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RESUMO — 0Os autores, através de neno eluido de tiras de “Cellogel”, sem

eletroforese sobre membrana de *“Cello- a corrida eletroforética. Demonstraram

gel” procuraram i1solar o fator coagu- haver fortes indicacoes de gque o fator

lante do veneno de B. moojeni. Verifi- coagulante é constituido por duas fra-

cando ser possivel a recuperacio deste coes.

fator apds a corrida eletroforética, obti-

veram a recuperaciao de 33,39 quando UNITERMOS — Eletroforese em "Cel-

comparado com o veneno “‘in natura' e logel” do veneno de B. moojeni; isola-

de B0% aquando comparada com o0 ve- mento dos fatores coagulantes.
INTRODUCAO

Trabalhos anteriores (Siles Villarroel, 1972; Siles Villarroel et al, 1973)
demonstram as vantagens da utilizacio de membranas de “Cellogel”, para a
corrida eletroforética dos venenos ofidicos. Os autores obtiveram uma melhor
separacio e visualizacho das diversas fragbes constituintes dos venenos es-
tudados.

Como os venenos botrdpicos possuem, fundamentalmente, duas agoes dis-
tintas, ]_JIDtEDIIfICEL Lnitgulantu (Rosenfeld et al 1959), cada fracio visualizada
na membrmn de “cellogel” representaria pois um ou mais constituintes daque-
las propriedades farmacologicas. Como a ag¢do coagulante dos venenos botré-
picos ¢, indiscutivelmente, o componente responsivel pelas mortes rapidas
conseqiientes do acidente ofidico (Furlanetto 1965) procuramos tentar visua-
lizar esse componente no espectro eletroforético, ﬂnde poderia estar repre-
sentado por uma ou mais fragcoes. Haveria ainda a possibilidade de ser isolada
esta fragao ou fracoes e, conseqiientemente de se obter praticamente em estado
de pureza, ou componente ou componentes responsaveis pela coagulacgio do
plasma.

Tentativas anteriores foram feitas objetivando este isolamento, tanto dos
venenos botrépicos, quanto dos de outras serpentes cujas peconhas apresentam
a mesma propriedade farmacolégica. Foram utilizados os processos fisico-qui-
micos e de eletroforese em papel , (Holtz & Raudonat, 1956; Banerjee et al,
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1960; Klobusitzky & Koenig, 1935-36; Koenig, 1937; Grasset & Schwartz, 1955).
Parece no entanto serem os trabalhos de Henriques et al, 1959 e 1960;
Fichman & Henriques, 1962 aqueles que conseguiram obter melhor purificagio
do fator coagulante.

Nahas et al (1964), reconheceram pela primeira vez a existencia de, pelo
menos, dois fatores responsaveis pela atividade coagulante dos venenos bo-
tropicos e sugeriram a necessidade de investiga¢bes mais profundas.

Baseados nestes aspectos, e considerando que, dentre os venenos bo-
tropicos o da espécie B. moojeni ¢ que apresenta maior atividade coagulante,
(Rosenfeld et al, 1959; Furlanetto, 1965) nos propuzemos a partir de seu
espectro eletroforético, determinar a exata lscalizagio do fator ou dos fatores
responsaveis pela referida atividade e, em seguida, tentar separa-los do com-
plexo apresentado pelo veneno “in natura”.

MATERIALIS E METODOS

Veneno Ofidico

O veneno da espécie B. mogjeni Hoge, 1965° utilizado em nosso experi-
mento, procedente do Instituto Butantan, foi obtido por extracio manual de
véarias serpentes adultas, eristalizado por secagem a vacuo e mantido a tempe-
ratura de geladeira (0-4°C). Utilizamos a solugdo do veneno a 4% em solugio
fisiologica (0,85% de NaCl) mantido em frascos hermeticamente fechados e a
temperatura de -25°C (Furlanetto, 1965; Siles Villarroel, 1972).

Eletroforese em “Cellogel”

!‘11‘_:-Iit:ﬂmn:~; os mesmos materiais e as mesmas técnicas j;’i descritas em
trabalhos anteriores (Siles Villarroel, 1972; Siles Villarroel et al, 1973).

Determinacio da Dose Minima Coagulante (D..M.C.) ou Unidade Coagulante
(U.C.)

O esquema técnico foi tomado de Furlanetto (1965). A Dose Minima
Coagulante (D.M.C.) ou Unidade Coagulante (U.C.) é, segundo o autor a
dose de produto coagulante ou de veneno, dissolvido depois de seco, que no
volume de 0,2 ml é capaz de promover a coagulagao, entre 8§ e 10 minutos
a 37°C, de 1,0 ml de plasma normal de cavalo, adicionado de 0.2% de oxalato
de potassio (o plasma deve ser colhido no dia do ensaio).

O ensaio para essa determinagao foi conduzido em tubos de 14 x 140 mm
imersos em banho-maria a 37°C. Considerava-se o plasma coagulado, quando
s¢ formava bloco de fibrina capaz de escorregar pela parede do tubo, quando
este era inclinado.

Como na eletroforese, trabalhivamos com a concentracio de veneno a 4%,
determinavamos a D.M.C. sempre a part’r dessa solucio.

* A Bothrops wmoojeni Hoge, 1965, era, att ecsa data, classificada como Bothrops atrox
( Linnaeus, 1758).
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RESULTADOS

Determinamos, preliminarmente, que 1,0 ml da solugio a 4% do veneno
de B. moojeni por nos utilizado, continha 100.000 U.C. portanto, uma U.C.
correspondia a 0,4 g do veneno seco. Tais valores mostram que o volume de
0,003 ml a ser aplicado na tira de “cellogel” equivale a 120 ng de veneno seco,
ou seja, a 300 U.C.

Como pretendiamos fazer a eletroforese do veneno em “cellogel” e de-
pois eluir as varias fragdes, nos preocupamos em saber quanto era possivel
recuperar, em termos de D.M.C., da quantidade de veneno inicialmente co-
locada nas tiras de “cellogel”, sem corrida eletroforética. Para isso, aplicamos o
volume de 0,003 ml num ponto da tira de “cellogel” e ai deixamos, sem sub-
meter a corrida eletroforética, por 90 minutos. Apos esse tempo eluimos em
0,5 ml de solugao fisiologica durante 1 hora em geladeira a 4°C. Foi possivel
recuperar 50 j1g, equivalente a 125 U. C. de veneno seco.

Apos as determinagdes preliminares acima expostas, realizamos a corrida
cletroforética do veneno em duas tiras de “cellogel”. Uma delas sofreu o pro-
cesso de coloragao e desccloragio enquanto a outra foi mantida intacta, A
tira corada tinha por finalidade servir como padrio, a fim de se poder esta-
belecer a localizagao das varias fragoes na tira nio corada. Em seguida, com o
auxilio de uma régua, determinamos a area ocupada na tira pelas varias fra-
¢oes. Transportamos as mesmas medidas para a tira nao corada e numeramos
de 1 a 7 as varias areas delimitadas, que foram, posteriormente, cortadas iso-
ladamente. Os fragmentos 1 e 5 eramn, cada umn, integrados por duas fracdes —
fragdes 1 e 2 e 6 e 7, respectivamente — que se apresentaram bastante proximas,
o que tornava dificil separa-las. As fragdes analizadas, constam da figura 1.

1 2 3 4 5 67 fragmentos
| | | f_""L"‘"\, | | =
T?} ? S ¢ 7 89 fragoes
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Fig. 1 — Delimitacio das Areas separando os nove componentes do
veneno de B, moojeni,

93



SILES VILLARROEL, M. FURLANETTO, R. 8., ZELANTE, F. & ROLIM ROSA, R. -—
Localizacio do fator coagulante no eszpectro eletroforético do veneno de Bothrops moogeni.
Mem. Inst. Butantan, 37: 91-97, 1973.

Cada fragmento da tira de “cellogel” foi eluido em 0,5 ml de solugao
fisiologica, durante 1 hora. A seguir, de cada eluato, retiramos um volume
de 0.2 ml e adicionamos sobre 1,0 ml de plasma normal oxalatado de cavalo,
conforme descrito em “Materiais e Métodos”. A tabela T apresenta os resul-
tados obtidos.

TABELA 1

Determinacdo do poder coagulanie dos vdrios fragmentos oblidos por eluicdo apods
a elelroforese em “Cellogel” (veneno de B. moojeni)

UL Mt M e Resultado
1 1,0 0,2 Nao coagulou
2 1,0 02 Nao coagulou
3 1,0 02 Nao coagulou
4 1,0 02 Inicio de coagulacio
5 1,0 02 Coagulacao imediata
6 1,0 02 Inicio de coagulacio
T 1,0 02 Nao coagulou

Verifica-se pela tabela I que o fragmento cinco, integrado pelas fragoes
6 e 7, ¢ o que contem maior concentragiao do fator coagulante.

Como nosso trabalho objetivava também determinar a quantidade do fator
coagulante que poderia ser recuperada, realizamos diluicoes seriadas do ma-
terial eluido do fragmento 5. Dessa forma foram realizadas varias diluigdes
do eluido desse fragmento. A tabela IT apresenta os resultados obtidos.

TABELA 1II

Determinacdo da dose minima coagulante do fragmento n. 5

Diluicao do eluato do Volume de plasma Volume dos Tempo de coagu-
fragmento n. 5 oxalatado (ml) eluato (ml) lacao
/D 1,0 0,2 1 minuto
1/10 1,0 0,2 1 minuto
1/20 1,0 0.2 2 minutos
1/40 1,0 0,2 10 minutos
1/80 ] 1,0 0,2 Niao coagulou

Verifica-se que a atividade coagulante representada em unidades coagu-
lantes (U.C.) ¢ demonstrivel até na diluiciao 1/40.

A andlise das tabelas I e II mostra que a fracdo coagulante estd localiza-
da quase que totalmente no eluido do fragmento n.° 5 da tira de “cellogel”,
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que por sua vez era umga mistura das fracdes 6 e 7 do espectro eletroforético
Como foram usados na corrida eletroforética, 0,003 ml da solugio de veneno
a 4%, podemos concluir que recuperamos 80% do fator coagulante, quando com-
parado com a recuperacao obtida da eluiciio da tira de “cellogel” niao submetida
a eletroforese.

DISCUSSAO

Com a utilizagio da eletroforese sobre tiras de “cellogel” pudemos loca-
lizar, no espectro eletroforético do veneno de B. moojeni, as fracdes responsa-
veis pela coagulacao do plasma oxalatado. Estas seriam as fracoes seis e sete,
localizadas no fragmento cinco da tira de “cellogel”.

A observagao da tabela I demonstra que, a agao de 0,2 ml do eluato cor-
respondente ao fragmento cinco, agindo sobre 1,0 ml de plasma oxalatado,
promovia a sua coagulacio imediata, ao passo que, os eluatos referentes aos
fragmentos quatro e seis, induziram apenas uma coagulacio incipiente do
plasma, em 10 minutos, Os demais eluatos niao promoveram a coagulagio do
plasma. A ocorréncia da coagulacio incipiente, foi por nds considerada como
sendo conseqiiente de uma possivel contaminagio dos fragmentos quatro e
seis, por uma pequena parte do espectro dos fatores localizados no fragmento
cinco que, indiscutivelmente, representam o fator coagulante do veneno em
questao. Baseados nestes resultados propusemo-nos determinar a atividade coa-
gulante contida no fragmento cinco o que, em tltima analise, significa a de-
terminagao do nimero de unidades coagulantes (U.C.), ou Dose Minima Coa-
gulante (D.M.C.), presentes nessa fracao.

Como atraveés dos nossos testes preliminares, pudemos determinar que, das
300 U.C. iniciais colocadas nas tiras de “cellogel”, sao recuperaveis, por eluigao
simples sem corrida eletroforética. 125 U.C., nos foi possivel estabelecer uma
relagdo com os resultados obtidos apds a eletroforese. Os dados da tabela I nos
levaram a calcular que a eluicao do fragmento cinco, resulta em 100 U.C. Como
este resultado equivale a uma reducao de 20% sobre o total que seria recu-
pe avel sem eletroforese, pmknmq interpretar tal '15116::&1 como sendo, ]]D'-":‘ii-r
velmente, conseqiiente das perdas representadas pela contaminaciio das areas
quatro e seis, pelos espectros dos fatores coagulante, contidos na é4rea cinco.
Acreditamos t*‘unbem na hipéotese de que, a E]etmfmem possa ter desnaturado
parte do fator coagulante. Parece-nos ser esta, a primeira vez que se demons-
tra a localizacdo, no espectro eletroforético do veneno de B. moojeni, das fra-
¢oes coagulantes. Tal fragio contém duas ondulagdes, conforme demonstra o
ﬂletmfﬂﬂgrﬂmﬂ (fig. 1). Talvez essas duas fragbes, que nio conseguimos
separar, no presente trabalho, representem as fracoes descritas por Nahas et
al (1964). Esse aspecto, no entanto, demanda outras investigacdes.

CONCLUSOES

1. O fator coagulante do veneno da espécie Bothrops moojeni é prova-
velmente constituido por duas fracoes, correspondentes as de nfimeros seis e
sete do espectro eletroforético.
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2. Apos a corrida eletroforética em “cellogel” de uma quantidade de
veneno de B. moojeni, equivalente a 300 U.C., foi passivel recuperar 100 U.C.
que representam 33,3% de sua capacidade coagulante inicial e a 80% de recu-
peracao quando comparada com a capacidade coagulante do eluato da tira de
“cellogel” nao submetida a corrida eletroforética.

SUMMARY — ‘Cellogel” membrane compared with the wvenom from the
ﬂ?bgtrnphgrﬂﬁis was used for isolation “CE”GEE]” Etl‘ipﬁ. It seems that the coa-
of the coagulation factor of the B. rulating factor consists of two frac-
moojeni snake venom. The coagulation tions.

factor. after electrophoresis, was reco- UNITERMS -— Electrophoretic study
vered in 33,39 when compared with the on “Cellogel” of B. moojeni venom; iso-
venom “in natura‘’’, and in B809% when lation of coagulation factors.
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