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FIGURA 1. ATIVIDADE FOSFOLIPASICA DE OITO PEQONHAS BOTRAPICAS.

D meio de reagao continha, como
solubilizada em colato de sddio 4,0mM,
vermelho de fenol ©,055mM. Foram

serpentes: Bothrops alternatus (%),
insularcis ¢ ¢ ), B. Jaracaca (2 ),
lanceplatus ¢ O ), B. ooodeni ( o)
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AMOSTRAS

FIGURA 2. CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-100

Pegonha de B. lapceplalus (P00 myg) foi aplicada em coluna
(1,2 X 75 cm) de Sephadex G~100 previamente equilibrada com
tamp¥o Tris-HC1 SOmM pH 7,5. amostras de 1,S5Sml foram coletadas a
4° G, utilizando-se fluxo de S ml/h.
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AMOSTRAS

FIGURA 3. CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE

A& fragdo F~11, obtida apds a cromatografia da pegonha de B.
lanceplastus em coluna de Sephadex 6—-100, foil dialisada por 24h
contra &gua destilada. Apbs a didlise e liofilizagHo, a fragdo F-
11 (145mg) foi solubilizada em 3,0ml de tampdo Trig-HC1l 5SO0mM
pH 7,9 e aplicada em coluna (1,1 X 15cm) de DEARE-celulose
previamente equilibrada com o mesmo tampdo. Amostras de 2,0 ml
foram coletadas a 4 C, utilizando~se fluxo de 15ml/h.
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AMOSTRAS

FIGURA 4. CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-73

A fragdo F-I1I-1, obtida apds a cromatografia da F~Il em
DEAE-celulose, foi dialisada contra dgua destilada por 24h. Apds
a didlise e liofilizag¥o, a frag3o F-II1-1 (43mg) foi solubilizada
em 1,5ml de tamp3o Tris—-HC1l S50mM pH 7,5 e aplicada em coluna (1,1
X &0cm) de Sephadex G-73 previamentéeiequilibrada com o mesmo
tampdo. As amostras de 1,5ml foram coletadas a 4°C, utilizando-se
fluxo de 8,5ml/h.
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CENTITMENTD E ATIVIDADE ESTERAGSICA ESPECIFICA DA FRARAD FeTIi-in
PURIFICADA 08 PECOMHA IE Bothroeps lancsolatus.
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FIGURA 5. ELETROFORESE EM BEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Corrida eletroforética utilizando-se sistema descontinuo
(HAMES and RICKWOOD) em gel 12% de popliacrilamida.
4y sob voltagem de 100V (40 - 25mA de
correntel. Coloragdo feita por impregnag¥o pela prata (BLUM et
al., 1987). F-Il, F-II-1, F-11-2 e F~II-la = fragtes (5ug)
aobtidas durante o fracionamento da pegonha de B. lancegolatus 3 | =

= pegonha de B. lanceqolalus (10ug?’; PM = indicadores de peso
molecular LM Calibration Kit (14,400 — 94,000) da Pharmacia-LKB.

dissociante
Tempo de corrida de
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FIGURA &.
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molecular foi estimado através de eletroforese em
{®), padrdo de peso molecular
Pharmacia~LKB3; (O ),

0 peso
gel de popliacrilamida~8DE (12%).
LMW Calibration Kit (14,400 - 24,000) da
fragdc F~1I-la purificada da pegonha de B. lanceplatus.
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FIGURA 7. IMUNDODIFUSAO DA FRAGAD F-Il-ia - REAGROD COM ' SORD
' ESFECIFICO E POLIVALENTE

0 teste de imunodifusdo foi feito em gel de &gar 1.5% sobre
1a&mina de microscopia (7:s5 X 2,3cm). 8530 mostradas as linhas de
precipitagdo obtidas apds reaglo da fragho F-II-la com o soro
especifico AS F-II-la, produzido em coelhos, ou com o polivalente,
produzido em cavalo. Grificio "a" corresponde ao local onde
foram aplicados 10ug da fragd3o F-IlI-ia (20ul). Nos orificios "b"

e "c" foram adicionados BOul dos soros especifico e polivalente,

respectivamente.
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FIGURA B. IMUNDELETROFORESE DA FRAGAD F-II1-1a E REAGRD COM SOROS
: ESPECIFICO E POLIVALENTE.

Imunoeletroforese foi feita em gel de Sgar 1:5% e tampo
Veronal GOmM pH B.4 sobre limina de microscopia (7,5 X Pa:S5cm).
10ug da fragdo F-II-1a e 2Qug da pegonha de Bothrops lanceclatus.
solubilizados no mesmo tamp3os foram aplicados no gel. Apds
corrida eletroforética de 60min sob voltagem de 8volts/cms
seguiu-se a imunodifusBo contra o soro especifico (*a") e o
polivalente ("b"). FP = pegonha de B. lanceolatus.
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ATIVIDADE ESTERASICA — umoles/min/mg (Vo)

. ] + i 1 +
05 15 25 35 45 55
1/5

{
Y 0,4 0.8 1,2
CONCENTRAERD DE TAME mM (S)

FIGURA 9. EFEITO DA CONCENTRAGAC DE SUBSTRATO NA ATIVIDADE
ESTERASICA DA FRAGAD F-II-ia

Curva de MICHAELIS - MENTEN da hidrélise do TAME pela
fragdo F-II-1la. 4,5ug da F-Il—-la fToram adicionados em 3,0ml de
meio de reagdo contendo TAME (S) em concentrag3o varidndo de 0,02
a 1429 mM. Atividade da enzima fol expressa em umoles por min e
por miligrama de proteina (Vo). O quadro interno estd mostrando o
duplo reciproco, gue fpi utilizado para calcular os valores de Km
e velocidade madxima.
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FIGURA 10. EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE ESTERASICA DA FRAGAD
F-II-la

Foram wutilizados &4,5ug da F~II-la em 3,0ml de meic de
reagdo contendo TAME 1,0mM solubilizado em tamp3oc Tris—HC1 SOmM,
com pH variando de 6,5 a 9,0y na presenga de CaClZ2 1iO0mM. A
atividade enzimitica foi expressa em Unidades/mg de proteina. Os
pontos representam a média de quatro determinagdes com variagdo
experimental abaixo de 10%4.
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LOG DO TEMPD DE COAGULAGHO
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FIGURA 11. ATIVIDADE COAGULANTE DA FRAGHD F-II-1a

A atividade coagulante da F—-1I-1a foi determinada sobre
200ul de plasma humano citratado (3,8% de citrato de sddio)
{ @ ) @ sobre 200ul de fibrinogénio humano 2,0mg/ml ( O ). O
tempo necessario para a formagdo da rede de fibrina foi
determinado a 37°C. UOs pontos representam a madia de quatro
detrminagtes com variagdo experimental abaixo de 15%.
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FIGURA 12. ATIVIDADE CASEINDLITICA DA FRAGAD F-I1I-la
DEPENDENCIA DE CATIONS DIVALENTES )

Em 1,0ml de caseina 1%, solubilizada em tamp3o Tris-HCl
100mM, foram adicionadas diferentes quantidades da fragio
F-1I-1a. A atividade enzimatica (U/mg) foi avaliada na presenga
de: Cal+ 4,0mM ( O )}y Mgl+ 4,0mM ( [ ) e EDTA 20mM ( ® ), Os
pontos representam a média de quatro determinagtes, com variag3o
experimental abaixo de 10%4.
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FIGURA 13. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS i1 ]
FIBRINOGENIO HUMANO APOS DIGESTAO PELA FRARAD F-II-1la

Em 200ul de fibrinogénio humano 2,0mg/ml foram adicionados
10ug da fragido F-~II-la dissolvidos em 5S0ul de salina.
Fibrinogenio (linha i) & constitutido de trés cadeias
polipeptidicas: Ao (FPM = 70.000), BE (FM = 54.000) e (PM =
48.000). Linhas 2 a B8 representam a corrida eletroforética das
amostras do fibrinogénio apds incubagio com a Ffrag8o F-I1I-1a
{(40ug/ml) para os tempos especificados na parte inferior do gel.
FPM = indicadores de peso molecular LMW Calibration Kit (14.400 -

F4.000) da Pharmacia-LKE.
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H. SUHHMARY

Froteins ars the maiorv componsnts of snake venoma . Many of
fhasas protsins RYE sagymEs  and the s b ik Tulre BT
phospholilpages, pratesses, gunibey hvdrolases  and Leaminog  aoid

gxidases.

In the present work we initially examined the crude venom of
Bobbroes lancsolaluz, cowpacing  its snzyvmatic and biological
o bivities with those of Brazilian Bobhrops s Les (R
aligrpstus, B, goyibromslass, B, dopsulscis. Bl dacsyacs. B
Adacarandssy. B. nopdsoi and B. psuwisgdi) . Ve sstablisbhed that B
tancsolalus W THOT has high casginolvbic, phospholipasic,
sntevolyiic  and hemovvhaglo activities. Iin spite of having no
copilant effect on plasma, this venom has 2 thrombin-liks sngvnms
since it ds able to clot Fibrinogen. In the wvenoms studied, theve
Was g corrvsilation betwsesn  the esterolvyitic and comngulant

aobdvities,

ITunalation of bthe sestevolybtic fFraction From B, lanceolatbus
vanom  was achisved by variocus ohromastographic stsps, including
gl  Filtrabtion and fon swchangs chromatograehy . Biological  and
gpgymatic actiwvitiss were determined a2t sackh stags of  the
purification process L ovder  to loocate Lhe gatevolyiic
fractions ., The protein vield was 4% with 2 58Y rvecovery in snzyme

activity. The puvificaition facltor was 14.3.




In the presence of BH5 and mevcaptogthanol, the frazobion
FlTi-da vislided only ong profgsin band with 3 molscular wsialh  of
i, 100 ImmunodiPfasion  and dmmuneelecirorhoresis of fraction
F-Il~la against anti-PBotheoes longeolatus venom hovrss ssrum and
bhe specific vabbit anti~-fracition F-II-ia Dotk vesulted in  only
ons precipitation  1inoe. Togsiher . these results confirm  the

surity of the dsolatsd Fraction.

The Ko andg Vmaex of the purified snzyvme weve debtevminsd using

TiaME as the substrate. Thess valuss, caleoulatsd from Linswsaver-
v ,5%

Burk plots weve 8.8 X 10 M Ffor the Km and 38555 umolZsindmg for

The W, The sstevolyiic sobivity of fraction F~-II-iz wos

gxamined  owvaer the e rasge 4.9 fto 9.0, Maximum =activity  was

gxhibhited at pH .05,

ShG-polvacryiamide gel slectrophovesis analvsis showed that
Fraciion F-TI~ia is a & and ﬁﬁ FibrinDgaenags . The Ao chaln is

degradesd within 19 min Followsd by o slowsy degradation of  the

B whaln.  The fibrinogenass appaared 1o have no effsct on ths

s

fﬁ chain atiter 4h of bhydvolvsis.
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