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RESUMO — Os autores, realizando a de exposicio do gue as téecnicas ante-
eletroforese de seis venenos de serpen- riormente utilizadas,

tes do género Bothrops Wagler, 1824,

sobre membrana de “Cellogel” verifica-

ram que a metodologia aplicada propi- UNITERMOS — Eletroforese de vene-

cia uma melhor separaciao dos compo- nos ofidicos sobre *“cellogel’; eletrofo-

nentes desses venenos em menor tempo rese de venenos botropicos.
INTRODUCAO

O estudo do ofidismo, entre nds, a partir dos trabalhos pioneiros de
Brazil & Pestana (1909) vem merecendo, gradativamente, maiores atencoes.
Dentre as serpentes venenosas do Brasil, o género Bothrops é aquele respon-
savel pelo maior niimero de acidentes. Rosenfeld (1969), atribui-lhe a respon-
sabilidade de 90,8% do total dos acidentes ofidicos.

Tais observagdes contribuiram para despertar os nossos interesses para o
estudo dos venenos hﬂtnﬁpicﬂs, ]_}rilmilmhnmltu em seus aspectos ]'munﬂqui-
micos. Tentativas a este respeito ja tém sido realizadas, quer com a utilizacao
de processos quimicos, quer com a utilizacio de processos eletroforéticos.

Koenig (1937) demonstrara a possibilidade da separacio eletroforética
do veneno de B. jararaca. Seguiram-se os trabalhos de Polson et al (1946),
Gongalves & Polson (1947), Gongalves (1948), Goncalves & Vieira (1930).
Esses autores utilizaram-se de papel de filtro, como suporte para a corrida
eletroforética. Gongalves S. Vieira (1950) loc. cit. obtiveram através desta
técnica nove fragdes no veneno de B. jararccussu, quatro fracdes no veneno
de B. jararaca e sete fragdes no veneno de B. atrox.

A partir dessa época, melhores técnicas de eletroforese foram introduzidas
tais como a eletroforese em “Acetato da Celulase” ( Afonso, 1961; Bartlett, 1963:
Ritts, Jr. & Ondrick 1964) e, mais recentemente as técnicas que utilizam, como
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suporte, membranas de “Cellogel” Paget & Coustenoble, 1965-1966; Colfs %
Verheyden, 1967).

Decidimos pois utilizar membranas de “Cellogel” como suporte, para a
corrida eletroforética de venenos de seis espécies de serpentes do Género Bo-
trops (B. jararaca, B. alternatus, B. insularis, B. jararacussu, B. moojeni e B.
cotiara), procurando revelar se esta técnica poderia oferecer maiores vantagens
comparando os resultados obtidos com aqueles encontrados pelos autores an-
teriormente citados.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacio do presente trabalho, utilizamo-nos dos mesmos ma-
teriais e métodos descritos por Siles Villarroel (1972).

Venenos ofidicos:

Os venenos ofidicos utilizados, fornecidos pelo Instituto Butantan, foram
cbtidos por extracao manual de numerosas serpentes adultas, cristalizados por
secagem a vacuo e mantidos a 0-4°C. Utilizamo-nos de venenos das seguintes
espécies: B. jararaca (Wied, 1824), B. alternatus Duméril, Bibron et Duméril,
1854, B, insularis Amaral 1921), B. jararccussu Lacerda, 1884, B. moojeni
Hoge, 1965% e B. cotiara (Gomes, 1913).

De cada veneno cristalizado, foram preparadas solugoes a 0,5%, 1%, 2% e 4%,
em solu¢do fisioldogica (NaCl a 0,85%) e distribuidas em frascos contendo 2 ml
de cada solugio, hermeticamente fechados e mantidos a temperatura de -25°C
( Furlanetto, 1965). No momento do uso, as solucoes eram descongeladas e os
excedentes desprezados.

Materiais e aparelhos utilizados:
a) retificador de corrente, munido de miliamperimetro e voltimetro,
regulavel de 0 a 250 mA e de 0 a 1600 volts;

b) cuba equipada com suporte, para eletroforese sobre “Cellogel
marca Chemetron;

2

c) aplicador, com capacidade de 0,003 ml, marca Chemetron;
d) tiras de “Cellogel”, de 25 x 140 mm. marca Chemetron;
¢) solugdo tampiao com pH 8.8 e forga ionica 0,06;

f) solucio corante de amido Schwartz a 0.,5%;

A Bothrops wmoojeni Hoge, 19G5, era, até essa data, eclassificada como Dothrops atrox
( Linnaens, 1758).
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¢) solugio descorante a base de metanol e dcido acético;
h) desidratante metanol puro;

i) solugao de transparentizacgio a base de metanol, acido acético e gli-
cerina, -

Modelo experimental:

Realizamos numerosas provas preliminares a fim de determinar as melho-
res condigdes de contragio das solugoes dos venenos e de tempo de exposicao,
com a finalidade de obter uma melhor separagio das varias fragoes constituin-
tes d23 venenos b(*.ttr{".lpi-:':{}s. Conseguimos assim estabelecer as seguintes condli-
¢oes que oferecem melhores resultados:

a) 4% de concentracdo das solugtes de veneno;
b) corrida eletroforética por 90 minutos e a 200 volts.

Apods a eletroforese de cada veneno, nas condigoes expostas, procediamos
a coloracio das tiras e em seguida, a decomposicio das fragoes em Registrador
de Extingao tipo II Zeiss, obtendo-se os respectivos eletroferogramas.

RESULTADOS

Com a utilizagio das condig¢oes de experimenta¢io por nos padronizadas,
obtivemos os resultados que siao representados pelo nimero de fragoes eletro-
foréticas de cada veneno. A tabela [, apresenta os dados obtidos.

Tabela I

Comportamento eletroforético sobre “Cellogel”

dos seis venenos do géncro Belhrops, em solugdo

a LG
Espécie de veneno Ntumerc de fracoes
E. jararaca 15
B. alternatus 11
B. insularis 13
E. jararacussu 9
B. moojeni 0
B. cotiara 10

As tiras de cellogel, submetidas ao Registrador de Extin¢ao possibilitaram
os eletroferogramas que ilustram as figuras de 1 a 6.



Fig. 1 — Comportamento eletroforético sobre “cellogel” do veneno de
B. jararaca, em soluciio a 49.

Fig. 2 — Comportamento eletroforético sobre “ecellogel” do veneno de
B, alternatus, em solucio a 49%.

Fig. 3 — Comportamentoe eletroforético sobre “cellogel” do veneno de
B. insularis, em soluclio a 4%.
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Fig. 4 — Comportamento eletroforético sobre “cellogel” do veneno de
B, jararacussu, em solucfio a 49.

o

Fig. 5 — Comportamento eletroforético sobre “cellogel” do veneno de
Ik, moojeni, em Solugdo a 49.

Fig. 6 — Comportamento eletroforético sobre “cellogel” do veneno do
L. cotiara, em soluciio a 49;.
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DISCUSSAO

A bibliografia por nés consultada demonstra que, muito embora alguns
trabalhos tenham sido realizados objetivando o estudo do compor tamento {"U
troforético dos venenos de serpentes, somente Gongalves & Vieira (1950}
estudaram alguns aspectos de tres venenos botropicos procedentes do Brasil;
tedavia, estes autores utilizando-se de papel de filtro como suporte para a
eletroforese, obtiveram para o veneno de B. jararaca, apenas quatro fragoes;
para o veneno de B. atrox, sete tracoes e para o veneno de B. jararacussu, nove
fracées. Os mnossos resultados, foram concordes somente no que se refere
ao veneno de B. jararacussu, pois também determinamos a existéncia de
nove fragoes; para os outres dois venenos, determinamos a presenca de maior
numero de componentes pois que B. jararaca apresentou 15 fracoes e B. moo-
jeni nove fracoes. Este aumento do numero de fragdes por nos encontrado
parece ser consequente da tecnologia aplicada e talvez consequente também
a origem dos venenos utilizados pvlm autores citados, visto nao terem escla-
recido a téenica adotada para a extragas. Além destas consideracoes, os venenos
utilizados por Gongalves Vieira, loc. cit, foram fornecidos pelo “Instituto
Ezequiel Dias™, localizado no Estado de Minas Gerais, portanto obtidos de
serpentes provenientes de dreas geograficas distintas daquelas que forneceram
o material por nos utilizados, o que possibilitaria segundo Schenberg (1958-
1963 ), uma variabilidade na composi¢io da peconha. A metodologia por nos
aplicada com a utilizagao de tiras de “Cellogel”, permitiu uma melhor carac-
terizacao das fragoes constituintes dos venenos em um tempo de exposicio
cletroforética bem menor (90 minutos).

Os resultados obtidos pela eletroforese em “Cellogel” dos venenos das
espécies B. alternatus, B. insularis e B. cotiara, sio inéditos pois nao consta
na literatura qualquer trabalho relacionado com a eletroforese desses venenos.

O veneno da {?Spéciu B. jararaca, quﬂndn C()I’l‘ll’,‘lill‘i’ld{} com as outras D
espécies analizadas, sugere ser, dentre as peconhas por noés estudadas, aquela
que possui um maior namero de fragoes eletroforéticas.

CONCLUSOES

1. A separagio eletroforética dos venenos de B. jararaca, B. jararacusst e
B. moojeni em tiras de “Cellogel”, quando comparada com a eletroforese em
papel, revela que além de ser um método muito mais rapido, permitiu melhor
separagao e, conseqiientemente, obtém-se a revelagio de maior numero de
fracoes.

2. A separacao eletroforética em “Cellogel” do veneno de B. jararaca,

revelou 15 fragoes eletroforéticas sendo pols a espécie que apresentou maior
numero de fragtes dentre as peconhas das espécies de Bothrops estudadas;
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3. A separagio eletroforética dos venenos de B. alternatus, B. insularis
¢ B. cotiara, em tiras de “Cellogel”, foi realizada pela primeira vez, apresentan-
do-se estes venenos, com 11, 15 e 10 fragoes, respectivamente.

SUMMARY — Electrophoretic analysis
of six samples of snake venom of the
senus Bothrops Wagler, 1824, on “Cello-
gel” membrane, demonstrated a better
separation of the venom components in

lesstime of exposition, when compared
with other techniques.

UNITERMS — Electrophoretic study
of snake venoms on ‘“‘Cellogel”; electro-
phoretic study on Bothrops venoms.
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