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FRACIONAMENTO DO VENENO CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS POR
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RESUMO

Através da técnica de cromatografia de exclusio molecular utilizando Se-
phadex G-75 foram estudadas as diferentes fragdes do veneno de Crotalus du-
rissus terrificus, uma das serpentes peconhentas mais comuns no Brasil. Foram
obtidos 4 picos (correspondentes as fracGes 32, 60, 86 e 103) com peso molecular
variando de 4.000 a 150.000. As fracdes de todo o diagrama de gel filtracio foram
triadas através de reacfio de imunoeletroforese a fim de se verificar suas cargas
e velocidade de migracio. As linhas de precipitagio encontradas foram compa-
radas as 11 linhas apresentadas pela reacdo de imunoeletroforese do veneno total
contra o soro anti-crotdlico. Constatou-se que as fragbes de um mesmo pico
apresentavam caracteristicas préprias com excecio da fragdo 54 (subida do pico’
II) que mostrou diferencas significativas em relacdo & fraclo 60. Apds a tria-
gem foram escolhidas as fracdes de cada pico onde as linhas de precipitacio fo-
ram mais nitidas e intensas, para estudo de identidade através da reacdo de
difuséo radial dupla e letalidade comparada a concentragdo de 0,0625 mg/ml do
veneno total que corresponde a DLy, em camundongo pelg método de SPEARM
& KARBER. As fracdes 32, 86 e 103 correspondentes respectivamente aos picos

I, III e IV apresentaram letalidade nula ou negligenciada e a fracdo II foi a
mais tdxica.

INTRODUCAO

CDU 615.9

Entre muitas espécies de serpentes peco-
nhentas encontradas no Brasil, Crotalus duris-
sus terrificus 19 é uma das mais comuns. Dados
da Organizacdo Mundial da Saiide mostram que
4% das vitimas sucumbem na auséncia de tra-
tamento enquanto que nos pacientes que rece-
bem soro anti-veneno a mortalidade tende a
cair para 12% 5. A soroterapia é portanto o tni-
co meio eficaz de tratamento 58! embora ndo
seja possivel assegurar que os diversos consti-
tuintes do veneno sejam neutralizados, devido
4 dose do soro anti-veneno administrada ser fi-
xada de maneira arbitrdria.

N&o existem, ainda, provas de laboratério

" que permitam medir com seguranca a concen-

tracdo do veneno, tanto circulante como no te-
cido apds o tratamento com soro anti-veneno,
podendo assim assegurar a neutralizacio do
mesmo.

De outra feita, é preocupacido da Organiza-
¢do Mundial da Satde o problema de reacdes
precoces tipo anafildticos que se observam em
pessoas tratadas com soro anti-veneno, devido
a fatores tais como: natureza do soro, dose, via

(*) Realizado na Segdo de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, Brasil
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e modo de administragiio e exposicio a estas
substancias sensibilizantes.

E de grande interesse o estudo das fra-
¢Oes ou caracteristicas do soro, responsdveis
por estas desvantagens e, especialmente se os
fatores sensibilizantes estio ou ndo ligados aos
anticorpos protetores.

Portanto, para que se conheca melhor os
aspectos acima referidos € necessdrio que se
estude as caracteristicas quimicas e biolégicas
do veneno Crotalus durissus terrificus e que
se obtenha um veneno padrio, que além disso
possibilitard a obtencio de soros monoespeci-
ficos eliminando acidentes indesejdveis com a
administracio de soros polivalentes.

Neste trabalho, propomo-nos a estudar as
diferentes fragbes do veneno Crotalus durissus
terrificus obtidas por gel filtracdo em Sepha-
dex G-75 super fino através de imunoeletrofo-
rese, imunodifusdo dupla radial e letalidade
comparada com DLy, do veneno total em ca-
mundongos NHI-N de 15 g de acordo com o
método SPERMAN & KARGER da Organizacio
Mundial da Saude4.

MATERIAL E METODOS

Empregou-se 250 mg do veneno de Crotalus
durissus terrificus obtido em 1982 (Instituto
Butantan — S&o Paulo — Brasil) secos a vi-
cuo e conservados a 5°C, que foram dissolvidos
em 5 ml de acetato de amonia 0,2M pH 7,0. Esta
amostra foi fracionada em coluna de 2,5 cm de
didmetro por 72 cm de altura com Sephadex
G-75 super fino (Pharmacia Fine Chemicals AB,
Uppsala, Sweden). O eluente usado foi acetato
de aménio 0,2M pH 7,0 e as fragbes de 4 ml
eram coletadas em intervalos de 30 minutos
por meio de um coletor automadtico (Toyo-SF
160K) a temperatura de 4°C. Os eluatos foram
lidos a 280 nm em espectofotometro (Variam
— Série 634 UV-VIS), tendo sido calculado o
peso molecular das fracdes colhidas e analisa-
das segundo seu perfil imunoeletroforético e le-
talidade em camundongos. Os pesos molecula-
res foram estimados por gel filtracio! usando
padrdes do Kit de calibracio de peso molecu-
lar (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala,
Sweden).
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Imunoeletroforese

A reacdo de imunoeletroforese? foi feita
com agarose a 1% em Tampédo Tris HCl pH
8,6 1 06 em fonte estabilizada de eletroforese
(Fanem 1050) contra tampfo Tris HCl pH
8,6 £ 0,113. Foi utilizado suporte contendo 6 14-
minas de 26 x 76 cm espessura 0,8 — 1,0 mm
sobre o qual foram depositados 30 ml de aga-
rose acima citada e analisando-se seis fractes
em cada placa. Cada fracdo foi testada frente
a0 veneno total na concentracio de 10 mg/ml.
O tempo de corrida foi de 50 minutos com cor-
rente de 10 mA colocando-se em seguida o soro
anti-veneno crotdlico do Instituto Butantan, lo-
te 8210003, deixando-se por 20 horas em difusio
em cdmara timida.

A anilise de identidade das linhas de pre-
cipitagdo das fracdes foi feita utilizando-se pla-
ca de imunoeletroforese de 18 x 11 cm em 40
ml de agarose corridas durante 1:30 hs com
20 mA e difuséo de 48 hs e reacdo de imunodifu-
sdo.

Todas as reagOes foram coradas com negro
de amido.

Reacdo de difusio radial dupla?

Realizada em placa de Petri, nas quais fo-
ram colocadas 10 ml de agarose 1% em solugio
fisioldgica 0,85%. Os orificios mediam 8 mm
de didmetro, contendo 70 pl das fracBes a se-
rem analisadas e do veneno crotdlico total nas
concentragbes de lmg/ml. No orificio central
foi colocado soro anti-crotdlico do Instituto Bu-
tantan sem diluir. As placas foram deixadas por
48 horas em camara tmida e coradas com ne-
gro de amido 1%.

Letalidade

A DLg, do veneno crotdlico total foi calcu-
lada em camundongos NHI-N (Instituto Adolfc
Lutz — S&o Paulo — Brasil) de 15 g pelo mé-
todo de SPEARM & KARBER-“.

As fragbes analisadas foram inoculadas em
concentragOes proximas a concentracio obtida
na DLy, em camundongos da mesma cepa, pe-
lo método acima.
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RESULTADOS

Através da técnica de fracionamento em Se-
phadex G-75 super fino foram obtidos 4 picos
(fracbes n-° 32, 60, 86 e 103) cujos pesos mo-
leculares foram de 150.000, 39.000, 10.000 e 4.000
respectivamente (Fig. 1). Estas mesmas fracoes
foram analisadas através da técnica de imu-
noeletroforese, com a finalidade de se estudar
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guanto a sua pureza, carga e velocidade de mi-
gracéo, tomando como parametro o veneno bru-
to ou total (Figs. 2 e 3). Constatou-se que as
fragdes de um mesmo pico possuiam caracte-
risticas préprias com excegdo da fracio 54 que
mostrou diferencas significativas quando com-
parada a da fracfo 60, do mesmo pico. De
acordo com esta técnica foi verificada a exis-
téncia no veneno bruto, de 11 linhas de preci-
pitacéo.

Fig. 1 — Diagrama de gel tiltragdo

em Sephadex G-75 superfino do ve-

neno total do Crotalus durissus ter-
rificus

T T T T T T L R L

10 30 50 70 90
Némero de fracdes

A fracdo nimero 32 apresenta 2 linhas de
precipitacdio sendo que uma delas migra para a
regido do cdtodo e a outra permanece no pon-
to de aplicagdo. Na fracéo numero 54 foram
detectadas 4 linhas de precipitacio correspon-
dentes as linhas 2, 8, 9 e 11 do veneno bruto.
A fracéo 60 apresenta 3 linhas, sendo que a 11
e 9 foram comuns & fracfo 54; porém, apre-
sentou a linha n.° 5 nfo encontrada nas demais.
A fraclo 86 apresentou, além da linha ne 11
comum as fracGes 54 e 60, as linhas especificas
n° 3 e 4. Finalmente, a fracdo 103 apresentou
uma Unica linha, a ndmero 1.

A Fig. 3 mostra as linhas de precipitacio
de cada fracdo correlacionando-as com as obti-
das do veneno total frente ao soro anti-crotgli-
co.

A reacdo de imunodifusdo radial dupla das
fracGes contra o soro anti-crotdlico, confirma
os dados obtidos na reacio de imunoeletrofo-

1o 130

rese, quanto a caracteristicas préprias das mes-
mas (Fig. 4).

As linhas de precipitacdo da fracdio 32 nio
mostram identidade com nenhuma cutra fracdo
(Fig. 4A). J4 a fracfo 54 apresenta duas li-
nhas de precipitacdo com identidade total com
ag linhas da fracéio 60, sendo que uma delas
também apresenta esta identidade com a linha
apresentada pela fracdo 86, possivelmente sen-
do a linha n° 11 observada na reacdo de imu-
noeletroforese.

As fracGes que apresentaram na reacio de
imunoeletroforese linhas de precip‘itagéo nas
mesmas regifes nfo apresentaram nenhum ti-
po de identidade fora as acima mencionadas
(Figs. 4B e C).

Quanto a letalidade das fracdes (Tabela II),
comparada com a DL, do veneno bruto (0,0625
mg/ml) em camundongo de 15 g foi observado
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B

urn alto poder letal nas fragles 54 e 60, ambas
pertencentes ao pico 11 responsavel pela mor-
talidade de todos os animais, a 1+ etn 3 horas
e a 2 num periodo de 18 horas. A fracdo 103
do pico IV mostrou letalidade bastante redu-
wida, pols ocorreu apenas um caso de obito
apis a inoculacio de uma concentracao de
00806 myg/ml no periodo de 2 horas e outro com
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Flg, 1 — Flaca das: imunoeletro-
foreses (om places de 11 x 18 em)
do  veneno  crotdlies  total o das
[eagles 32, B4, A0, B0 ¢ 100 frente
o so0T0 Anbi-crotilico do Institoio
Butantan, onds sdo  amnlissdas es
paracleristdonys  mundgeletraliticns de
cada  fracio

menor concentragao (006820 mg/ml) 18 horas
apos, Todos o8 sobreviventes foram observados
por 72 horas.

DISCUSSAD

Oz venenos de anim:ais peconhentos gpre-
senfam grandes concentracoes de ensimas e de
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Fig. 3 — Esquema das linhas de precipitagio das imunoeletroforeses do veneno crotdlico total (10
mg/ml) e das fragbes 32, 54, 60, 86 e 103 nas respectivas concentragbes do eluato correspondente,
frente ao soro anti-crotdlico do Instituto Butantan

outros componentes que sao bastante hdbeis
em solucdo; logo, as técnicas de separacdo que
melhor se adaptam a estas caracteristicas sdo
as de exclusdo molecular em Sephadex?2,

GRILLO & SCANONE ¢ utilizando o Sepha-
dex G-100 para fracionar o veneno do Crotalus
durissus cumanensis, conseguiu obter em um
diagrama de fracionamento varios picos, sendo
que as fracOes de mais alta letalidade foram en-
contradas -em trés deles com peso molecular
iguais a 25.000, 14.500 e 5.200.

Os picos de altos PM (150.000 e 90.000) nos
quais se concentram a maioria das enzimas, nfio
apresentaram atividade tdxica, o mesmo acon-
tecendo com componentes dos picos de pesos
moleculares menores (5.000).

No presente trabalho encontramos ativida-
des letais nas fracbes com PM de 30.000, sendo
que nas demais a letalidade foi nula, ou negli
gencidvel como a observada nos de PM igual a
4.000.

119



TAKEDA, A. K.; BARBOSA, S. F. C.; COSTA, L. M. da & ADELINO, M. das G. F. — Fracionamento do veneno Crotalus
durissus terrificus por cromatografia de exclusio molecular. Rev. Inst. Med. trop. Sio Paulo 27:115-122, 1985.

Cc
| VENENO CROTALICO TOTAL (Img/ml)
2 FRAGAO 32 (img/mi)
3 FRAGAO 54 (lImg/mi)
4 FRAGAC 60 (Img/ml)
5 FRACAC 86 (Img/ml)
6 FRACAO 103 (img/ml)
7 SORO ANTIGROTALICO

Fig. 4 — Esquema das reacfes de imunodifusido radial dupla

A) Comparagido das fracdes 32, 54, 60, 86 e 103 e do veneno total nas concentragdes de 1 mg/ml frente ao soro

anti-crotdlico do Instituto Butantan;

B) Comparagiio das fracdes 54, 86 e 103 nas concentragbes de 1 mg/ml frente ao veneno anti-crotdlico do Imstituto

Butantan;

C) Comparagéo das fracdes 32, 5¢ e 86 nas concentragbes de 1 mg/ml frente ao soro anti-crotdlico do Instituto Bu-

tantan.

TABELATI
Linhas de precipitagdo observadas na reacio de imunoeletroforese

N€ de linhas de precipitagdo do veneno bruto

tl2f3fals|se|7]a8]olio]n
PICO! | FRACAO 32 7=
FRAGAO 54 2
PICO 11 .
FRACAO 60 7= __
PICO I11|{ FRACAO 86 Z &7
PICO IV | FRAGAO 103 -

O veneno total apresentou, frente ao soro
anti-crotalico, 11 linhas de precipitagio com
cargas e velocidades de migracao diferentes.

As fracBes nfo toxicas corresponderam as
linhas 3, 4, 6, 10 e 11 e, as tdxicas provavel-
mente as linhas 2, 5, 8§ e 9.

Possivelmente as fragbes responsdveis por
formacdo de anticorpos protetores seriam as

dos determinantes antigénicos que reagiram

com o soro anti-crotdlico dado as linhas de pre-
cipitacdo 2, 8 e 9, pois a fracdo que as contém,
a de n° 54, é mais t6xica que a 60, uma vez
que a linha 2 € mais imunogénica e a linha 9
estd presente nas duas fragdes toxicas. ‘
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Os dados de imunoeletroforese foram con-
firmados pela imunodifusio radial dupla, sen-
do verificado que as duas fracbes com ativi-
dade letal (54 e 60) apresentaram identidade to-
tal em 2 linhas, uma das quais corresponden-
do a linha de numero 11, pois apresentara iden-
tidade total com uma das linhas da fracio 86.

Diante destes dados obtidos estamos no
presente momento inoculando coelhos para ob-
tencdo de anti-soro especifico para as fragdes
54 e 60, a fim de estudar melhor a atividade
imunogénica e protetora.

Isto serd de grande ajuda para obtencéo de
soros hiperimunes especificos, além de poder
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TABELA II

Letalidade das fragGes 32, 54, 60, 86 e 103 em camundongos NHI-N de 15 g comparada a DL,, de 0,0625 mg/ml, pelo
método de SPEARM & KARBER

Concentragao N.e de Tempo de sobrevivéncia, observacio em:

Niumero das fragdes proteica em camundongos -

mg/ml inoculados 2h 3h 4h 5h 6h
P 0,082 6 —_ —- — — —
I
C 32 0,0675 6 —_ —_ — o —
[o]
I 0,0572 6 —_ — — —_ —_
0,0728 6 4 2 — —_ —
54
0,0505 6 1 5 — — —
P
I 0,0421 6 1 5 — — -
C
o 0,0783 6 — 6 — — —
II
60 0,065 6 — 6 — — —
0,054 6 — e 6 — —
P 0,072 6 —_ - — —_ —
I
c 86 0,060 6 - —_ — —_ —
[

I1I 0,050 6 — — —_— — —
P 0,0906 6 1 - — — ¥
I
o] 103 0,0629 6 — —_ 1 — —_
(o]

v 0,0524 6 —_ —_— - — —

* 2 animais apresentaram sintomas

padronizar melhor o veneno para ser utiliza-
do nido s6 no controle dos soros hiperimunes
como também medir a concentracio de veneno
no sangue circulante e poder orientar melhor a
clinica terapéutica.

SUMMARY

Fractionation of Crotalus durissus terrificus of
chromatography technique by molecular
exclusion

By means of chromatography technique by
molecular exclusion using Sephadex G-75 were
studied different fractions of venom Crotalus
durissus terrificus, one the most common poi-

sonous snakes in Bragzil.

It were obtained four peaks related to frac-
tions 32, 60, 86 and 103, which molecular weight
varied from 4.000 to 150.000.

The fractions of all gel filtration diagram
were screened through immunoelectrophoresis,
in order to verify its charges and migration
speed. The precipitation lines were compared
with 11 lines obtained through immunoelectro-
phoresis of total venom against anti-Crotalus
durissus terrificus serum. It was observed that
fractions of same peak presented peculiar cha-
racteristics except fraction 54 (corresponding
to the ascending of peak II), which showed sig-
nificant differences when compared with frac-
tion 60.

After screening, fractions of each peak were
chosen in order to identify means of double ra-
dial diffusion test and the letality was compar-
ed with 0,0625 mg/ml concentration of total
venom, which corresponds to DL, in mice by
SPEARM & KARBER method.

Fractions 32, 86 and 103 corresponding to
peaks I, IIT and IV respectively, presented null
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or negligibe lethality, and fraction II was the
most toxic.
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