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Um Fator Potenciador da Bradicinina no Veneno de Bothrops jararaca
por
Sérgio Henrique Ferreira
Departamento de Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.

Em trabalhos anteriores desenvolvidos no laboratério (Ferreira & Rocha e Silva, 1962 e Ferreira, Corrado & Rocha e
Silva, 1962) foi demonstrado que agentes quelantes de metais, como o “ Dimercaprol (BAL) e acido tioglicdlico, sédo
capazes de potenciar algumas a¢des da bradicinina sintética in vitro e in vivo. Enquanto investigamos se o dimercaprol
poderia potenciar in situ as substancias de rea¢éo lenta do veneno de Bothrops jararaca em ileo isolado de cobaia,
observamos que o veneno per si tem pronunciada acao potenciadora em concentracdes equivalentes a bradicinina. O
presente trabalho objetiva caracterizar a natureza quimica e as ag¢des bioldgicas do fator potenciador de bradicinina
(BPF).

METODOS
Purificacdo Parcial do BPF

Experimentos preliminares (Ferreira & Rocha e Silva, 1963) permitiram a purificacdo parcial do BPF como descrito a
seguir: 2 g de veneno de Bothrops jararaca foi suspendido em 200 ml de agua destilada e aquecido por 5 minutos em
um banho de agua fervente. Etanol absoluto (1.5 litros) foi adicionado. A mistura foi centrifugada (2.000 rev. /min)
durante 60 minutos e o fluido sobrenadante foi evaporado sob reducéo de pressao. O fator foi extraido de pé seco com
trés sucessivas adicbes de 20 ml de etanol 90%. A solucéo alcodlica, 4 volumes de éter etilico foram adicionados. O
precipitado foi separado por centrifugacéo e dissolvido em 50 ml de 4gua destilada. A solu¢do aquosa foi entédo
liofilizada. O p6 resultante é referido nesse trabalho como “Fator Potenciador da Bradicinina (BPF)".

Propriedades Fisico-Quimicas do BPF

Testes de Solubilidade: Os testes de solubilidade foram feitos por agitacdo de 100 mg de BPF (previamente seco em
tubos de vidro) com 2 ml dos seguintes solventes: etanol absoluto e acetona, éter etilico, cloroférmio e n-butanol
saturado em agua durante 1 hora. A atividade do fluido sobrenadante coletado por centrifugacdo e seco sob reducao de
pressao foi estimada como porcentagem dos valores controles determinados com agua destilada.

Dialise: O BPF (1,5 mg) foi dissolvido em 1,5 ml de agua destilada e dialisada (tubo de dialise ¥ para 3/8, Thomas Co.,
EUA) contra 30 volumes de agua destilada com agitacdo constante por sistema “magneto-stir”. Apos 20 horas a
atividade de potenciacao foi estimada com as porcdes de dentro e fora do saco de didlise.

Hiddlise Acida: Foi feita & temperatura de 100 °C em tubos fechados por incubag&o de 250 mg de BPF com 6-N-acido
hidroclérico ou 200 mg de BPF com 15-n-acido hidroclérico. Apds intervalo de tempo determinado, a hidrélise foi
interrompida no primeiro experimento por evaporacao sob presséo reduzida ou em outro experimento, por neutralizacao
com quantidade suficiente de solucdo de hidréxido de sédio. Uma amostra foi separada para reacdo de ninhidrina (Troll
& Cannan, 1963) e outra, na qual tampao Tris, pH 7.8, foi adicionado, para estimacao biolégica.

Hidrélise Enzimatica: A hidrolise enzimatica foi testada por incubacéo do BPF com tripsina ou quimiotripsina a
temperatura de 37°C. As concentracdes dos reagentes nas misturas de incubacéo foram: (1) 100 mg/ml de tripsina, 500
mg/ml de BPF (o volume de 2 ml foi completado com tampéo Tris, pH 7.8); (2) 1 mg/ml de quimiotripsina, 100, 200 ou
400 mg/ml de BPF (volume de 2 ml completado com tampao Tris, pH 8.6). A hidrélise foi interrompida fervendo a mistura
de incubacgédo por 3 minutos em banho maria. A solucdo de enzima fervida foi adicionada as amostras controles.

Eletroforese em papel: A eletroforese em papel foi feita em papel n0. 1 (Whatman) com tampéo fosfato de sddio, pH 7.7,
m= 0.1, 30 V/cm, por 9 a 15 horas. A atividade das frac@es foi testada em eluatos das tiras de papel ou adicionando-se o
papel diretamente no liquido de banho do 6rgéo isolado. As reacdes reveladoras (Smith, 1963) foram feitas
concomitantemente em tiras controles.

Experimentos in vitro

A atividade do BPF foi testada em ileo de cobaia, utilizando unidade de potenciagédo arbitraria, a qual corresponde a
dose de BPF que é capaz de potenciar o efeito de uma dose Unica de bradicinina para a intensidade obtida apés a
adicdo de uma dose 2 vezes maior. As doses de bradicinina sintética adicionadas ao banho (cujo volume era de 5ml)
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contendo o ileo isolado de cobaia variaram de 0,2 a 0,05 mg. BPF foi adicionado 5 a 10 seg. antes da adi¢cao de
bradicinina.

Embora os valores absolutos das unidades de potencia¢do podiam variar de um intestino para outro, 0S mesmos
mantinham-se constantes na mesma preparacao.

Experimentos in vivo

Os experimentos in vivo foram feitos avaliando-se a pressao sangiinea e arterial e a permeabilidade vascular (capilar). A
presséo arterial sangiiinea foi mensurada através de uma canula inserida na artéria carotida de cdes e gatos
anestesiados com pentobarbital sddico (30 mg/kg). As drogas foram administradas através de um tubo de polietileno
inserido na veia safena. A hipotensao foi mensurada pelo tamanho da queda e pelo calculo da area sob tracado
isométrico obtido durante 5 minutos antes da adi¢éo de bradicinina.

A permeabilidade capilar foi testada em ratos pesando de 200 a 250g, anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg;
intraperitonealmente). O corante Trypan Blue (200mg) foi injetado na veia jugular 5 min antes da injegao intradérmica
(0,2ml) de bradicinina (doses de 0,5 a 1mg), BPF (1 ou 2mg) ou a mistura de ambos em salina. Os animais foram
sacrificados apés 30min por sangramento.

As seguintes drogas e reagentes foram utilizadas: bradicinina sintética (BRS 640, Sandoz, Basel); ocitocina sintética
(Sandoz, Basel); angiotensina amida (Ciba, Basel); histamina di-fosfato (Abbott); acetrecolina (Roche); quimiotripsina
(Armour) e tripsina acetilada (Mann Research Laboratories).

RESULTADOS

Purificacédo Parcial do BPF Em relagéo a atividade do veneno bruto, a preparacao purificada mostrou maior atividade em
cerca de 8 a 10 vezes. Embora essa taxa de purificacdo seja pequena, o BPF obtido ndo estava contaminado com
aminas farmacologicamente ativas e néo foi capaz de liberar bradicinina quando incubado com plasma. Quando injetado
intravenosamente em cées e gatos, o BPF ndo produziu choque e foi incapaz de coagular plasma heparinizado como
veneno bruto. A “unidade de potenciagdo” sobre o ileo de cobaia foi de 0,5 a 0,3 mg/ml de concentracao final no banho
da preparacéao isolada.

Caracteristicas do BPF Os testes de solubilidade demonstram que o fator € solivel em 5% de tricloro acido acético e em
etanol absoluto, parcialmente solivel em agua saturada com n-butanol, e insolvel em acetona absoluta, cloroférmio ou
éter. O BPF mostrou-se termoestavel (a temperatura de 110°C durante 5h) e dialisavel. A hidrélise acida sob acido 6-N
hidroclérico inativou completamente o BPF apds 5h de incubagao, como demonstrado na tabela 1. Foi observado que
uma simples incubacdo do BPF com o &cido 6-N hidroclérico e uma evaporacao imediata mediante redugdo da pressao
foram suficientes para inativar cerca de 67% da atividade original. Deve ser ressaltado que em condi¢Bes iguais de
temperatura e tempo sem acido toda a atividade do BPF pdde ser recuperada. A incuba¢cdo do BPF com 1,5-N-acido
hidroclérico como indica a tabela 1, mostrou um paralelismo entre a progresséo de hidrélise e o aumento na reagéo de
ninhidrina.

Tabela 1 - HIDROLISE ACIDA DO FATOR POTENCIADOR DA BRADICININA (BPF)

A recuperacgédo é expressa em porcentagem da atividade inicial do BPF.
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TanLe |
ACID HYDROLYSIS OF BRADYKININ POTENTIATING FACTOR (BFP)
I'he recovery is expressed in percentage of initial activity of BPF

Hydrochloric Total MNinhydrin

Time of acid BPF (Klett Activily

Expt. Sample hydrolysis strength added units) |'::u:f-'4.'r1.'n]
{min) (M) {ug) 1%5)
I Control 0 - 250 50) 100
I 0 [+ 250 143 LE
11 300 ] 250 590 ()
2 Ciontrol 0 - 200 45 10
| 15 1-5 200 60 33
I 30 1-5 20} 97 2K

111 60 1-5 2K 106 -6

Os resultados de dois experimentos nos quais o BPF foi incubado com tripsina estdo demonstrados na figura 1. Uma
pequena, porém progressiva degradacao da atividade do BPF foi observada. Na incubagédo com quimiotripsina por 24
horas nenhuma inativacdo do BPF foi observada.
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Fig. 1- Recuperacdo do BPF apds a incubacao com tripsina a 37°C. Os pontos representam valores referentes a dois
experimentos diferentes. Os reagentes na mistura de incubacgéo foram: tripsina (100 mg), BPF (500 mg) e tampéao Tris,
pH 7.8, até 2 ml.

Como demonstra a figura 2, na eletroforese em papel, o material ativo migrou para o anodo em duas bandas distintas
ambas fluorescentes no ultravioleta e positivas nos testes de Sakaguchi e Ninhydrin.
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Fig. 2- Eletroforese em papel feita em tampao fosfato, pH 7.7, m = 0.1 durante 12 h. Tiras controles foram desenvolvidas
com reagentes ninhidrina, Sakaguchi e Erlich. Os limites das bandas foram determinados por fluorescéncia em
ultravioleta. O painel superior demonstra 0 ensaio do BPF sobre o ileo isolado de cobaia. Previamente foi adicionada
uma dose padrao de bradicinina em aliquota do eluato da fracdo da eletroforese. A atividade potenciadora do BPF sobre
a bradicinina pode ser detectada nas bandas nos. 6 e 8.

Potenciacéo in vitro Em preparacdes isoladas o BPF também potenciou o efeito estimulador da angiotensina sobre o ileo
de cobaia (Tabela 2) e da ocitocina sobre o Utero de rata (Tabela 3) apesar da bradicinina parecer ser mais sensivel a
seus efeitos. Nossos resultados demonstram que as preparacdes de ileo de cobaia sdo também mais sensiveies a
potenciacdo da bradicinina pelo BPF quando comparado as preparacdes de Utero de ratas.

Tabela 2 - POTENCIAGAO DA BRADICININA E DA ANGIOTENSINA PELO BPF SOBRE iLEO DE COBAIA.

Cada experimento foi feito sobre intestinos de diferentes animais. A concentracéo final de Bradicinina (BK) e de
Angiotensina (Ang) foi de 0.01 mg/ml.

Final Height of contraction Height of contraction
concen- - -
tration Brady 4 ANRIO 4
Expt. of BPF Brady BPF Increase Angio HI'F | nerease
(pg/ml.) {mm) (mm) (320 {(mm]) {mm) (%)
I 02 13 17 12 27 26 .
2 02 19 30 57 19 21 10
3 02 16 47 10 17 41 10
4 02 a7 40} 44 24 29 20
5 2 26 68 16l 20 200 0
] 2 42 &7 107 36 44 22
7 2 20 6l 2058 21 22 3
] 2 21 64 204 24 15 4
9 2 as 72 105 15 A5 0
10 20 IR T4 100 0 45 50
1l 20 22 71 23K 20 28 40
12 20 il 130 319 22 27 22

Tabela 3 - POTENCIAGAO DA BRADICININA E OCITOCINA SOBRE O UTERO ISOLADO DE RATAS.

Cada experimento foi feito sobre érgaos isolados de diferentes animais. Os resultados demonstram a altura da contracéo
medida em mm e a potenciagdo € expressa como porcentagem de aumento em relacao a resposta controle. As doses
de bradicinina e ocitocina adicionados a 5ml do liquido de banho foram de 0.003 mg e 0.005 U, respectivamente. As
concentracdes de BPF referem-se ao volume do liquido de banho.
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Contraction heights for bradykinin and BPF Contraction heights for oxytocin and BPF

Brady- BPF BPF OUxylo- BPF BPF
Expl. kinin 2 ug/ml. Increase 20pg/ml. Increase cn  2pg/ml. Increase 20 ug/ml. Increase
(mm)  (mm) 4 {mm) (%) (mm)  (mm) Vo) (mm) (%)
| 27 44 63 47 74 17 - - 19 11
2 19 40 2 49 26 12 40 25 46 44
3 29 29 0 kX n 30 0 0 15 17
4 24 14 41 4] 71 13 19 46 LR 234
5 24 26 g 12 11 21 k]| 15 M 26
6 15 19 26 23 53 0 33 10 15 17

Como demonstra a figura 3, os efeitos induzidos pela histamina ou acetilcolina foram potenciados significativamente pelo
BPF.

@) (b)

Fig. 3- Acbes do BPF sobre as contrac8es induzidas pela bradicinina, acetilcolina e histamina no ileo de cobaia. (a) Uma
“unidade potenciadora”, a dose de BPF (2 mg, indicada pela flecha) capaz de aumentar o efeito de uma dose Unica de
bradicinina (B1= 0.05 mg) na intensidade da dose de bradicinina 2 vezes maior (B2= 0.1 mg). (b) 10 mg de BPF foi
adicionado (como indica a flecha) antes da administrag&o de bradicinina (B1), acetilcolina (A= 0.01 mg) e histamina (H=
0.02 mg). O volume de perfusdo do banho foi 5 ml.

Potenciacéo in vivo Quando administrado intravenosamente em doses potenciadoras (0,2 a 2 mg/kg) BPF apresentou
somente efeitos hipotensores pequenos e transientes.

Alguns experimentos em gatos estéo resumidos na tabela 4 e demonstram os efeitos das inje¢cdes de BPF (2mg/kg) em
varios intervalos antes da administracdo de bradicinina (Img/kg). A sensibilidade da bradicinina manteve-se aumentada
30 min apds a administracdo de BPF como demonstra a figura 4. Resultados similares foram obtidos em cées. O fato de
ser salientado é que nem a histamina nem a acetilcolina foram potenciadas pelo BPF nas preparagdes in vivo.

Tabela 4 - ACOES DO BPF (2 mg/Kg) SOBRE O EFEITO HIPOTENSOR DA BRADICININA SINTETICA (1 mg/Kg) EM
GATOS.

A éarea de hipotenséo foi medida calculando-se a area entre a linha de base original e o tracado gravado durante 5
minutos apos a administracdo de BK.

Depois do BPF
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Before BPF Within 5 min Alflter 30 min

——

. Hypo- Hypo- -
_ Blood Initial  tension  Blood Initial tension  Blood Initial ttﬂlsri}:::n
Expl. pressure fall ' area  pressure fall ared  pressure fall area
(mmHg)  (mm) (sq.mm) (mm Hg) (mm) (5q mm) {mm Hg) (mm) 1sq mm)
| 150 1] 0 150 T4 175 4
2160 0 67 160 60 275 i o "
1 140 20 50 140 8 360 130 60 275
i 170 20 It 170 80 315 130 % %
5 140 18 40 150 58 340 130 48 260
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Fig. 4- Efeito do fator potenciador de bradicinina (BPF) sobre a hipotensao arterial induzida por bradicinina em gatos. (a)
Antes; (b), (c) e (d) 3, 15 e 30 minutos apos 2 mg/Kg de BPF. B1=1 mg/kg e B2= 2 mg/kg de bradicinina sintética. As
drogas foram administradas intravenosamente. Marcadores de tempo, 1 min.

Experimentos in vivo também foram feitos em permeabilidade vascular (capilares) e potenciagéo tipica do efeito da
bradicinina (1mg) pelo BPF (2mg) como demonstra a figura 5, somente as maiores doses de BPF (10mg) produziram por
si algum “estravasamenro do corante azul

Fig. 5- Potenciacao do efeito da bradicinina pelo BPF sobre a permeabilidade capilar. A fotografia demonstra areas
azuladas na pele de ratos que receberam corante Trypan Blue intravenosamente seguido da injecéo intradérmica de 0.1
ml das seguintes solucdes: A- bradicinina (1 mg) e BPF (2 mg); B, bradicinina (1 mg); C, salina; e D, BPF (1 mg).
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DISCUSSAO

As descobertas descritas no presente manuscrito indicam que o veneno de Bothrops jaracaca contém um fator que
potencia in vivo e in vitro algumas das acdes farmacolégicas da bradicinina.

A atividade do BPF pode ser inibida por incubacéo longa com tripsina ou por hidrélise acida o que sugere uma estrutura
polipeptidica. O BPF foi incapaz de potenciar as a¢des da histamina ou da acetilcolina sobre o ileo de cobaia. Esse fato
sugere que a potenciacdo observada com a bradicinina depende de um mecanismo que difere da sensibilizacéo de
preparacdes de musculo liso. O BPF per si ndo induz respostas nas preparagdes isoladas utilizadas. A agdo do BPF
pode ser explicada pela inibicdo de enzimas que degradam polipeptideos (peptidases) presentes possivelmente no
musculo. Estudos prévios demonstraram que o BPF pode inibir enzimas plasmaticas e de eritrécitos hemolisados de
cobaia. Um efeito inibitério foi obtido utilizando-se a dose de 40 mg/ml de BPF, mas doses de 200 vezes maiores ndo
reverteram efetivamente a destruicdo de bradicinina como a observada apés a adicdo de 250 mg/ml de dimercaprol.

Em alguns trabalhos (Ferreira & Rocha e Silva, 1962; Ferreira et al., 1962; Corrado, 1963; Rocha e Silva, 1963) nds
temos descrito como alguns tio-compostos como o dimercaprol e o acido tio-glicélico potenciaram as acfes hipotensoras
da bradicinina em coelhos e cdo. A dose efetiva de dimercaprol variou entre 3 a 10 mg/kg. Entretanto, em gatos, o0s
resultados foram desapontadores uma vez que a droga produziu uma potenciacdo do efeito vasodilatador produzido pela
bradicinina de pequena intensidade e duracdo. Outros tio-compostos foram testados por Erdés & Wohler, (1963) como
potenciadores da bradicinina em ensaios de pressao arterial em cobaias. Os achados de Erdds & Wohler, (1963)
demonstraram que o dimercaprol estava entre as mais potentes substancias utilizadas, portanto confirmando nossos
resultados anteriores.

Considerando que o BPF é mais ativo in vivo que o dimercaprol, ele tornou-se 0 mais efetivo potenciador da bradicinina
descrito. O BPF nédo é limitado ao veneno de Bothrops jaracaca. Atividades similares foram observadas em veneno de
Bothrops jararacussu, B. neuwiedii e B. atrox. Nenhuma atividade potenciadora foi detectada em veneno de Crotalus.

RESUMO
1- O veneno de Bothrops jaracaca contém um fator que potencia algumas das acdes farmacoldgicas da bradicinina.

2- Esse fator potenciador da bradicinina (BPF) parece constituir um novo principio, o0 mais efetivo potenciador da
bradicinina in vivo que conhecemos.

3- A purificacdo, a natureza fisico-quimica e as a¢des farmacolégicas do BPF sao descritas.

O autor é grato ao Professor M. Rocha e Silva por suas criticas construtivas e encorajamento. Este trabalho foi
financiado pela Fundacao de Amparo a Pesquisa e pelo Servigo Publico de Salde, Instituto Nacional de Saude,
Bethesda, Md, EUA. (NB 02953-03).
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