotalicos.

Estudos "in vitro" demonstraram que a atividade proteolitica

e hemorragica do veneno de Crotalus atrox é bloqueada na presenga

do soro do marsupial D. virginiana (Huang e Perez, 1980).

Foram isoladas fragoes do soro de D. marsupialis , Philander

opossum e Lutreolina crassicaudata que protegem camundongos

contra o veneno de B. jararaca. Essas fragoes isoladas foram
caracterizadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida e
mostraram a presenga de apenas duas bandas protéicas com massas
moleculares estimadas de 48.5 kDa e 42.6 kDa. As fragoes de massa
molecular 48.5 kDa foram isoladas por interagao hidrofdbica e
"western blotting"” e submetidas a degradagao automatica de Edman,
para determinagao da seqiiéncia de aminoacidos N-terminal, reve-
lando homologia seqiiencial nas trés espécies (Perales e
cols.,1991).

Catanese e Kress (1992) isolaram do soro de D. virginiana um

inibidor de proteinase (OPRIN), relacionado com a resisténcia
desse marsupial aos efeitos das metaloproteinases e toxinas

hemorrdagicas do veneno de Crotalus atrox, obtendo resultados

concordantes com os descritos por Huang e Perez (1980). A
seqiiéncia de aminoacidos de OPRIN, obtida pelo método do DNA

complementar, nao mostrou homologia significativa com inibidores -

11



de proteinase conhecidos, mas similaridades com a alB-
glicoproteina humana, proteina plasmiatica, cuja fungao nao é
conhecida e estd relacionada a super familia das imunoglobuli-
nas (Schwick e Haupt, 1981).

O veneno ofidico & uma mistura complexa de toxinas animais e
é de dificil neutralizagao. Sua agao letal é exercida através de
enzimas e toxinas, que podem direta ou indiretamente afetar
orgaos vitais. Mamiferos picados por serpentes venenosas apresen-
tam manifestagoes como hemorragia localizada, necrose do tecido,
edema e defeitos na coaqulagao sistémica (Ohsaka, 1979).

Os venenos crotdlicos sao ricos em enzimas incluindo pro-
teinases que estao envolvidas em danos patolégicos induzidos por
suas picadas. Enzimas proteoliticas estdo conectadas com ativi-
dades bioldégicas especificas como a hemorragia (Mandelbaum e
cols., 1976; Bjarnason e Tu, 1978), gendo aceito que esta ativi-
dade hemorragica contribui para a 1letalidade dos individuos
picados (Ovadia, 1978a; Menchaca e Perez, 1981; Pickyangkul e
Perez, 1981; Garcia e Perez, 1984). O mecanismo pelo qual os
animais resistentes neutralizam a atividade hemorragica dos
venenos ofidicos nao estd ainda esclarecido.

Marsupiais resistentes aos efeitos letais do envenenamento
por serpente mostram pouca ou nenhuma hemorragia localizada,
edema ou necrose do tecido depois de receber injegoes do veneno
em quantidades 5-60 vezes a dose conhecida como letal para
mamiferos suscetiveis (Kilmon, 1976; Werner e Vick, 1977).

Pesquisadores como Bjarnason e Tu (1978), Kurecki e Kress
(1985) descreveram que a hemorragia, decorrente da picada de

-

serpente, é causada por metaloproteinases do veneho, sugerindo

12



que o soro de animais resistentes aos efeitos hemorrdgicos do
veneno deva conter inibidor(es) de metaloproteinase(s). Tanizaki
e cols. (1991) purificaram um inibidor de proteinase do soro da
serpente B. jararaca, que inibe a atividade hemorridgica do seu
proprio veneno. A atividade proteolitica da bothropasina e pro-
tease J , ambas metaloproteinases do veneno, foram neutralizadas
pelo inibidor. Weissemberg e cols. (1991) isolaram fatores anti-
hemorragicos do soro de C. atrox que neutralizam a atividade
proteolitica do veneno de C. atrox, sendo que a capacidade de
neutralizagao das anti-hemorraginas isoladas foi seis vezes mais
alta que o anti-veneno polivalente comercial, produzido para uso
clinico. VAarias anti-hemorraginas foram testadas quanto a sua
atividade antiproteolitica e demonstraram inibir a atividade
proteolitica das hemorraginas e outras proteinases (Omori-Satoh,
1972; Kress e Catanese, 1985; De Wit e Westrom, 1987).

Este trabalho tem como objetivo o isolamento e a
caracterizagao fisico-quimica do fator protéico presente no soro

do marsupial brasileiro Didelphis albiventris, que confere a este

animal protegao contra os efeitos letais do veneno de Bothrops
jararaca, bem como verificar a homologia seqiencial do mesmo
fator com o de outras espécies, a fim de obter informagoes de
carater evolutivo, e possibilitar a investigagao do seu efeito no

sistema hemostasico.

13



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais utilizados

Foram utilizados 6 exemplares (2 fémeas, 4 machos; pesos de

1 a 4 kg) de Didelphis albiventris, conhecidos como gambas-de-

orelha-branca, capturados na regiao de Campinas.
Os coelhos utilizados para imunizagao foram espécimes de
linhagem nao definida ("out bred").

O veneno de Bothrops jararaca foi doado pelo Instituto

Butantan de Sao Paulo.

Os camundongos brancos tipo "swiss" utilizados foram obtidos
no Biotério Central da UNICAMP.

Os animais utilizados neste trabalho foram mantidos e mani
pulados de acordo com os principios éticos na experimentacao

animal da COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentag¢ao Animal.

2.2. Obtengao do soro de Didelphis albiventris

O sangue de D. albiventris foi obtido por pungao cardiaca,

mantido a 37°C em banho-maria por aproximadamente 30 minutos,
sendo em seguida separado o soro por centrifugagao em uma

centrifuga Sorval RC-2B a 900xg durante 20 minutos a 49C, distri-
buido em aliquotas de 1 ml e mantido a -20°C. Os experimentos

foram realizados cdm lotes de soro individuais.
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2.3 Imunizagao de coelhos contra soro de Didelphis albiventris

Os coelhos foram inoculados com soro normal de D. albiven
tris na concentragao final de 10mg proteina/ml. As doses de
reforgo foram com antigeno, diluido em salina fisioldgica na
concentragdo de 10mg proteina/ml. O esquema de imunizagao empre-
gado foi: primeira inoculagao realizada com o antigeno, emulsifi-
cado em adjuvante completo de Freund (10mg proteina/animal),
injetado por via intramuscular nas duas coxas traseiras; sequnda
inoculagao, realizada 15 dias apés a primeira, antigeno com adju-
vante de Freund completo via intramuscular em dois locais como na
primeira inoculagao; na terceira inoculagdo (quatro semanas apés
a primeira), administra-se o antigeno em salina fisiolégica
("booster") (1,0mg proteina/animal), via intradérmica em quatro
pontos previamente depilados com auxilio de uma gilete, localiza-
dos no dorso do animal. As injegoes intradérmicas sao repetidas
de 7/7 dias até obtengao de reagao local do tipo Arthus.

Foram executadas sangrias a partir de cortes do bordo exter
no de uma das orelhas do animal. O sangue coletado foi mantido a
37°C em banho-maria por aproximadamente 30 minutos, sendo em
seguida centrifugado em uma centrifuga Sorval RC 2-B a 900xg
durante 20 minutos, distribuidos em aliquotas de 1ml, e mantidos

a -20°C.
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2.4 Dosagem de proteinas

A concentragao de proteina foi determinada como descrita por
Lowry e cols. (1951). Soroalbumina bovina (Sigma, USA) foi usada
na determinagao da curva padrao. A-bsorbancia foi realizada em
comprimento de onda de 280nm, em espectrofotdémetro Beckman modelo

25.

2.5 Teste de toxicidade do veneno de Bothrops jararaca - Determi

nagao da dose letal 50 em camundongos

A DLgg determina a quantidade de veneno necessario para
matar 50% dos animais testados em 24 horas.

Camundongos "swiss" (18-20g, ambos os sexos), foram inocula-
dos por via intravenosa, com 1,0ml1 do veneno dissolvido em
solugao fisioldgica tamponada pH 7,4 em quatro doses com interva-
los de 1,5. Foram utilizados 6 animais/dose. A Dlgg foi determi-
nada apés um intervalo de 24 horas, e os cdlculos foram determi-
nados segundo método descrito por Weil (1952).

2.6 Teste da resistdncia do marsupial Didelphis albiventris

ao veneno de Bothrops jararaca

Foram utilizadas espécimes de D. albiventris (aproximada-

mente 3 Kg, ambos 08 sexos) capturadas nos arredores da cidade de
Campinas e mantidos em cativeiro a& temperatura ambiente.
A metologia utilizada foi aquela de Perez e cols.(1978a) com

modificagoes.
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Os animais foram inoculados intraperitonealmente com o

veneno de Bothrops jararaca dissolvido em solugao fisioldégica

tamponada pH 7,4 em quatro doses, num volume final de 1ml.

Foi utilizada como dose padrao a DLgg determinada em camun-
dongos brancos '"swiss" (DLgg = 2,5ug/g). A 1% dose inoculada nos
marsupiais foi de 25 vezes a DLsg (62,5ug/g) determinada em
camundongos. A 2% dose foi correspondente a 50 vezes a DLgg
(125ug/g)determinada em camundongos . A 33 dose foi correspon-
dente a 75 vezes a DL 50 (187,5ug/g) determinada em camundongos
e a 4% dose foi correspondente a 100 vezes a DLgg (250ug/qg)

determinada em camundongos.

2.7 Filtragdo em gel de exclusido molecular

Para a filtragao em gel, foi utilizada coluna de vidro de
procedéncia da Pharmacia Upsalla (2,5 x 100cm) "empacotada" com
Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals) entumescido em tampao
tris-HC1 0,1M pH 8,1; o volume uGtil do gel foi 300ml, sendo
aplicados 2,0ml de material, contendo 150mg de proteina, previa-
mente dialisado contra o tampao de equilibrio da coluna; as
fragoes foram eluidas com o mesmo tampao. A coluna foi calibrada
com azul de Dextran, soroalbumina bovina (Sigma, USA) e 1IgG
mielomatosa GOB (isolada no laboratério de Quimica de Proteinas -
IB - UNICAMP). Conhecidos os parametros Vo, Vt e Ve, foram deter-
minados os valores de Kav para IgG, GOB e albumina, segundo

Laurence e Killander (1964), utilizando-se a expressao:
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Ve - Vo
Kav =

vt - Vo
Kav: coeficiente de partigao entre fase liquida e gel;
Vo: volume total eluido com uma substdncia que é completamente
excluida do gel (volume "morto")
Ve: volume de eluigao de cada uma das fragdes, cujos valores
estao compreendidos entre Vo e Vt (volume eluente)
Vt: volume total do leito de gel

2.8 Cromatografia de troca idnica

Foi utilizada a resina de DEAE-Sephadex A 50 equilibrada com

tampao acetato de sédio 0,01M pH 3.7.

O soro de Didelphis albiventris foi dializado durante 24

horas contra o tampao de equilibrio da resina. Apés a didlise o

soro foi centrifugado a 900xg durante 15 minutos. O sobrenadante
foi passado através da coluna de DEAE-Sephadex A 50 (2,0 x 30cm)
a 4°C. As fragoes foram eluidas em gradiente "step wise"” sendo os
primeiros 200ml em tampao acetado de sédio 0.0l1M pH 3,7 e as
fragoes seguintes coletadas no mesmo tampao, acrescido de
cloreto de sédio 0.15M. As fracoes foram separadas em um coletor
Gilson num volume de 2,5ml por tubo em fluxo descendente de
15ml/hora. A leitura dos eluatos fol realizada por absorgao em
280nm num espectrofotdmetro (Beckman modelo 25), utilizando-se
cubetas de quartzo de 10mm de caminho S6ptico. As fragoes obtidas
foram dialisadas contra bicarbonato de aménio 5mM por 24 horas,

em sequida liofilizadas e estocadas a -20°C.
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2.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

O método utilizado foi essencialmente aquele de Shapiro e

cols. (1967) e Weber e Osborn (1969), com modificagoes.

Preparagao do gel

O gel de concentragao contendo 5% e o gel de separagao
contendo 10% de acrilamida foram preparados a partir de uma
solugcao estoque 0,3M de acrilamida e 4mM de bisacrilamida, dis-
solvidos em agua desionizada. Estas solugoes foram filtradas em
papel de filtro Whatmann n? 1 e mantidos a 4°C em frasco escuro.

O gel de concentragao foi preparado a partir de tampao Tris
HCl1 1M pH 6,8 e o de separagao com tampao Tris HC1l pH 8,6 ambos
com SDS 0,01%.

A cada gel fol acrescentado 0,025ml (v/v) de N, N, N', N' -
Tetrametiletilenediamina (Temed) e de uma solugao de persulfato

de aménio (10%)

Preparagido da amostra

As amostras (10 a 50ul de uma solugao de aproximadamente 1lmg
de proteina por ml) foram dissolvidas em tampao Tris-HCl 0,01M pH
6,8, contendo 2% de SDS, 10% de glicerol e 0,0001% de bromofenol.
Estas amostras foram analisadas na sua forma nao reduzida e
reduzida com ditiotreitol na concentragao final de 0,1M. As
amostras foram imersas em dgua em ebulicao durante dois minutos.

Como mafcadores foram utilizados fosforilase b (94 KDa), soro-
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albumina bovina (67 KDa), ovalbumina (43 KDa), anidrase carbdnica
(30 KDa), inibidor de tripsina da soja (20,1 KDa) e a-lactoalbu-
mina (14,4 KDa). A eletroforese foli realizada, utilizando-se
aparelhagem BioRad, tampao Tris-HCl1 0,025M, glicina 0,l1M e SDS

0,1% sendo aplicado uma diferenga de potencial de 20V por 1 hora.

Coloracgao

Proteinas foram coradas com "Coomassie Brilliant Blue" R-250
(Sigma, USA) dissolvido em agqua/metanol/dcido acético (45:10:35,
V/V) por 15 minutos e entao descorados em A&gqua/metanol/acido

acético (45:10:35, Vv/V).

2.10 Teste de transferéncia da atividade protetora presente no

marsupial Didelphis albiventris, contra o veneno de Bothrops

jararaca, para animais heterdlogos

Foram inoculados grupos de 06 camundongos "swiss" (18-20gq,
ambos o0s sexos) via intraperitonial com duas DL 50 do veneno de
B. jararaca dissolvido em solugao fisioldégica tamponada pH 7,4 e

misturado com o soro de D. albiventris (300ug/g animal) e fragoes

protéicas obtidas por cromatografia de exclusao molecular (70ug/g
animal) e troca idnica (20ug/g animal) num volume final de 0,1 ml
A mistura soro e fragoes séricas com veneno foram incubadas a
37°C por 30 minutos em banho-maria. O veneno bruto foi injetado
como controle positivo e a solugao salina foi injetada como con-
trole negativo. Os resultados foram observados apés 24 horas e

expressos como o numero de mortes sobre o total de camundongos.
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2.11 Determinagao da inibigao da atividade hemorrfgica do veneno

de Bothrops jararaca, pelo soro de Didelphis albiventris e

fragoes protéicas.

A atividade hemorragica do veneno de Brothops jararaca foi

determinada sequndo o método de injegao na pele descrito por
Kondo e cols. (1960) e modificado por Owby e cols. (1984). Amos-
tras de 0,5-5ug de veneno foram dissolvidas em 0,1ml de solugao
salina fisioldégica tamponada pH 7,4 e injetadas por via
intradérmica em locais depilados na regiao ventral de camundongos
"swiss" (18-20g, ambos os sexos). Ap6s 2 horas os animais foram
sacrificados com éter e a pele rebatida. A area hemorragica foi
determinada medindo-se os didmetros cruzados obtendo-se a média.
Para a determinagao da inibicao da atividade hemorragica a
minima dose hemorragica do veneno foi incubada com o soro de D.

albiventris (120ug) e fracoes protéicas (1l2ug) e inoculadas em

camundongos de acordo com o esquema descrito acima. Amostras

controle foram utilizadas para determinagao dos resultados.

2.12 Determinagao da inibigado da agr;gaqio plaquetéria humana
induzida por trombina através de proteinas presentes no

soro de D. albiventris

A determinagao da inibigao da agregagao plaquetdria humana

induzida por trombina através de proteinas presentes no soro de

D. albiventris, foi realizada em colaboragao com o Departamento

de Farmacologia da Universidade Estadual de Campinas.
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2.12.1 Preparagao das plaquetas lavadas

O sangue de voluntarios isento de drogas ha pelo menos 15
dias fol coletado por pungao venosa em recipiente plastico, con-
tendo citrato de sédio 3,8% (concentragao final de citrato,
0,38%). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado por cen-
trifugagao a 200xg por 12 minutos A& temperatura ambiente. As
plaquetas foram coletadas e lavadas por centrifugagao a 900xg por
8 minutos a temperatura ambiente na presenga de iloprost
(300ng/ml).

O sobrenadante foi removido e as plaquetas ressuspensas em
15ml1 de tampao de Krebs oxigenado (95% O, / 5% CO3) 1livre de
calcio. Iloprost (300ng/ml) foi outra vez adicionado, e as pla-
quetas foram centrifugadas a 900xg por 8 minutos a temperatura
ambiente. 0 sobrenadante foi aspirado e o precipitado ressuspenso
em solucao de Krebs livre de cdlcio (Radomski e Moncada, 1983). O
conteddo plaquetario foi determinado automaticamente (Coulter
Coulter model T 890, Hiheah, Fla., USA) e ajustado para 1x108
células/ml. Indometacina (10uM) e calcio (1lmM) foram adicionados

a suspensao plaquetdria final

2.12.2. Quantificacao da agregacao plaquetéria

A suspensao de plaquetas lavadas (500upl) foi incubada a 37°C
por 1 minuto em um agregometro "Payton dual-channel aggregometer"
(Born e Cross, 1963) com centrifugagao continua a 900xg na
presenga de 50ul de soro do marsupial (0,028 - 7,4 mg
proteinas/ml) ou de suas fragoes protéicas (0.1-2 mg

proteinas/ml) e entao -estimulados com trombina (200-400mU/ml).
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Alteragoes na absorbdncia foram observadas por 5 minutos depois
da adigao de trombina. O soro de outras espécies (homem, coelho,
cachorro, rato e bovino) foram testados de maneira similar.
Curvas controle foram feitas com uma suspensao de plaquetas
lavadas (500ul) e 50ul de solugao de Krebs seguida de estimulagao

por trombina.

2.12.3 Quantificagao dos nucleotideoé ciclicos plaquetérios
Concentracoes de GMPc e AMPc foram quantificadas através de
um "tritiated radioimmuno assay kit" (Tovey e cols., 1974).
Plaquetas lavadas (2x108cels/m1) foram pré-incubadas (15 min) com
teofilina (1 mM). Cingiienta microlitros de solugao de Krebs ou
uma diluigdo apropriada do soro de marsupial ou suas fragoes foi
adicionada a 500ul de suspensao plaquetaria pré-aquecida e segui-
da de incubagao por 1 minuto (37°C). A reagao foi determinada
adicionando-se TCA (10% w/v, 0.5ml). As cubetas foram imediata-
mente removidas, misturadas vigorosamente por 30 segundos e
mantidas em gelo por 30 minutos. As amostras foram lavadas apenas
uma vez com 1lml de tri-n-octilamina (1 M em 1,1,2 -triclorotri-
fluoroetano), a parte aquosa foi removida, seca por N a 60°C e
estocada a -20°C. Antes dos experimentos, as amostras secas foram
redissolvidas em 0,05 ¢tris-HCl pH 7,4 e os niveis de
nucleotideos ciclicos determinados. fodas as determinagoes foram

feitas em duplicata.

23



2.12.4 Determinagao do tempo de trombina do plasma humano e do

tempo de coagulagdo do fibrinogénio humano

O tempo de trombina foi determinado adicionando-se trombina
(0,5 -1V/100ul) a uma mistura de plasma humano (100ul) e soro de

D.albiventris (100ul) ou solugao salina (100ul) a 37°C. A

concentragao de trombina bovina escolhida foi aquela com que o
plasma humano coaqgulou até 11-15s sob condig¢des controle. |

Trombina bovina (10v/ml) foi pré-incubada por 1 minuto a
37°C com salina ou soro diluido, adicionado-se entao o
fibrinogénio humano (300 mg/ml) e determinando-se o tempo de

coagulacgao.

2.12.5 Estatistica

Resultados sao expressos como a média t s.e.m. para n expe
rimentos. Comparagoes estatisticas foram feitas pela média de
"Student's t-test" comparados. Valores de p < 0.05 foram consi

derados significativos.

2.13 Eletroforese de tranasferéncia ("Blotting")

O soro de D. albiventris e fragoes protéicas foram submeti-
das & técnica de '"blotting" (Matsudaira, 1987) seguida de
transferéncia eletroforética permitindo que proteinas separadas
em gel de poliacrilamida possam ser transferidas e imobilizadas
em membranas de nitrocelulose. As bandas transferidas sao
passiveis de andlise por auto-radiografia, imunodetecgao, e

eluidas para andlise de aminodcidos ou seqiiéncia de -cadeia
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polipeptidica.

As amostras protéicas foram transferidas, apds corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida 10% (PAGE - SDS) para
membrana "polyvinyldifluoride" (Problot, Applied Byosystems, USA)
em tampao CAPS preparado com 2,29 de 3-ciclohexilamino-l-acido-
propanossulfdnico e 900ml de &agua, titulado a pH 11 com NaOH e
diluido até 1000ml com metanol. A membrana e o gel de poliacrila-
mida foram colocados para equilibrar em tampao CAPS por 5 minu-
tos. Em suporte especial e com auxilio da aparelhagem foi feita a
transferéncia a 400V por 50 minutos. As proteinas transferidas
foram coradas com 0,1% de "coomassie brilliant blue R-250" em
solugao 50% de metanol por 5 minutoé. Depois de secas as bandas

foram recortadas e guardadas em tubos "ependorf" a -20°C.

2.14 Caracterizacao iminoenzimAtica ("Immunoblotting")

O soro de D. albiventris e fracoes protéicas foram fraciona-

dos por PAGE - SDS, gradiente 10-20%, e transferidos para membra-
nas de nitrocelulose (Biorad -0,45u) segundo Towbin e cols.
(1979). Os antigenos presentes nas membranas de nitrocelulose
foram estao submetidos & caracterizagao imunoenzimatica.

Apds bloqueio com leite em pé desnatado (Molico-Nestlé) a 5%
em tampao Tris-salina (Tris 10mM e NaCl 0,15M, pH 8,0, Triton X

100 5%) por 16 horas, as membranas foram estao recortadas e

incubadas com o soro de coelho anti-soro de D. albiventris e soro
normal (1:200 em solugao bloqueadora-TBS 0.05% triton) por 2

horas em agitagao. Em seqguida as tiras foram lavadas com Tris-
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salina exaustivamente e incubadas por 2 horas com o conjugado
imunoenzimatico, soro de cabra anti IgG de coelho marcado com
fosfatase alcalina (Biorad) diluido 3000 vezes. O excesso do
conjugado foi removido com um ciclo de lavagens e os antigenos
foram revelados com o substrato cromégeno NBT (Nitroblue tetrazo-
lium - Sigma, USA) e BICP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato -

Sigma, USA) sendo a reacao interrompida com &agqua.

2.15 Cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)

Foi utilizado equipamento Waters HPLC modelo PDA/991, equi-
pado com duas bombas modelo 510, com injetor automatico de
amostra U6K e coluna SP 5PW nas dimensoes 0,39 x 30cm. A cromato-
grafia para repurificagado da fragao protéica ativa DA2, foi
realizada mediante um gradiente linear de 0-1.0 M de cloreto de
sodio em 100 mM de acetato de sédio pH 4.1 por 60 minutos. As

amostras foram monitoradas a 220nm.

2.16 Seqllenciamento de aminoécidos

A fracao protéica 500pmol obtida da repurificagao do materi-
al protéico DA2 por HPLC fol ressuspensa em acido
trifluoroacético a 0,1% e submetida & degradagao automdtica de
Edman (Edman and Begg, 1967) em um seqiienciador de proteinas e
peptideos, "Applied Biosystems 477A"

O seqiienciador automdtico de proteinas e peptideos usa a

técnica de degradagao de Edman para remover e identificar
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aminodcidos a partir da porgao N-terminal de um polipeptideo.

Apés ativagao de um filtro, composto de papel e fibra de
vidro, a amostra foi covalentemente unida a esse suporte, e em
sequida colocada na cdmara de reagao. Depois de cada ciclo degra-
dativo, o) aminoacido N-terminal é removido da cadeia
polipeptidica na forma derivada de anilinotiazolinona (ATZ). O
ATZ aminodcido é automaticamente transferido para uma segunda
cdmara de reagao, onde ocorre a conversao para um derivado mais
estavel, na forma de feniltioidantoina do <correspondente
aminoacido (PTH). O PTH aminodcido é transferido para um sistema
de cromatografia liquida de alta pressido, onde a identificagao &
realizada em comparagao a uma cromatografia de um padrao de PTH
aminodcidos. O seqiienciador utilizado foi o modelo 477A, que
utiliza, para a identificagcao dos PTH aminodcidos, um sistema de
HPLC modelo 120A, ambos da "Applied Biosystem".

Os reagentes e solventes sao transferidos para a camara de
reagao e conversao por controle automiatico através de um micro
processador , permitindo seqiiéncias automdaticas em alta sensibi-
lidade entre 10-500 picomoles de proteinas ou peptideos. 0Os rea-
gentes utilizados foram: Rl, 5% fenilisotiocianato (PITC) em n-
heptano; R2, 12,5% trimetilamina (TMA) em &gua; R3, acido tri-
fluoroacético (TFA), com 0,0025 de DTT; R4, 25% TFA em Aagua com
0,01% DTT; RS, acetonitrila, com 0,001% DTT; S1, n-hepteno; S2,

etilacetato; S3, l-clorobutano; S4, 20% acetonitrila em Aagua.

2.16.1 Ativagao do filtro
Um filtro de fibra de vidro foi tratado com Bio-Brene, que

fica adiclohado ao filtro. Esta ativagao fol realizada na camara

27



de reagao de seqiienciador, onde foram programados dois ciclos de
reagao para a completa ativagao e para eliminar o excesso de rea-
gentes, o0s quais poderiam interferir durante as etapas da
degradagao de Edman. A amostra, quando adicionada ao filtro, fica
imobilizada e pronta, para iniciar o seqiienciamento. A capacidade
maxima é de cerca 30ul. Quando necessario aplicou-se maior

volume e secou-se o filtro com nitrogénio apdés cada aplicagao.

2.16.2 Ciclo de Reagao

As etapas da degradagao de Edman denominadas acoplamento, as
quais consistem na uniao do PITC com o aminodcido da cadeia
polipeptidica e na etapa de clivagem para a formagao do ATZ
aminodcido ocorrem na camara de reagao, gque consiste em dois
blocos de vidro, internamente aos quais estd uma pequena camara
com filtro ativado. Todas as etapas de reagao ocorreram no ciclo
chamado Normal-1, que tem um periodo de duragao de 43 minutos e
32 segundos. O reagente R2 (TMA) proporciona o pH basico (9 -
9,5) para que o PITC acople ao aminodcido N-terminal do peptideo,
R3, que consiste de TFA, usado para clivar o aminoacido unido ao
PITC do resto da cadeia polipeptidica, produzindo o derivado
anilinotiazolina (ATZ) do aminoadcido. Apés a etapa de clivagem, a
proteina é& deixada com um novo amino terminal pronto para o
proximo ciclo de degradagao. Os reagentes utilizados foram os da

Applied Biosystems.

2.16.3 Ciclo de Conversao

Nessa etapa da degradagao de Edman, o ATZ aminodcido é
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transferido da camara de reagao pelo solvente S3 para a camara de
conversao. A ATZ é um derivado instavel, sendo desejavel sua
conversao para um isémero mais estavel, que é a feniltioidantoina
do correspondente aminodcido (PTH aminodcido). A camara de con-
versao consiste em um tubo cénico com um volume interno de 1lml,
para onde sdao enviados os reagentes quimicos necessarios para o
ciclo de conversao, sendo mantida a temperatura constante de 62°C

por um periodo de duragao de 44 minutos e 1 sequndo.

2.16.4 Identificagao dos PTH Aminodcidos

Apds completado o ciclo de conversao, uma aliquota do PTH
aminodcido é tranferida pra o coletor de fragoes, e pode ser
contada para confirmar a presenga de PTH-S-CMCYs (feniltioidan-
toina-S-carboximetil) em HPLC, para identificagao dos
aminodcidos, a qual é feita em comparagao com uma andlise padrao

de PTH aminoacidos.
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3. RESULTADOS

3.1 Toxicidade do veneno de Bothrops jararaca - dose letal 50

A determinagao da Dlg, intra-venosa do veneno de B. jararaca

em camundongos forneceu um valor de 2,5 ug/g de animal.

3.2 Resisténcia de Didelphis albiventris ao veneno de Bothrops
jararaca

O marsupial D. albiventris foi testado quanto & sua

resisténcia aos efeitos letais do veneno de B. jararaca tendo
sobrevivido as injegoes do veneno em doses até 100 vezes maior
que a DLgy determinada em camundongos, que foi de 2,5 ug/g de

animal.

3.3 Purificacgao das fracgoes protéicas do soro de Didelphis

albiventris por cromatografia de exclusdo molecular

Com a finalidade de isolamento do fator protetor contra

venenos ofidicos, o soro de D. albiventris foi submetido ao

fracionamento em uma coluna de Sephadex G 200.
A Figura 1 apresenta o perfil da cromatografia de exclusao

molecular do soro de D. albiventris. Foram eluidas trés fragoes

correspondentes aos picos A, B e C em tampao tris-HC1l 0,1M
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pH 8,1, tampao de equilibrio da coluna. A fragao correspondente
ao pico A foi eluida em volume de exclusao molecular
caracteristico de IgM (900 Kba). O material eluido no pico B
apresentou volume de eluigao tipico de IgG (150 KDa) e o pico C

foi eluido em volume de exclusao da albumina (67 KDa).

3.4 Andlise eletroforética (PAGE-SDS) das fracdes protéicas do

soro de D. albiventris obtidas por exclusao molecular

A analise em gel de acrilamida das formas nativa e reduzida

do soro e fragoes protéicas de D. albiventris é& apresentada na

Figura 2.

Na forma nativa as proteinas do soro total de D. albiven-
tris(1l) e das fragoes c;omatogréficas A (2) e B (3), devido a sua
alta massa molecular, se apresentaram principalmente como bandas
espessas na interface gel de concentragao-gel de corrida. Outras
bandas de menor intensidade sao observadas nestas amostras. A
fragao cromatografica C (4) apresenta bandas protéicas intensa-
mente coradas na reqiao de massa molecular entre 43-67 kDa.

Na forma reduzida podem ser observadas bandas com maior
intensidade de cor nas fragoes B (7) e C (8). Na fragao B (7)
duas bandas intensamente coradas aparecem com massa molecular ao
redor de 67 kDa. Destacam-se na fragao C (8) duas bandas com
massa molecular aparente ao redor de 43 kDa em relagao aos marca-

dores de massa molecular.
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Figura 1- Perfil da eluigao do soro de D. albiventris fracionado

em Sephadex G-200. O soro (150 mg, 2 ml) foi aplicado em uma
coluna (2,5x100cm) de Sephadex pré-equilibrada com tampao tris-
HCl (0,1M, pH 8.1). A eluicao foi realizada com fluxo descendente
de 12 ml/hora a 492C. As fragoes (3 ml) foram coletadas e determi-
nada absorbdncia a 280 nm. Foram elufdas as fragoes correspon-
dentes aos picos A,B e C.

32



[ el -« ~ E 3 " & 3 =y T p
o E . : KDa
- - -‘_l |
]
P

—-94

w —30

w.

—20.1

i

Figura 2- Eletroforese em gel do poliacrilamida a 10% com SDS, do
soro de Didelphis albiventris e fragoes protéicas obtidas por
filtracao em gel, antes e depois de redugao com DTT 0,1M. As
amostras nao reduzidas foram aplicadas em: (1) soro total de D.
albiventris; (2) fragao A; (3) fragao B; (4) fragao C e (5)
padroes de massa molecular. Apds redugao as fragoes A, B, C, soro
total e padroes de massa molecular foram aplicados em (6), (7).
(8), (9) e (10), respectivamente. Os padroes de massa molecular
(Pharmacia, Sweden) sao: fosforilase b (94 kDa), soroalbumina
bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30
kDa), inibidor de tripsina da soja (20.1 kDa) e a-lactalbumine
(14.4 kDa).
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3.5 Isolamento das fragoes protéicas do soro de D. albiventris

por cromatografia de troca i8nica e caracterizacao eletro

forética (PAGE-SDS)

Com o objetivo de uma melhor racionalizacao das etapas de

purificagao, o soro de D. albiventris foi submetido & cromatogra-

fia de troca idnica em DEAE-Sephadex A 50.
A Figura 3 mostra o perfil cromatografico do soro de D.

albiventris em resina de DEAE-Sephadex A-50. Foi utilizado um

gradiente de eluigao "step wise", que possibilitou a obtencao de
dois picos denominados DAl (12 pico) e DA2 (29 pico). O pico DAl
foi obtido em tampao acetato de sédio 0,01M, pH 3,7 e o pico DA2
foi eluido com o mesmo tampao acrescido de cloreto de sddio
0, 15M.

As fracoes DAl e DA2 foram submetidas a andlise
eletroforética em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) como apresen-
tada na Figura 4. A fragao DAl apresenta, nas formas nativa (4) e
reduzida (7), bandas coradas mais intensamente na regiao corres
pondente & massa molecular aproximada de 67 kbDa. A fragao DA2,
nas formas nativa (1 e 2) e reduzida (5), apresenta duas bandas
de diferentes massas moleculares, estimadas entre 43-50 kDa em

relagao aos padroes de massa molecular (3, 6 e 8).
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Figura 3- Cromatografia de troca idnica do soro de D. albiventris
em coluna (2,0 x 30cm) de DEAE-Sephadex A-50, equilibrada com
tampao acetato de so6dio 0,01M pH 3,7. Foi utilizado um gradiente
de eluicao "step wise", que possibilitou a obtengao do pico DAl
no tampao de equilibrio da resina e do pico DA2 que foi eluido no
mesmo tampao mais cloreto de sédio 0,15M.
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Figura 4- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com SDS,
das fragoes protéicas obtidas por cromatografia de troca idnica
do soro de D. albiventris, antes e depois de redugao com DTT
0,1M. Foram utilizadas como padroes de massa molecular as
proteinas fosforilase b (94 kDa), soroalbumina bovina (67 kbDa),
ovalbumina (43kDa ), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de
tripsina da soja (20 kDa) e a lactalbumina (14.4 kDa) de
procedéncia "Pharmacia, Sweden", e a proteina IgG mielomatosa JJO
reduzida (obtida no laboratorio de Quimica de Proteinas, IB,
UNICAMP). As amostraa_nao reduzidas foram aplicadas em: (1 e 2)
fracao DA2; (3) padroes de massa molecular e (4) fragao DAl.
Depois de reduzidas, as amostras foram aplicadas em: (5) fragao
DA2; (6) IgG JJO-cadeia leve,25kDa e cadeia pesada, 50kDa; (7)
fragao DAl e (8) padroes de massa molecular.
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3.6 Transferéncia da atividade protetora de D. albiventris

contra o veneno de B. jararaca para camundongos

Para analisarmos a transferéncia da atividade protetora

(resisténcia passiva) presente no soro de D. albiventris contra a

agao letal do veneno de B. jararaca, foi realizado o teste de
transferéncia de protegao (Tabela I), inoculando-se camundongos
com o soro e fragoes protéicas. Como controle positivo foi utili-
zado o veneno bruto de B. jararaca (2 DLggp) e como controle

negativo solugao salina.

A agao protetora contra os efeitos letais do veneno de B.

jararaca foi observada nas amostras do soro de D. albiventris,

fragao C (obtida por filtragdao em gel de exclusao molecular) e
fracao DA2 (obtida por cromatografia de troca idnica).

As amostras DAl (obtida por cromatografia de troca idnica) e
fragoes A e B ( obtidas por filtracao em gel de exclusao molecu-

lar)nao apresentaram atividade protetora contra o veneno de B.

|araraca .

3.7 Efeito do soro de Didelphis albiventris e fragdes protéicas

sobre a atividade hemorrégica do veneno de Bothrops jarara

ca

Com o objetivo de verificarmos a existéncia de uma acao

anti-hemorriagica no soro de D. albiventris e fragoes purificadas,

foli realizado o teste para a determinacdao da inibigao da ativi-

dade hemorragica do veneno de B. jararaca (Fig. 5), de acordo com

o método da injegdo na pele realizado em camundongos.
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A minima dose hemorragica do veneno bruto (Fig. 5a) foi
utilizada como controle positivo. Em 5b temos a fragao protéica

DAl que nao apresentou efeito inibidor. O efeito inibidor da

fragao protéica DA2 e do soro total de D. albiventris sobre a
atividade hemorragica do veneno de B. jararaca €& mostrado na

Figura 5c,d respectivamente.

3.8 Inibigao da agregagdo plaquetdria humana induzida por

trombina pelo soro de D. albiventris e suas fragoes

protéicas

Trombina (200U/ml) produziu agregagao maxima (100%) e
irreversivel de plaquetas lavadas em 5 minutos. O soro de D.

albiventris, mas nao o soro bovino, inibiu a agregacdao de plaque-

tas humanas induzida por trombina, de modo dose-dependente
(Fig.6). Soro de coelho, cao , rato e humano, na mesma
concentragao, nao inibem a agregagao de plaquetas humanas lavadas
induzida por trombina (n=3 para cada soro). Altas concentragoes
de trombina (400-800U/ml) reverteram a inibigao plaquetaria

induzida pelo soro de D. albiventris (Fig. 6). O soro de D.

albiventris nao desagregou a agregagao induzida por trombina

(n=3),nao inibiu a agregagao plaquetdria em PRP (n=3) induzida
por ADP (10uM), adrenalina (10uM) ou colageno (lug/ml). Apenas a

fragao protetora de D. albiventris foi capaz de inibir significa-

tivamente a agregagao de plaquetas humanas induzida por trombina

(Fig. 7).
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Tabela I- Teste de protegcao do soro de D.albiventris e suas

fragoes protéicas contra o veneno de B. jararaca

Amostra Concentragao Veneno! Mortes/total de2
ug/g animal animais em 24 h

Soro D. alb. 300 2 p1 503 0/6

Fragao DAl 20 2 D1 50 6/6

Fragao DA2 20 2 D1 50 0/6

Fragao A 70 2 D1 50 6/6

Fragao B 70 2 D1 50 6/6

Fragao C 70 2 D1 50 0/6

Solugao Salina - 2 D1 50 6/6

Solugao Salina + - 0/6

1-0 veneno de B.jararaca fol dissolvido em solugao salina tampo-
nada pH 7,4 e misturado com o soro de D. albiventris e fragoes
proteicas num volume final de 0,1ml.

2-Grupos de seis camundongos foram inoculados intraperitoneal-
mente com cada amostra. O veneno bruto foi inoculado como con-
trole positivo e solugao salina como controle negativo.0s resul-
tados foram observados ap6s 24 horas e expressos como o numero de
mortes sobre o total de camundongos.

3- 2 D1 50 = 2x1 D1 50 (2,5ug/g animal)
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Figura 5- Efeito do soro de D. albiventris e fragoes protéicas
sobre a atividade hemorragica do veneno de Bothrops jararaca.

A minima dose hemorragica (2ug) do veneno de B. jararaca foi
dissolvida em 0,1ml de salina acrescidas das amostras e injetada
em camundongos por via intra-dérmica. As manchas abservadas apés
2 horas representam a atividade hemorragica. Foram inoculados em:
(a) veneno B. jararaca; (b) veneno de B. jararaca incubado com
fragao DAl do soro de D. albiventris; (c) veneno de B. jararaca
incubado com fragao DA2 do soro de D. albiventris e (d) veneno de
B. jararaca incubado com o soro total de D. albiventris
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3.8.1 Dosagem dos nucleotideos ciclicos plaquetérios

A inibigao da agregacao plaquetaria humana induzida pelo

soro de D. albiventris nao foi acompanhada por um aumento signi-

ficativo nos niveis de cAMP e cGMP plaquetario (Tabela I1I1).

3.8.2 Determinagdo do tempo de trombina do plasma humano e do

tempo de coagulagdo do fibrinogénio

O tempo de trombina do plasma humano nao foi afetado por

incubagao simultdnea com o soro de D. albiventris (13:0.9s e

1210.6s na auséncia e presenga do soro do marsupial respectiva-
mente, n=6). Em contraste, o tempo de coagulagdo do fibrinogénio
foi prolongado significativamente seguido da incubagao com trom-

bina mais o soro de D. albiventris fresco ou liofilizado. Nenhuma

diferenga foi observada no tempo de coagulagao quando trombina
foi incubada com o soro fresco humano, de rato ou bovino (Tabela

III).

3.9 Caracterizagao imunoenzimética do soro de Didelphis albiven

tris e fragado protéica DA2 por "immunoblotting"

As fragoes protéicas do soro de D. albiventris e a fragao

isolada DA2 foram submetidas A caracterizagao imunoenzimatica
pela técnica de "immunoblotting". Este experimento foi realizado
para verificarmos o grau de antigenicidade da fragao protéica DA2

isolada do soro de D. albiventris.
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Figura 6- Inibicao da agregagcao de plaquetas humanas. Em A temos
o soro de D. albiventris que inibe a agregagao de plaqgetas
humanas lavadas induzida por trombina. Plaquetas lavadas (10 /ml)
foram pré incubadas com o soro do marsupial por um minuto e entao
estimuladas por trombina. (a) - trombina (200 U/ml), (b) - trom-
bina (200 U/ml) + soro bovino (2 mg/ml), (c) - trombina (200
U/ml) + soro de D. albiventris (1.8 mg/ml). Em B o soro de D.
albiventris de modo dose dependente inibe a agregagao de plaque-
tas humanas lavadas induzida por trombina. (a) - trombina (200
U/ml), (b) - trombina (200 U/ml) + soro de D. albiventris (0.12
mg/ml), (c) - trombina (400 U/ml) + soro de D_. albiventris (1.8
mg;ml), (d) - trombina (200 U/ml) + soro de D. albiventris (1.8
mg/ml) : ‘
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Figura 7-Inibigcao da agregagao de plaguetas humanas. A fragao C
obtida por cromatografia de exclusao molecular do soro de D.
albiventris, mas nao A e B, inibem agregacao de plaquetas humanas
lavadas induzida por trombina. Plaquetas lavadas (10°/ml) foram
pré incubadas com o soro do marsupial por um minuto e entao
estimuladas por trombina. (a) - trombina (200 U/ml), (b) - trom-
bina (200 U/ml) + fragao A (1 mg/ml), (c) - trombina (200 U/ml) +
fragao B (1 mg/ml), (d) - trombina (200 U/ml) + fragdao C (1
mg/ml), (e) - trombina (200 U/ml) + soro de D. albiventris (1.8

mg/ml).
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Tabela II- Niveis de AMP e GMP ciclico de plaquetas humanas lava-
das seguidas da incubagao com tampao de Krebs, nitroferrocianeto
de sédio, iloprost, soro de D. albiventris e fracao C.

Niveis de Nucleotgdeos

Estimulador Concentragao Ciclicos (pmol/10%células)
cGMP CAMP
Tampao de Krebs 50ul 1.6:0.2 102.8+8.3
Nitroferrocianeto .
de sdédio 100uM 5.2%1.3 n.d. x
Iloprost 100ng/ml n.d. 251.5%56.4
soro D. albiventris 1.8mg/ml 1.5%0.2 109.3+38.6
Fragao C lmg/ml 1.6%0.2 112.0£45.5

Média ts.e.m., n=6.n.d.

- nao determinado

* p < 0.05 comparado com o controle (Krebs)

Tabela III- Tempo (segundos) de coagulagao do fibrinogénio humano

induzida por trombina

Pré-incubacgao Tempo de variacgao
Coagulacgao
Salina 36.3%1.7 31-40
SoroD. albiventris liof. (10mg/ml) 57.5t4.2" 50-74
SoroD. albiventris fresco(10mg/ml) 64.2:3.0" 55-75
SoroD. albiventris fresco (lmg/ml) 39.7%1.5 35-45
Soro humano fresco (10mg/ml) 41.8+2.4 34-50
Soro de rato fresco (10mg/ml) 39.0+1.2 35-43
Soro bovino fresco (10mg/ml) 39.2%1.5 35-45

Média ts.e.m., n=6.

* p< 0.001 comparado ao controle (Salina)
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A Figura 8 demonstra que no soro total de D. albiventris

foram reveladas bandas de coloragao intensa, enquanto que na
fragao DA2 isolada as bandas apresentaram-se pouco coradas,
sugerindo baixa imunogenicidade. O controle negativo da reagao
foi feito com soro de coelho colhido antes da imunizagao (soro

normal).

3.10 Repurificacdo da fragao protéica DA2 por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) e andlise eletroforética
(PAGE-SDS)

A fracao protéica protetora DA2, obtida por cromatografia de

-

troca idnica do soro de D. alblventris, foi submetida a

repurificacao por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)
com o objetivo da obtengao de material livre de contaminantes a
ser usado para caracterizagao molecular.

A andlise cromatografica (Fig. 9A) apresenta o desdobramento
da fragao DA2 em dois picos principais (I e II) que foram diali-
zados contra bicarbonato de amdénio 50 mM, liofilizados e submeti-
dos a controle eletroforético (Fig. 9B). O material contido no
pico II nao apresentou quantidade suficiente para ser detectado.
A andlise eletroforética mostra na fragao protéica DA2 (2) duas
bandas protéicas com massas moleculares estimadas entre 40-50
kDa; no material protéico purificado, pico I (1), a banda corre-
pondente aquela superior de DA2 com massa molecular estimada ao
redor de 50 kDa. Em (3) estd IgG JJO reduzida como marcador de
massa molecular (cadeia pesada -50kDa; cadeia leve-25kDa). Em (4)
temos a fracao DAl. Em (5) temos os'marcadores de massa molecu-

lar.
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3.11 Determinagdo da seqildncia de aminodcidos da reglao

N-terminal e estudo de homologia seqgilencial.

A seqgiiéncia de aminodcidos da regiao N-terminal da fragao I
obtida por repurificagao de DA2 em HPLC, foi realizada por
degradagao automatica de Edman de 500 pMol de protéina nativa
obtida por repurificagaoc em HPLC (cromatografia liquida de alto
desempenho), onde foram determinados os primeiros 12 residuos

como se segue: LKAMDPTPPLWI.

Figura 8- Caracterizagao imunoenzimdtica por "immunoblotting"

do soro de D.albiventris e fragao protéica isolada DA2. A membra-
na de nitrocelulose apresenta as bandas coradas com 'coomassie
blue" (1-3) e reveladas pelo substrato cromégeno NBT e BCIP
(Sigma, USA) (4-6). Nos pogos (1) e (6) estao os marcadores de
massa molecular "Pharmacia, Sweden", em (2) e (4) o soro total de
D. albiventris e em (3) e (5) a fragao protéica isolada DA2.
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Figura 9- Cromatografia em HPLC da fragao prqoteica DA2. Em 9A
sao mostrados os picos I e II que foram eluidos mediante um
gradiente de concentragao linear por 60 min. de 0-1.0 M de clore-
to de sédio em 100 mM de acetato de sédio pH 4.1. As amostras
foram monitoradas a 220 nm. Em 9B é& mostrado o controle
eletroforético (PAGE-SDS): 1l-pico I; 2-fragao DA2; 3-IgG JJO
reduzida; 4-fragao DAl; 5-marcadores de massa molecular
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DISCUSSAO

Diferentes animais,incluindo serpentes e alquns mamiferos,
sao resistentes a venenos ofidicos e, em muitos casos, essa
resisténcia pode ser explicada por proteinas neutralizantes
encontradas no soro desses animais ( Ovadia, 1978b; Weissenberg e
cols., 1991; Catanese e Kress, 1992).

De acordo com sua histéria evolucionaria, os marsupiais
representam uma lacuna na classe, Mammalia, divergindo dos
mamiferos em um estidgio anterior. O marsupial é considerado um
membro primitivo da classe Mammalia, que evoluiu para sua forma
atual no periodo cretéaceo.

Os marsupiais tém recebido atengao especial como modelo
experimental nas investigagoes cientificas (Jurgelski, 1974) e,
demonstrando resisténcia a venenos ofidicos, apresentam-se como
animais experimentais a serem utilizados para estudos relaciona-
dos com o mecanismo de agao do veneno e terapéutica no tratamen-
to de individuos picados por serpentes.

No trabalho aqui apresentado, foi isolada a fracao protéica

do soro do marsupial Didelphis albiventris responsivel pela agao

protetora e/ou anti-hemorrdgica contra o veneno da serpente

Bothrops ijararaca, sendo caracterizada através de suas proprie-

dades quimicas e bioldgicas. Os experimentos foram realizados com
lotes de soro individuais e, os resultados apresentaram O mesmo
padrao, independentemente da idade, sexo ou procedéncia dos
marsupiais.

O veneno de B. jararaca utilizado neste trabalho foi subme-
tido ao teste de toxicidade através da determinagdo da DLgg em

camundongos, fdrnecendo o valor de 2,5ug/g animal, resultado con-
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sistente com aqueles apresentados por Biicherl (1963).

O marsupial brasileiro Didelphis albiventris fol testado

quanto & resisténcia direta a agao letal do veneno de Bothrops
jararaca e sobreviveu, nao apresentando qualquer sinal
caracteristico do envenenamento, como hemorragia, necrose do
tecido, edemas e defeitos na coagulagao sistémica, quando inocu-
lado intraperitonealmente com uma quantidade 100 vezes maior que
a DLgo determinada em camundongos. Estes dados fornecem suporte

para que Didelphis albiventris possa ser incluido na literatura

como mais uma espécie resistente a venenos de serpentes do género
Bothrops, pois estd dentro dos pardmetros apresentados por Domont
e cols. (1991), que descrevem a resisténcia direta de um animal a
venenos ofidicos como a sobrevivéncia do animal quando inoculado
intraperitonealmente com, no minimo, quatro Dlgg do veneno letal
previamente determinada em camundongos e por Perez e cols.

(1978a), que considera o rato do mato Neotoma micropus resistente

ao veneno de Crotalus atrox quando o animal sobreviveu a injecao

intraperitoneal do veneno numa dose 140 vezes maior que a reque-
rida para causar a morte de camundongos controle.

Fol possivel obter, a partir do soro de D. albiventris, a

mesma fragao protéica responsidvel pela agao antiletal ao veneno
de B. jararaca, utilizando-se processos de cromatografia em gel
de exclusao molecular (fragao C) e de troca idnica (fragao DA2).
A cromatografia de exclusao molecular do soro de D. albiven-
tris mostrou consistentemente o desdobramento do soro em trés
grupos protéicos, os quais foram submetidos a controle

eletroforético e posteriormente, no teste com camundongos, quanto
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a resisténcia passiva daquele marsupial contra o veneno de B.
jararaca. O pico C obtido na andlise cromatografica (Figura 1)
por controle eletroforético (Fig. 2) mostrou bandas protéicas com
massas moleculares entre 40 e 60 kDa. Essa fragao protéica foi a
responsavel pela atividade protetora em camundongos expostos ao
veneno (Tabela I), o que esta de acordo com os resultados apre-
sentados por Garcia e Perez (1984), que utilizaram essa mesma
metodologia para a purificagao de um fator anti-hemorragico do

soro de Neotoma micropus que confere a esse animal resisténcia ao

veneno da serpente Crotalus atrox.

A cromatografia de troca idnica (Fig. 3) do soro de D.

albiventris permitiu a obtengao das fragoes DAl e DA2. O teste de

protegao realizado em camundongos (Tabela I) mostra que somente a
fracao DA2 apresenta atividade protetora contra o veneno de

B.jararaca. A eletroforese ( PAGE-SDS) desse fator protetor

(Fig.4), DA2 mostra duas bandas protéicas, com massas moleculares
entre 40 e 50 kDa, caracteristica semelhante ao complexo

antibotrépico encontrado no soro de D. marsupialis por Perales e

cols. (1991). Esses resultados obtidos para o fator protéico

protetor, DA2 de D. albiventris vao ao encontro daqueles apresen-

tados por Tanizaki e cols. (1991), que isolaram o inibidor de
proteinase do plasma de B. jararaca que inibe a atividade
hemorragica e proteolitica do seu préprio veneno.A massa molecu-
lar desse inibidor foi estimada (PAGE-SDS) ser de 54kDa e, quanto
a4 sua pureza, analisada por eletroforese em gel de poliacrilami-
da, mostrou apenas uma banda na condigao desnaturante e heteroge-
neidade (duas bandas) em condigao nativa, sugerindo a existéncia

de 1isoinibidores. Resultados semelhantes foram descritos por
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Weissemberg e cols.(1991), que isolaram fatores anti-hemorragicos
do soro de C. atrox, que neutralizam a atividade proteolitica do
veneno dessa serpente. Esses fatores anti-hemorrdgicos sao
glicoproteinas homélogas com massas moleculares entre 65kDa-80kDa
e que diferem em seus residuos de carboidratos.

A fragao protéica protetora isolada do soro de D. albiven-
tris, quando analisada por imunodifusao na presenga do veneno de
B. jararaca, nao forma linhas de precipitagao, resultado seme-
lhante aqueles encontrados em outros fatores protetores isolados
(Omori-Satoh e cols., 1972; Ovadia, 1978; Pichyangkul e Perez,
1981; Weissemberg e cols., 1991). Esta caracteristica, juntamente
com o padrao de eluigcao em Sephadex G-200 e DEAE Sephadex A-50,
leva & conclusao de que esse fator protetor natural pode ser
denominado como "albumin -like" ou fragdo globulina e nao imuno-
globulina, cuja neutralizagao é uma reagao tipo antigeno-
anticorpo.

0s resultados apresentados na Tabela I indicam que agao

protetora do soro de D. albiventris e das fragoes protetoras

isoladas contra a agao letal do veneno de B. jararaca é
transferivel a animais heterélogos,'como o camundongo, podendo
entao ser utilizada para estudos do mecanismo de agao dos vene-
nos ofidicos.

O soro de D. albiventris e a sua fragdo protéica protetora,

além de possuirem atividade antiletal contra o veneno de B. jara-
raca, também sao capazes de inibir sua agao hemorrdgica (Fig.5),
sugerindo que aquele inibidor tenha uma ampla especificidade. Re-

sultados similares foram encontrados para os fatores anti-
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hemorrdgicos de outros animais resistentes a venenos ofidicos,
onde o mesmo fator que confere resisténcia também apresenta agao
anti-hemorridgica (Omori-Satoh e cols, 1972; Ovadia, 1978b; Garcia
e Perez, 1984; Tomihara e cols., 1990; Weissemberg e cols., 1991;
Tanizaki e cols., 1991; Catanese e Kress, 1992).

Resta saber como o soro e fragoes purificadas de animais
resistentes inibem nao apenas a atividade hemorrdgica, mas também
a toxicidade letal do veneno, sendo que a agao antiletal e/ou
anti-hemorragica do soro e fragoes de animais resistentes sao
muito mais potentes que o anti-soro de cavalos hiper-imunizados
com o veneno bruto. Estudos dessa natureza podem contribuir para
a utilizagdo desses fatores protéicos purificados como adjuvantes
no tratamento de individuos picados por serpentes venenosas e/ou
acometidos de doengas hemorragicas,- como proposto por Perez e
cols.(1978) e Weissemberg e cols. (1991).

O veneno de Bothrops afeta o sistema hemostasico, podendo
causar severa hemorragia ou oclusao vascular trombética (Kami-

-

guti, 1988), o que levou & investigagao do soro de D. albiventris

e fracoes protéicas, que tem atividade protetora contra o veneno
de B. jararaca, no que se refere & eficiéncia na inibigcao da
agregagao plaquetdria induzida por trombina humana.

0s resultados descritos (Condino-Neto e cols., 1992) indicam

claramente que o soro de D. albiventris e sua fragao protéica

protetora, mas nao os de outros mamiferos testados, inibem a
agregagao plaquetéria humana induzida por trombina de modo dose-
dependente e de maneira reversivel (Fig. 6).

O aumento do AMPc plaquetdrio causa inibigao da agregacgao

plaquet&ria (Mills, 1922; Mills e Smith, 1971), devido & remogao
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do cdlcio do citosol durante a ativagao das plaquetas (Kaser-
Glanzmann e cols., 1977), diminuicao da atividade de quinase da
cadeia leve da miosina (Conti e Adelstein, 1981) e inibigao da
formagao de diacilglicerol estimulado por trombina (Billah e
cols., 1979). O aumento do GMPc plaquetdrio também inibe a fungao
plaquetaria (Chiang e cols., 1976) por causa do seqiiestro de
cadlcio (Busse e cols., 1987) e por redugao da regulagao da fosfo-
diesterase AMPc (Maurice e Haslam, 1990). O 6xido nitrico (NO)
inibe a agregagao plaquetdria via mecanismo GMPc dependente
(Radomski e cols., 1987). Plaquetas também geram 6xido nitrico e
L-arginina: modo de agao do NO como um mecanismo "feedback"
negativo para regular agregagao plaquetaria (Radomski e cols.,
1990). Entretanto, nenhuma diferenca significativa no conteido de
nucleotideos foi observada depois da incubagao de plaquetas

humanas lavadas com soro de D. albiventris e sua fragao proteto-

ra, indicando que a inibigao de agregagao plaquetdria & devida a
outro mecanismo e nao ao aumento de nucleotideos ciclicos.

Produtos ciclooxigenases, como a prostaglandina endoperoxi
dase (Hamberqg e cols., 1974) e tromboxane A, ((Hamberg e cols.,
1975) causam ativacao plaquetdria. Entretanto a agregagao das
plaquetas humanas induzidas por trombina & independente da ativi-
dade ciclooxigenase (Smith e Willis, 1971). Uma vez que, usamos
plaquetas tratadas com indometacina, a inibigcao da atividade
ciclooxigenase pode ser excluida como um mecanismo possivel para
a inibigao da agregagao plaquetdria induzida por soro.

A demonstracao de que a inibigdo da agregagao plaquetédria

humana induzida por soro de D. albiventris e fragao protetora
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foram reversiveis por altas concentragoes de trombina indica que
ela é muito diferente daquelas proteinas que causam danos nas
plaquetas, como observado com altas concentragoes do inibidor de
esfingosina, proteina Kinase C (Krishnamurthi e cols., 1989). A
inibicado especifica observada para agregagao de plaquetas humanas
lavadas induzidas por trombina poderia dever-se a presenga, em
PRP, de proteinas que poderiam ligar e/ou inativar a fracao

protetora do soro de D. albiventris.

O soro de D. albiventris aumenta significativamente o tempo

de coagulagao do fibrinogénio humano induzido por trombina,
colaborando com observagoes prévias que o soro de marsupial
apresenta um efeito anti-trombina (Perez e cols., 1978b). Os

resultados apresentados, nos quais o soro de D. albiventris nao

tem efeito na agregagao plaquetdria em PRP e no tempo de trombina
do plasma humano, sugerem que a(s) proteina(s) responsavel(is)
pela agao anti-trombina poderia(m) ser '"neutralizada(s)" por
plasma humano. Curiosamente, as proteinas presentes na fracao

protetora do soro de D. albiventris tém massa molecular

compativel com as proteinas anti-trombinas conhecidas como anti-
trombina III (Seegers e cols., 1954) e co-fator heparina 1II
(Bringinshaw e Shamberg, 1974a, b). A habilidade de inativar

trombina, pelas proteinas presentes no soro de D. albiventris ,

requer uma investigagao mais criteriosa para que se verifique sua
possivel homologia com as proteinas anti-trombina III ou co-fator
heparina II.

O envenenamento por Bothrops jararaca em modelos experimen-

tais causa disseminagao da coagulagao intravascular (Rothschield

e Almeida, 1972). Entib, é possivel que a defesa natural observa-
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da no marsupial D. albiventris poderia estar relacionada com a

prevengao no consumo de plaquetas, aqui demonstrada como a
inibicdo da agregagao plaquetidria e o aumento no tempo de
fibrinogénio humano. A identificagao de proteinas que enfraque-
cem a agregagao plaquetaria humana induzida por trombina deve
constituir uma ferramenta Gtil para a compreensao dos mecanismos
de resposta plaquetaria.

0 soro de D. albiventris e sua fragao protetora DA2 foram

caracterizados imunoenzimaticamente pela técnica de "immunoblot-
ting" como mostrado na Figura 8. A utilizagao desta técnica teve
como objetivo a observagao do grau de antigenicidade da fragao
protetora DA2, o que pdde ser determinado devido ao alto nivel de
sensibilidade que esta metodologia permite. No soro total de D.

albiventris foram reveladas bandas de coloracao intensa enquanto

na fragao protetora DA2 as bandas apresentaram-se pouco coradas,
sugerindo baixa imunogenicidade. Este resultado pode significar
vantagens no preparo e aplicacao deste fator protetor como coad-
juvante no tratamento de individuos picados por serpentes veneno-
sas, uma vez que sendo pouco antigénico, evitaria problemas como
a "doenga do soro". Estas observagoes merecem ser investigadas
criteriosamente, visando & sua aplicagao na drea terapéutica.

A fragao protéica protetora, DA2, foi repurificada por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), permitindo a
obtencao do material purificado (pico I, Fig. 9A,B), que apresen-
ta massa molecular correpondente & banda superior (48.5 kDa),

presente nas fragoes antibotrépicas de D. marsupilais, P. opossum

e L. crassicaudata, que foram isoladas por "western
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blotting",sendo também determinadas suas seqiiéncias de
aminodcidos N-terminal (Perales e cols. 1991).

A seqiiéncia de aminoacidos da regiao N-terminal do pico I
purificado de DA2 mostra a presenga de um dudnico residuo na
posicao N-terminal indicativo do grau de pureza, permitindo a
comparagao seqiiencial dos primeiros doze residuos de aminoacidos
com seqiiéncias de proteinas homélogas descritas na literatura
(Fig.10).

O estudo da homologia seqiiencial indica que:

1. Os primeiros cinco residuos sao invariaveis para todas as
espécies marsupiais.

2. 0s primeiros doze residuos sao invaridveis para D. albi

ventris, D. marsupialis e L. crassicaudata, diferindo de P. opos-

sum e D. virginiana ("OPRIN") nas posicoes seis (prolina) e nove
(prolina), o que sugere estarem estas duas espécies mais dis-
tantes filogeneticamente das outras . Em P. opossum, prolina na
posicdao seis e nove fol trocada por treonina e acido glutéamico,
respectivamente, envolvendo troca entre pirimidinas e purinas. Em

D. virginiana, as prolinas das posicoes seis e nove foram substi-

tuidas, respectivamente, por treonina e arginina.

A Figura 11 mostra as substituigcoes de bases nitrogenadas,
supostamente ocorridas durante a evolucao, dos aminodcidos pre-
sentes na regido N-terminal das fracdes protéicas protetoras de
diferentes marsupiais.

Em D. virginiana e P. opossum a troca de prolina (posigao 6)

por treonina deve ter ocorrido na primeira base nitrogenada do
cédon. Citosina (pirimidina) foi trocada por adenina (purina) e a

troca de prolina (posicado 9) por arginina (D. virginiana)
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provavelmente ocorreu na segunda base do cédon onde citosina
(pirimidina) foi trocada por guanina (purina).

Em P. opossum houve ainda a troca do aminoacido prolina
(posigao 9) por acido glutamico, o que sugere substituigoes das
duas primeiras bases nitrogenadas (citosinas 1,2 por guanina e
adenina respectivamente) do cdédon. Essa dupla troca, mais a
ocorrida na posigao 6, permite sugerir que aquele marsupial seja
o mais distante filogeneticamente entre os animais comparados.
Essas trocas sao reflexos de mutagoes de ponto cujo significado
expressa a distancia evoluciondria entre as proteinas de dife-
rentes espécies.

As proteinas homélogas, aquelas que executam a mesma fungao
biolégica em espécies diferentes, geralmente tém cadeias
polipeptidicas com alto grau de homologia seqiiencial. Muitas
posigoes na seqiiéncia de aminodcidos de proteinas homélogas sao
ocupadas pelo mesmo aminodcido em todas as espécies, mas em
outras posicoes pode haver uma variacao consideravel de uma para
outra espécie, indicando polimorfismo molecular.

A semelhanga na seqiiéncia de aminodcidos de proteinas
homélogas & chamada homologia seqiiencial. Ela sugere que as
espécies portadoras de tais proteinas homélogas devem ter uma
origem evolutiva comum. Assim, as seqiiénclas de proteinas
homélogas fornecem dados sobre a evolugao molecular dessa familia
de proteinas e se surgiram de um ancestral comum, Qque sofreram
modificagoes & medida que as diferentes espécies divergiram

durante a evolugao.
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1 10
DA2 D. albiventris LKAMDPTPPLUWI...
F IV D. marsupialis LKAMDPTPPLWI...
F IV L. crassicaudata LKAMDPTPPLWI...
F IV P. opossum LKAMDTTPE...
OPRIN D. virginiana LKAMDTTPRLWI...

Figura 10- Estudo de homologia seqgiiencial da fragao DA2
obtida do soro de Didelphis albiventris e outras fraqogs
protéicas com acao protetora contra venenos ofidicos. DA2, fragao
protéica do soro de Didelphis albiventris (este trabalho); FIV D.
marsupialis, fracao ativa do soro de Didelphis marsupialis; FIV
L. crassicaudata, fracao ativa do soro de Lutreolina crassicauda-
ta; FIV P. opossum, fragao ativa do soro de Philander opossum
(Perales e cols., 1991); OPRIN, inibidor de proteinase do marsu-
pial D. virginiana (Catanese e Kress, 1992).
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Posigao 6 Posicao 9 Posigao 9

D. virginiana P. opossum D. virginiana
P. opossum

Prolina cCcu ccu cCcu

L] C . ® L d C

L] A L] - L] A

- G - L] . G

Treonina A C U Acido o« o Arginina C G U

(o Glutadmico G A A o

A G A

G G

Figura 11- Substituicoes de bases nitrogenadas, supostamente
ocorridas durante a evolugao dos aminodcidos presentes na regiao
N-terminal das fragoes protéicas com atividade protetora contra
venenos ofidicos. Em Philander opossum a prolina na posigao seis
e nove fol trocada por treonina e acido glutamico, respectiva-
mente. Em D. virginiana, as prolinas das posicoes seis e nove
foram substituidas, respectivamente, por treonina e arginina
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As seqgiiéncias N-terminais das fragoes protetoras, prove-
nientes de marsupiais, comparadas neste trabalho indicam que essa
regiao da cadeia polipeptidica nao deve ter uma fungao fundamen-
tal no exercicio da protegao, pois as substituicoes dos
aminodcidos prolina sugerem modificagoes conformacionais no
esqueleto polipeptidico devido & especial geometria da 1ligacgao
peptidica prolil.

Como vimos, os resultados apresentados sugerem que a fracao

protetora de D. albiventris, comparada com outras fragoes prote-

toras obtidas de diferentes espécies resistentes aos venenos
ofidicos, agrupa-se em uma familia de proteinas farmacologica-
mente relacionadas com a atividade de inibidores de proteinases.
Entretanto, o inibidor de proteinase "OPRIN" (Opossum Proteinase

inhibitor), uma glicoproteina isolada do soro de D. virginiana

(Catanese e Kress, 1991), apresenta homologia segiiencial com alB-
glicoproteina humana, uma proteina plasmatica de fungao nao
conhecida, com seqiiéncia de aminodcidos similar a proteinas da
super familia de imunoglobulinas (Schwick e Haupt, 1981), mas que
apresenta similaridade com a regidao N-terminal dos fatores de
protecao descritos na Figura 10. Certamente mais dados estrutu-
rals serao necessirios para definir a que familia de proteinas
pertencem esses fatores protetores.

As metodologias empregadas neste trabalho permitiram o
isolamento e a caracterizagao fisico-quimica de um fator protéico

presente no soro do marsupial Didelphis albiventris, que confere

a este animal protegdo contra os efeitos letais e acgao

hemorragica do veneno de Bothrops jararaca.
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O soro de D. albiventris e a fragao protetora isolada inibem

a agregagao plaquetdria humana induzida por trombina, sugerindo
que a defesa natural nessas espécies estd relacionada com a
prevengao no consumo de plaquetas. A identificacao de uma
proteina que enfraquece a agregagéo'plaquetéria humana induzida
por trombina deve constituir uma ferramenta Gtil para a com-
preensao dos mecanismos de resposta plaquetdria. Os dados aqui
apresentados ainda fornecem suporte necessario para estudos de
homologia seqgiiencial, permitindo correlacionar a estrutura com a
expressao da atividade biolégica, caracterizando assim uma nova
ferramenta molecular para os estudos dos mecanismos envolvidos na
agcao hemorragica dos venenos ofidicos e da agao terapéutica no

tratamento de individuos picados por serpentes venenosas.
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