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ASPECTOS IMUNOQUIMICOS DA CROTOXINA E SUAS SUBUNIOADES

Atsuko Kumagai Nakazone

RESUMO

A partir do veneno bruto de Crotalut durietu* terrificus, foram purifttrfclas a crutamina, a crotoxina t su-»

subunidades fosfohpase A e crotapotin.

Estudos de interação, utilizando soro anticrotálico do Instituto Butantan, revelaram que a crotoxina 4 formada

de interação crotapotin-fosfolipase A na proporção molar 1:1. O emprego de crotopotin marcada com todo-125 indica a

formação de complexo solúvel com soro anticrotâlioo.

Soros especi'ficos produzidos em coelhos contra crotapotin. fosfolipase A e crotoxina {crotapotin * fosfolipaae

A) demonstram, através de reações imunologicas de precipitação que: crotapotin é antigAnka e produz soro

anticrotapotin; crotapotin e fosfolipase A apresentam um ou mais determinantes antigénicos semelhantes ou comuns; o

soro anticrotoxina reage com crotapotin e fosfolipase A. mas a interação crotapotin foifohpaw A para formar crotoxina

deve mascarar determinantes antigénicos.

A crotamina. proteína fortemente básica, interage com crotapotin na proporção 1:1 sem mascarar

determinantes antigénicos de crotapotin apresentando, ne»a proporção, maxima precipitação com o toro inticrotapotin

As lisinas de crotapotin e fosfolipase A modificadas através de carbamilação levam: a queda de atividade

imunológica de crotapotin, sugerindo que uma lisina possa participar da determinant* antiflénico da mesma; i

carbemilacão dl duas lisinas de fosfolipase A, não alterando nem a atividade inzimatica nem a imunológica d» mesma.

0 bloqueio de grupos guanidinos das argininat de crotapotin a fosfolipase A com fenilglioxel a diferentes

valores de pH demonstra que: a atividade enzimatica da fosfolipase A ^ inativade a pH 8,0. Em pH 6,0, mesmo com

tempo prolongado de reação, as atividades enzimatica • imunológica permanecem inalterada»; m anjinines d* crotapotin

nao devem estar localizadas nos determinante* antigénicos da mesma.

A crotoxina radioiodada com ' ' iNa e passada em DEAE Sephade* A-25 serviu para estudo da tirosina» de

crotapotin e fosfolipate A. Hé tirosinas em fosfolipase A mais radioiodaveit do que tirosina» d* crotapotin.

A in iiaçab de crotapotin e fosfolipas* A, em solução aquou. com bomba de *°Co, sob Uxaa de doa»

variando de 20 a SOO Krad, determina: modificação no espectro d* absorção em ultravioleta; diminuição da atividade

enzimatica de fosfolipase A em função da dote de irradiação; permanência de atividade imunológica de crotupotin •

'osfolipaseA.

1 - INTRODUÇÃO E PROPÓSITO

A - Comid«racoe« 0«r*n wort Crotoxína, FotfoHpate A, Crotapotin • Crotamine

A crotoxlns, princípio neurotóxico do veneno de Crotilui durtttui terrtficuf, foi isolada pala
primein vez em 1938 »ob forma crittalizada por SLOTTA a FRAENKELCONRAT1 6 4 1 , e por longo

Aprovada para publicação em Junho'1978.



tempo foi considerada protótipo de proteína homogênea, cristalizável, com propriedades neurotóxicas e

fosfolipásicas.

NEWMANN e HABERMANN 1 5 0 1 . em 1955, prepararam uma fração tóxica com baixa atividade

fosfolipásica e acharam que a verdadeira toxina era a crotactina, porém essa substância nunca mais foi

conseguida com grande pureza e quantidades suficientes para confirmar o fato.

HABERMANN 1 2 8 1 , em 1957, purificou a fosfolipase A com baixa toxicidade a partir da

crotoxina altamente tóxica, por meio de cromatografia em alumina, com recuperação da atividade

enzimática de 100%, indicando que houve remoção de "inibidor" simultaneamente presente no veneno.

Face a esta evidência e a confirmação de que a toxicidade e atividade enzimática de outros venenos

(abelhas e cobras) eram atribuídas a diferentes constituintes, HABERMANN 1 2 7 1 , em 1968, retomou as

investigações daquela "enzima tóxica" de SLOTTA e FRAENKEL-CONRAT 1 6 4 1 .

Data de 1971 os trabalhos de HABERMANN e RUBSAMEN 1 2 9 1 . BREITHAUPT et a i 1 1 0 1 .

HENDüN e FRAENKEL-CONRAT 1 3 1 1 sobre as primeiras separações de crotoxina em várias frações

utilizando CM celulose ou DEAE celulose. Os dois primeiros trabalhos citdm duas frações principais

identif icadas como: uma proteína fortemente básica, fosfolipase A, apresentando toxicidade

relativamente baixa; uma proteína ácida destituída de qualquer atividade nos testes realizados. A

recombinação das duas frações restabelece a toxicidade da crotoxina. Porém, "in vitro", o potenciador

da toxidez inibe a ação enzimática da fosfolipase A. A proteína ácida foi denominada crotapotin que

significa: substância do veneno de Crotalus que potência a toxidez e inibe a atividade enzimática da

fosfolipase A.

HENDON e F RAENKELCONRAT131 ' estabeleceram o peso molecular das proteínas

componentes cia crotoxina através de determinação da composição em aminoácidos, após purificação em

DEAE celulose, constatando valores de 8.400 para crotapotin e 13.000 para fosfolipase A. Os autores

acharam que a máxima atividade é recuperada quando se junta crotapotin mais duas vezes ., excesso de

fosfolipase A, correspondendo à composição de crotoxina, frisando a possibilidade de haver fenômeno

cooperativo de duas proteínas não tóxicas para produzir a neurotoxidade da crotoxina.

RUBSAMEN et alíi 5 9 ) , em 1971, por cromatografia da crotoxina em CM celulose, chegaram

também a separar uma proteína fortemente básica e uma proteína ácida verificando que fosfolipase é

aproximadamente 5 vezes menos tóxica que a crotoxina, com atividade enzimática 4 VBZPÍ superior. A

crotapotin é desprovida de toxidez e de atividade fosfolipásica, contudo sua combinação com fosfolipase

A pode aumentar até 12 vezes a toxidez desta poréin inibindo a atividade enzimática.

Existem discrepâncias na literatura quanto a valores de peso molecular dessas frações protéicas.

BREITHAUPT et ai , em 1972, considera o peso molecular de crotapotin = 14.000 e de fosfolipase

A = 16.000. BREITHAUPT et alii1121, em 1974, purificaram as frações da crotoxina até homogeneidade

obtendo peso molecular e ponto isoelétrico para crotapotin, 8.900 e 3,4 ;e para fosfolipase A, 15.800 e

9,7, respectivamente.

Os dados obtidos por fíltração em gel revelaram que o monômero de crotapotin, de peso

molecular 8.900, consiste de pelo menos duas cadeias peptídicas de aproximadamente 4.000, unida* por

ligações disulfídicas, e a fosfolipase A apresenta uma simples cadeia polipeptídica com tendência a

formar agregados dímeros, trímeros e tetrâmeros, em solução de baixa força iònica. Nio h i grupos

sulfidrílicos livres detectáveis nessas proteínas. Após reoução, carboxamidometilação e fi It ração em gel,

os autores1121 concluíram que a crotapotin é formada por quatro cadeias: A , , A 3 , B e C, sendo as duas

últimas nSo detecváveis por absorção a 280 nm porque tirosinas e t.íptofanos se localizam nas cadeias A.

As quatro cadeias não sêo capazes de isoladamente potenciar a toxicidade de fosfolipase A, nem inibir a

atividade enzimática da mesma. Os autores verificaram a existência de sete pontes S-S em fotfoliptM A.

Na crotapotin nativa, somente o aminoácido terminal da cadeia A foi detectável, mostrando ser resíduo

de serina, o que confirma o achado de FRAENKEL-CONRAT e S INGER 1 2 0 1 , em 1968, que



descreveram o resíduo amino terminal da fiacSo solúvel em água do derivado da crotoxina como sendo

serina.

BREITHAUPT et al i i1 1 1 1 . em 1975. e BREITHAUPT 1 9 1 . em 1976. isolaram e.és fosfolipases A

de crotoxina: duas básicas, com mesmo ponto isoelétrico, mesma atividade enzimática, mesmas

propried.HÍes imunológicas e mesma toxicidade; a terceira, ácida, com atividade enzimática igual as

básicas, porém, não tóxica e com atividade anttgênica diferente. Somente a fosfolipases básicas de

Crotalus têm sido descritas como formadoras de complexo com crotapotin que potência a toxidez da

enzima.

No que diz respeito a sequencúcão de aminoáridos de crotoxina e suas subunidades. somente o

trabalho de OMORI SATO et al i i1 6 ' de 1975 mostra em breve comunicação uma análise parcial da

fosfolipase A.

HENDON e FRAENKFL-CONRAT* 3 7 ' . em 1976, disertem a alta neurotoxicidade de Ciotahi»

durissus terrificus sugerindo ser resultado do sinerçismo entre as proteínas da crotoxina. Crotapotin e

fosfolipase A reassociam entre pH 4 e pH 7. restituindo a plena toxicidade da toxina, produzindo o

mesmo efeito que quando injetadas separadamente. Os dados sugerem que a neurotoxicidade não é

dependente da formação do complexo, embora se admita a formação do complexo "in vivo".

A crotamina foi isolada por GONÇALVES e V I E I R A 1 2 5 1 , em 1950. e estudada do ponto de

vista químico por GONÇALVES e seu g r u p o 1 2 2 - 2 3 - 2 " . A crotamina é uma toxina polipeptídica

altamente básica, de ponto isoelétrico 10.3, com grupo amino terminal tirosina, 3 pontes sulfidril e

ausência de grupos tióis • e está presente em venenos de cascavéis de certas regiões. Com o

progresso da análise automatizada de composição de ácidos aminadas por Moore e Stein, as discrepãncias

quantitativas de resultados anteriores foram corrigidas, possuindo a crotamina 44 resíduos de ácidos

aminados e peso molecular 4.890. Recentemente, a crotamina foi estudada do ponto de vista

farmacológico por CHEYMOL et a l i i ' 1 5 - 1 6 1 e BRAZIL et a l i i ' 8 ' . A sequenciação dos aminoécidos da

crotamina foi realizada por L A U R E 1 4 0 ' .

B — Interação Proteína-Proteína. Aspectos Imunologicos

Os venenos animais, inclusive os ofídicos, são proteínas fortemente antigênicas que produzem

anticorpos capazes de neutralizar os efeitos tóxicos correspondentes.

A partir de 1922 reconheceu-se que toxina e antitoxina eram capazes de precipitar quando em

proporções ótimas, o q « levou RAMON a desenvolver um método "in vitro" para dosagem das

antitoxínas. O estudo quantitativo das reações de precipitação específica iniciado em 1929 por

HEILDELBERG e colaboradores, introduzindo método analítico preciso, foi o marco inicial da

imunoquímica moderna. As reações toxina-antitoxina revelam curvas inteiramente semelhantes as obtidas

com outros ystemas precipitantes anti-proteínas dando curvas do "tipo cavalo" ou "tipo coelho".

No soro de cavalo, animal geralmente utilizado para a produção de soros antitóxicos em larga

escala, como no caso do soro anticrotálico do Instituto Butantan, as antitoxinas estão associadas a

imunoglobulinas 7S das seguintes classes: no início da imunização, a IgG (mobilidade gama 2) ;no f im da

hiperimunização a YG (mobilidade gama 1) denominada lgúT< 7 > . Enquanto as antitoxinas IgG d l o

curvas de precipitação do "tip» coelho", as antitoxinas IgGT dão floculeção da Ramon, com curva

tipicamente campanular, jxibíndo zona nítida de excesso de antígano. No entanto, em coalho, •

antitoxina está «mpre associada a IgG dando curvas de precipitação do "tipo coalho".

As primeiras reaçõei quantitativas entra frações do veneno crotalico (ctotoxina) a o soro do
Butantan datam de 1945 e 1947, realizadas por B I E R ( B ' 6 ) . GONÇALVES • D E U T S C H 1 1 3 ' , f iztr fm os
primeiros estudos qualitativos das frações protéícas imunologicamen» ativas, por difusfo t m agar,
utilizando soro anticrotálico do Butantan.



OuOTto a estudos mais profum<os referentes a antigenicidade das fiaçfles crotapotín. fosfoJipaw

A * cro.ox.na pouco consta na literatura. BREI1HAUPT et a l i i l l 1 1 ? l . em 1974 e 1975. citam somentt

reaçiVs de mfusão em placa de agar e imunoeletrofo»ese de fosfolipase A e crotapotín. Como resultado

dessas investigações, estabeleceu se que fosfolipase A pura fotma linha de precipitação e que crotapotín

n3o pre< ipiU tom soro anticrotilico do Instituto Bulantan. Nenhum trabalho se refere a imunização de

antiTvtis contra as proteínas componentes da crotoxma.

Nosso propósito volta se no si-ntido de caracterizar o comportamento imunotógico da interaçjo

crotapotín fosfolip.iv A. verificando a atividade imunológica de ,-mbas proteínas e a possível existência

de determinantes antiqêmcos obscurecníos no processo de ír.teiitçãn. Com esse intuito, foram preparados

soros específ icos contra as sulmnidades da crotoxina e realizados os ensaios de interação

correspondentes.

C - Modificadores Estruturais: Bloqueio de Algum Aminoacidos. lodacão e Irradiação dos Antígenoi

Dentre uma gama enorme de técnicas para modificação química de proteínas, abrangendo

bloqueio de quase todos os aminoácidos, o estudo mais eniati/ado é o que relaciona estrutura-função de

enzimas. O mesmo pode ser aplicado com sucesso às investigações voltadas a toxicidade-estrutura de

toxinas. Quanto ao estudo da interação antígenoanticorpo devido a bloqueios nos determinantes

antigênicos. tem se uma longa literatura principalmente do grupo de ATASSI • • • •

Cobrotoxina é a toxina mas estudada: assim, a modificação do grupo ammo livre da lisina e

N-termindl com fluoresceína feita poi YANG et a l i i 1 8 0 1 . em 1967, não alterou a antigenicidade embora

tenha diminuído a toxicidade. Em 1970. Y A N G 1 7 9 ' fez um estudo relacionando estrutura-atividade da

mesma toxina. No nosso estudo, bloqueou-se o r amino grupo das lisinas de çrotapotin. fosfolipase A,

crotoxina e crotamina com pindoxal 5 ' f o s f a t o " 7 > 6 9 ) porém sem obter dados conclusivos, pois

fosfolipase A. crotoxina e crotamina precipitaram em presença do bloqueador. O tratamento com

cianato para carbamilar os e-amino grupo das lisinas. seguindo o método cie STARK • " , STARK

et a l i i 1 6 8 1 e NAKAGAWA et a l i i 1 4 7 ' é um dos processos adequados para modificação de proteínas. Os

e-amino grupo das lisinas. dois na çrotapotin e nove na fosfolipase A, devido a sua grande reatividade,

podem representar papel importante tanto na formação da molécula dt crotoxina como na interação das

subunidades com seus soros específicos.

Segundo os trabalhos de TU et a l i i 1 7 4 - 7 5 1 , modificações nas argininas não alteraram a

toxicidade das toxinas a e b de Laticauda semi fasciata. A alteração química dos resíduos de arginina e

conseqüente inativação seletiva da ribonuclease A com fenilqlioxal'72 ' e trabalhos de Y A N G et a l i i ' 8 1 '

são métodos simples e eficientes para bloquear guanidino grupo das argininas.

As tirosinas da cobrotoxina também foram modificadas com tetranitrometano e a atividade

tóxica do veneno estudada por CHANG et a l i i ' 1 3 ' e CHICHEPORTICHE et a l i i 1 1 7 ' . Ha modificações

nas tirosinas da crotoxina, por iodação empregando 1 3 l I N a 1 4 3 1 , e embora não haja alteração da

atividade antigènica nas proteínas radioiodadas' 1 8 ' 3 2 - 4 1 ' 4 3 ' , nosso propósito é averiguar a participação

da tirosina na interaçjo .rotapotinfosfolipase A, através da utilização de traçador radioativo.

Os danos causados pela radiação gami wbre proteínas é um dos primeiros e mais estudados

problemas da radiobiologia. A irradiaçSo de proteínas, em estado sólido ou em soíucJo, mostra

mudanças químicas e propriedades físico^uímicas afetando estruturas primaria, secundaria e «rciaria.

Estas modificações estão evidentemente ligadas as alterações de atividade enzimática, hormonal • tóxica,

bem como das propriedades imunológicas, estudadas após irradiaçlo1 4 '4 2 -6 3 ' . SUNDARAN at a l i : 1 7 0 '

verificaram os efeitos da radiação sobre o veneno de Naja naja e sobre o seu soro polivalente.

IAUHATIRANDA et a l i i 1 3 9 ' verificaram as modificações causadas por irradiaçlo com * ° C o sobra

veneno de cobra da Ta.!*ndia, no sentido de estudar as reações imunoiógicas. Da todas as investigações

ealizadas é curioso e importante assinalar que as propriedades antigenicas da eniimtf, hormônios



protéicos ou venenos são mais radio resistentes do que suas íunçôes biológicas. Esses interessantes dados

da literatura nos levaram a investigação de urdem primária e simples: a irradiação de crotapotin e

fosfolipase A serviu como rr»;io .iltri.idor da interação pioteínaproteína nos nossos estudos.

2 - M A T E R I A L E MÉTODOS

A - Material Biológico

— Veneno bruto de Crotakii durissus terrificus, seja crotamina positiva ou crotamina

negativa, foi adquirido comercialmente oe fornecedores particulares.

— Soro anticrotálico, produzido no Instituto Butantan, foi comercialmente adquirido.

— Soros específicos anticrotapotin, antifosfolipase A, anticrotoxina (crotapotin + fosfolipase

A) foram obtidos por nos através da imunização de coelhos (Nova Zelândia, idade de 8

meses, 3 a 4 Kg de peso), conforme descrição posterior.

B - Obtenção de Crotapotin, Fosfolipase A • Crotamina

1 - Purificacio

Para obtenção das frações protéicas necessárias ao desenvolvimento deste trabalho foi utilizada

tuna partida de 12 g do veneno bruto crotamina positiva, e obedeceu-se o seguinte esquema de

[ii/nficaçâo, introduzindo algumas modificações nas técnicas empregadas por HENDON et ai ,

RHEITHAUPT et a lü 1 1 2 1 , RUBSAMEN et a l i i ( 5 9 > :

a

veneno bruto « ícldo «crtieo

centr1fun*fio

C-75

/ N
<

rico I I I P<ce IV
(cro(o»tn«) (crottfttit*)

"Irn [II
(r mt«»ln»)

rito iv



Pico I I I

(crotoxina)

SP Sephadex C-25

Pico 1
(crotapotin %,' NaCl)

<0

o. SP Sephadex C-25

I
crotapotin s/ NaCl

11 of111zação

DEAE Sephadex A-25

P1co 6
(fosfoiipase A c/ NaCl)

déssaüificaçio
e

11of111zação

P1co 6
(fosfoiipase A)

crotapotin c/ NaCl

dessa11f1cação
e

11of111zação

crotapotin $/ NaCl

Sephadex 6-75

Iiofi11zação

CROTAPOTIN



4- etapa 5- etapa

Pico 6
(fosfolipase A)

r I
SP Sephadex C-25

I
fosfo11pc.se A c/ NaCI

dessalificação
e

11of1Hzação

SP Sephadex C-25

I
fosfolipase A c/ NaCI

dessalificação
e

lioffl ização

fosfolipase A s/ NaCI

Sephadex 6-75

I1of111zação

FOSFOLIPASE A

Pico IV
(crotamina)

SP Sephadex C-25

crotamina c/ NaCI

dessalif icação
e

Hof iUzação

Sephadex G-75

11of111zação

CROTAMINA



1.1 - Ia. Etapa: FiltraçSo por Exclusão Molecular

300 mg de veneno bruto seco foram dissolvidos em 15 ml de ácido acético 0,1 M •

ttntrifiupdos a 5000 rpm por 10 minutos. 0 sobrenadante foi passado através de uma coluna de

Sephatlex G-75-(Pharmacia, Uppsala, Sweden) previamente entumecido e equilibrado j m tampão

formiato de amônio pH 4,0, 0,1 M e livre de ar, de 4.1 cm X 35 cm. A eluiçãb foi feita com o próprio

tampão formiato, fluxo 45 ml/hora, coletando 10 ml por tubo em coletor de frações refrigerado (Gilson

Medicai Electronics, Wiscosin), acompanhada de monitoração a 280 nm e graficada em registrador.

O material do pico III correspondente a crotoxina e do pico IV correspondente a crotamina

foram separados e liofilizados em Liofiliíador Virtis, modelo 10 100, Gardiner, N. Y.

1.2 - 2a. Etapa: Cromatografia de Troca lônica - Trocadora de Cations

50 mg do material do pico I I I foram dissolvidos em 10 ml de tampão formiato pH 4,0, 0,1 M •

passados através da coluna de SP Sephadex C-25-(Pharmacia, Uppsala, Sweden)- previamente entumecido

em solução 0,5 M de formiato de am&nio, equilibrado a seguir em tampão formiato 0,1 M, pH 4,0, livre

de ar, de 0,9 cm X 30 cm. Um gradiente linear de NaCI de 0 a 3 M em tampão formiato pH 4,0, 0,1 M

foi utilizado para eluiçSo da amostra. Um conjunto Ultrograd da LKB ou um sistema de agitação da

Beckman serviram para fazer um gradiente homogêneo de acordo com a necessidade, coletando amostras

de 15 em 15 minutos no sistema coletor refrigerado Gilson.

0 pico 1, crotapotin, foi coletado antes de ligar o gradiente. 0 material correspondente ao

pico 6, fos-.olipase A, foi juntado e dessalificado em sacos de diálise, previamente tratados com uma

mistura piridina-anidrido acético 1:1 para diminuir a poroiidade, contra água deionizada até teste

negativo para (ons cloreto por meio da reação com solução de nitrato de prata.

0 material do pico 1 e do pico 6 dessalificados foram liofilizados e necromatografados,

separadamente, em colunas de SP Sephadex C-25 segundo o procedimento acima descrito.

1.3 - 3a. Etapa:

1.3.1 - Cromatografia de Troca lÒnica-Trocadora de Ânions

50 mg do material do pico 1, crotapotin, foram dissolvidos em 10 ml tampão formiato pH 4,0,
0,1 M e passados através de uma coluna de DEAE Sephadex A-25, previamente entumecido em solução
0,5 M de formiato de amônio e equilibrado em tampão formiato pH 4,0, 0,1 M, livre de ar, de
0,9 X 30 cm. Foi utilizado um gradiente de NaCI de 0 a 3 M jm tampão formiato para eluir o pico
correspondente a crotapotin. 0 material coletado foi dialisado coi.tra água deionizada até teste negativo
para C l ' e liof ilizado.

1.3.2 - FiltraçSo por Exclusão Molecular

Para garantir a homogeneidade e dessalíficaçãb da crotapotin, 100. mg do produto acinrn
preparado foram dissolvidos em 10 ml de tampão formi.ito pH 4,0, 0,1 M e panados por uma coluna de
Sephadex G-75 equilibrado com mesmo tampão, de 1,6 cm X 35 cm. A eluíção com tampão formiato
mostrou somente um pico protéico a 280 nm. A crotapotin assim purificada foi liofilizada e deuecada
até peso constante.

1.4 - 4a. Etapa:



1.4.1 - Recromatogrfafia d * Fosfolipa» A. por Troca lònica-Trocadon Catiftnica

50 mg do material do pico 6 foram dissolvidos em tampSo formiato pH 4,0, 0,1 M e passados

através da coluna de SP Sephadex C 25, 0,9 cm X 30 cm e eluídos com soluçSo gradiente salino 0-3 M

em tampão formiato conforme procedimento já descrito.

O material correspondente ao pico fnsfolipa?; A repurificada foi coletado, dialisado •

liofili/ado.

1.4.2 - Filtraçào por Exclusão Molecular

100 mg de fosfolipase A acima obtida foram dissolvidos em 10 ml de tampSo formiato pH 4,0,

0,1 M e passados por coluna de Sephadex G-75, 1 , 5 X 3 5 cm, coletados por eluiçSo com o próprio

tampão. O material do pico correspondente a fosfolipase pura foi liofilizado e dessecado até peso

constante.

1.5 - 5a. Etapa:

1.5.1 - Cromatografia de Troca lònica-Trocadora Cati&nica

50 mg de crotamina, pico IV, obtidos no item 1.1, foram dissolvidos em 10 ml de tampSo

formiato pH 4,0, 0,1 M e passados em coluna de SP Sephadex C 25 de 0,9 X 30 cm. A eluiçSo foi feita

com gradiente salino em tampSo formiato como se procedeu no item 1.2.1. O material correspondente

ao pico da crotamina foi dessalificado por diálise, liofilizsdo e recromatografado.

1.5.2 - Filtraçío por Exclusão Molecular

100 mg de crotamina, obtidos em 1.5.1., foram dissolvidos em 10 ml de tampSo formiato

pH4,0, 0,1 M e cromatografados em colunas de Sephadex G-75 e elufdos com o próprio tampSo. A

crotamina assim pura foi liofilizada e dessecada até peso constante.

2 - Análise de Aminoácidos

Analisador modelo 120 C da Ftockman foi utilizado para determinar a composiçSo em
aminoácidos das frações protéicas isoladas e purificadas.

2.1 - Padrão át Aminoácidos

SoluçSo estoque padronizada de aminoácidos (Aminoacid Calibration Mixture - Beckman)

serviu para determinar as constantes relativas as áreas correspondentes a cada aminoácido.

SoluçSo contendo 0,1 n mol de cada aminoácido em tampSo citrato 0,2 N, pH 2,2 foi analisada

em: coluna de resina PA-35 Icuston resin type PA-35-Beckman), eluindo-M com tampSo citrato 0,35 N,

pH5,8 para aminoácidos básicos; coluna de resina AA 15 (custon resin type AA 16 - Beckman)

duindo-se iniciafmentr com tampSo citrato 0,2 N, pH 3,28 que foi depois substituído pelo mesmo

tampSo com pH 4,25, para aminoácidos ácidos e neutros.

2.2 - Crotapotin, Fosfoüpase A • Crotamina
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250 pi de soluções aquosas contendo crotapotin. fosfolipase A ou crotamina a 2 mg/ml foram

hidrolisados em meio ácido clorídrico 6 M . e n ampotas fechadas sob vácuo, durante 20 horas a 110°C

Os hidrolisados foram secados, lavados com água bidestilada por três vezes. Os materiais assim tratadas

foram dissolvidos em 500 ul de tampão citrato e analisados segundo o procedimento do padrfo, usando

250(11 de amostras em cada coluna.

3 - Etetrofon» em Gel de Poliacrilamida

A pureza de crotapotin, fosfolipase A e crotamina foi estudada também por meio de

eletroforese em gel de poliacrilamida, levada a efeito no aparelho Canalco modelo 1200, segundo

instruções anexas ao equipamento. Todo o material, drogas e reagentes utilizados foram adquiridos da

Canalco.

3.1 - Eletroforase da Crotapotin

50 pi da solucSo de crotapotin a 2 mg/ml de tampão uis-glicina foram usados para cada tubo d»

gel. A eletroforese foi desenvolvida em tampão trisglicina pH 9,5, empregando 3mA por tubo. A fixaçío

fci feita em solução a 17V de Ácido tricloroacético, a coloração em coomassie blue* a 2%. e a

descolaraçào em ácido acéticoáguarmetanol (75975:50)

3.2 - Eletroforese de Fosfolipase A e Crotamina

50 pi da solução de crotamina ou fosfolipase A a 2 mg/ml de tampSo beta alanina-ácido acético

foram usados para cada tubo de gel. A eletoforese foi desenvolvida em tampSo beta alanina-ácido

acético pH 4,3, empregando 3mA por tubo. Após a corrida, os géis foram fixados em ácido

tricloroacético a 12% e corados com coomassie bfue. A descoloraclo foi feita em soluçSo aquosa

contendo ácido acético e metanol.

4 - Espsctrofotometria

Estudos espectrofotoméuicos de crotapotin, fosfolipase A e crotamina purificadas, foram
efetuados em aparelho Carl Zeiss, modelo PMQ I I .

4.1 - Determinação do Contei do Protéico e Coeficiente de Absorção Molar

Pelo método de LOWRY* 4 4 ' , foram determinadas concentrações das proteínas e baseando-se no
peso molecular (PM) de crotapotin = 8.400, PM de fosfolipase A = 13.600, PM de crotamina = 4.890
foram calculados os respectivos coeficientes de absorção molar.

4.2 - Espectros de Absorçfo

Os espectros de abjorçSo foram determinados em soluções a pH 8,0, utilizando concentrações
de 1,0 mg/ml para crotapotin, 0,5 mg/ml para crotamina o 1,0 mg/ml para fosfolipase A.

5 - Determinaclo d* D L M das Proteínas Purificadas

toxicidade de fosfolipase A, crotimin; e crotoxina (fosfolipase A + crotapotin) foi

H Coomatiif Brilliant Blue R 250, BIO-RA0 LabO'ttorin.
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demonstrada em camundongos Swiss pesando oerca de 20 g cada animal. A D L 6 0 foi determinada peto

processo de REED e MUENCH 1 5 7 1 , injetando intraperitonealmente 0,2 ml das soluções: 1/1. 1/2. 1/4,

1/8. 1/16 (partindo de 50n9/ml de solução fisiológica), em seis lotes de seis camundongos por proteína

As leituras foram feitas 24 horas apôs as injeções, e aplicou se a seguinte equação:

50% - mortalidade a diluição logo abaixo
distância proporcional = ;

mortalidade logo acima-mor tal idade logo abaixo

logarftmo da diluição acima de 50% de mortalidade x
+

distância proporcional vezes Iog2 (fator de diluição) _y_

z

z = logarftmo da D L S 0

6— Determinação de Grupos Sulfidrílicos Livres

Para determinar grupamentos -SH livres de crotapotin, fosfolipase A e crotamina, empregou-se o

processo colorimétrico de E L L M A N 1 1 9 ' , usando como reagente o ácido 5,5'ditiobis-2-nitrobenzóico,

Sigma, e cisteína como padrão.

6.1 — A reação foi realizada Je acordo com as modificações int.oduzídas por S IMIZU ao

processo de Ellman.

0,50 ml de solução contendo 0,1 mg de proteína; 0,88 ml de tampão tris 0,1 M, p H 8 , 0 ;

0,03 ml de EDTA 0,1 M, p H 8 , 0 ; foram juntados e completados a 3,00 ml com água destilada.

Adicionou-se à mistura 0,02 ml do reativo de Ellman (20 mg de ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenz6ico para

5 ml de tris 0,1 M, pH 8,0). Decorridos 10 minutos, determinou-se a absorbãncia a 412 nm contra

branco contendo somente tris, EDTA, água destilada e reativo.

6.2 - Outro ensaio se procedeu da mesma forma que no item anterior, somente adicionando ao

meio 0,6 ml de uréia 10,0 M.

7 - Determinação da Atividade Enzimática da Fosfolipus A

O método utilizado foi empregado por NEUMAN et a i 1 5 0 1 , que é um processo indireto onde a
lisolecitina, liberada da gema de ovo por ação da enzima, age lobre as hemácias provocando a l i » . A
oxihemoglobina liberada é quantificada no espectrofotômetro a 578 nm.

7.1 - Foi inicialmente determinada uma curva de hemólís* com fosfolipase A onde todos os

testes confirmaram a pureza do material como isento de contaminantes, inclusive dando D I _ 6 0 igual i

literatura. 0, 5, 20, 30, 40 e 50 pg de fosfolipase/5<M de solução fisiológica foram pipetados a tubos

contendo 50^1 de gema de ovo e incubados por duas horas a 37°C. 4,9 ml da suspenslo, a 0,6%, d»

glóbulos vermelhos lavados tris vezes em solução fisiológica, foram adicionados is misturas incubadas,

reagindo-se por mais 40 minutos a 37°C. Centrifugou-se a 1500 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes

foram lidos no espectrofot&metro contra branco isento de fosfolipase A.

7.2 - Outras determinações da atividade enzimática de fosfolipase A foram feitas com soluçlo
de 1 mg/ml de solução fisiológica, calculando a porcentagem de homólise através da comparação com
fosfolipase padrão.
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8 - Determinação da Presença do Fator da Coagulacio

Para verificar a possível contaminaçSo das frações protéicas com fator coagulante, as amostras

foram colocadas em presença de fibrinogênio: 0, 100, 200 • 500 jig de fosfolipas» A, crotapotin ou

crotamina foram juntados a 1 ml de solução fisiológica contendo 1 mg de fibrinogênio humano

(preparado no Hospital das Clínicas da f- M U.S.P.) e incubados à temperatura ambiente por 2 horas.

C - Reações Imunologicas

1 - Re açSes de Crotapotin, Fosfolipas* A a Crotoxina (Crotapotin + Fosfolipa» A) com Soro

Anticrotalico do Instituto Butantan*

1.1 - Reações de Precip'tina Segundo KABAT 1 3 6 '

A uma série de tubos contendo quantidades crescentes de antígenos (0, 50, 75, 100, 150, 200,
300, 400 e 600 M9 de crotapotin ou fosfolipase A ou crotoxina em 0,8 ml > Je tampão fosfato pH 7,0,
0,1 M) foram adicionados 0,2 ml de soro anticrotalico. As amostras foram incubadas durante uma hora a
37°C e 24 horas a 4°C, centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos, os precipitados lavados com o mesmo
tampão fosfato a 4 ° C A lavagem foi repetida por mais duas vezes. Os precipitados assim obtidos foram
dissolvidos em 1 m! de NaOH, 0,1 N, e quantificados a 280 nm no espectrofotometro.

Ao mesmo tempo, sobrenadantes da primeira centrifugaçSo foram testados por imunodifusSo

em placa de agarose (lndubiose-A-37, L'Industrie Q. Française) para confirmar a zona de equivalência

antfgeno-anticorpo, zona de excesso de antígenos e excesso de anticorpo.

1.2 — Imunodifus3o Dupla Ralial

ImunodifusSo dupla foi realizada em placa de agarose para crotapotin, fosfolipase A a crotoxina
contra soro anticrotalico do Butantan, segundo O U C H T E R L O N Y 1 5 2 - 5 3 ' , sobre lâmina c o m j m de
microscópio.

2 - ReaçSo de Precipitação do produto de Interação Crotapotin FosfoKpa» A

Foram preparadas interações de crotapotin e fosfolipase A com seguintes proporções:

- 1 crotapotin + 1 fosfolipase A

8,4 mg de crotapotin + 13,6 mg de fosfolipase foram dissolvidos am 22 ml da tamplo
fosfato pH 7,0, 0,1 M.

- 2 crotapotin + 1 fosfolipase A

16,8 mg de crotapotin + 13,6 mg de fosfolipase foram dissolvidos am 30,4 ml d t tamplo
fosfato.

- 1 crotapotin + 2 fosfolipaie A

8,4 mg da crotapotin + 27,2 mg da foifolipa» foram dissolvido* • m 36,6 mi da tamplo
fosfato.

(•) Segundo • bula que acompanha o K>ro comercial, 1 ml d» «o. i neutraliza, 1 mg de veneno bruto.
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2.1 - As três interacts protéicas acima preparadas foram pipetadas em diferentes tubos de

ensaio, ta! que cada 0,8 ml de tampSo fosfato contivesse 0, 50, 75, 100. 200, 300, 400, 600 fig de

crotapotin • fosfolipase A (2 crotapotin • 1 fosfolipase A ou 1 crotapotin + 1 fosfolipase A ou

crotapotin • 2 fosfolipase A). Pipetou se 0.2 ml de soro anticrotálico em cada tubo. As amostras, apôs

incubaçSo de 1 hora a 37°C seguido de incubaçSo por mais 24 horas a 4°C, foram centrifugadas a

2.C00rpm por 10 minutos. Os precipitados foram novamente lavados e centrifugados, por mais duas

vezes, com tampSo fosfato a 4 ° C Os precipitados assim obtidos foram dissolvidos em 1 ml de NaOH

0.1 N e quantificados espectrofotometricamente a 280 nm.

2.2 - ImunbdifusSo Dupla Hadiat das Três Amostras de Interação

As amostras do item 2. foram semeadas »m placas de agarose contra soro anticrotálico do

Butantan.

Os sobrenadantes da primeira centrifugacSo da reação de precipitina do item 2 .1 . também foram

utilizados para verificar a zona de equivalência e zona de excesso do úntígeno e excesso de anticorpo.

3 - Reação de Absorção

3.1 - A o s tubos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 600 îg de crotapotin/0,8 ml de

tampSo fosfato pH 7,0, 0,1 M foram adicionados 0,2 ml de soro anticrotálico. Após incubaçSo de 1 hora

a 37°C e 24 horas a 4°C (não houve formação de precipitado nem turvacão), foram juntados 200 (ig de

fosfolipase A em todas as amostras, incubando-se por mais 1 hora a 37°C e 24 horas a 4°C. As amostras

foram centrifugadas, os precipitados lavados e quantificados como nos itens anteriores.

3.2 - Aos tubos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 600Mg de fosfolipase ou

crotapotin/0,8 ml de tampSo fosfato pH 7,0, 0,1 M foram adicionados 0,2 ml de soro anticrotálico. Após

incubaçSo lie 1 hora a 37°C e 24 horas a 4°C, centrifugaçao a 2.000 rpm, os sobrenadantes foram

coletados em tubos para nova incubaçSo. Aos tubos correspondentes a quantidades crescentes de

crotapotin foram adicionadas mesmas quantidades crescentes de fosfolipase A e aos tubos que continham

fosfolipase A foram adicionadas quantidades crescentes de crotapotin, tomando-se o cuidado de manter

em 1 ml o volume de reaçSo. Deixou-se incubar por uma hora a 37°C «. 24 horas a 4°C. Após

oentrifugacSo e lavagem por três vezes, os precipitados foram dissoSridos em 1 ml NaOH, 0,1 N e as

absorbânoias determinadas a 280 nm.

3.3 - Foram preparados tubos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 800«ig de fosfolipase

ou crotapotin/0,8 ml de tampSo fosfato, pH 7,0, 0,1 M e foram adicionados a cada tubo 0,2 ml de soro

anticrotálico. Após 1 hora de reaçSo a 37°C foram adicionadas mesmas quantidades crescentes de

antfgeno (crotapotin nos tubos de fosfolipase A e fosfolipase A nos tubos que continham crotapotin),

deixando reagir por mais 1 hora a 37°C e 24 horas a 4°C. As amostras foram centrifugadas, os

precipitados lavados e dissolvidos «m NaOH, 0,1 N e quantificados a 280 nm.

4 - ReaçSo de Crotapotin ' * * I como Soro Anticrotálico. Eletrofore» em Papal

Essa reaçSo serviu para confirmar a formaçSo do complexo crotapotirt-toro anticrotálicí. A

crotapotin i l s \ utilizada foi: obtida por método de marcação com cloramina T 1 2 6 - 3 3 1 , radioiodando

crotapotin com I J 5 I Na livre de carregador e redutor; purificada por cromatografia em Sephadex G-25,

testada quanto a pureza radioquímica por efetroforese em papel.
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Ootapotin 1 J * I foi incubada com soro anticrotálico por 1 hora a 37°C e 24 horas a 4 C

(aproximadamente 100/jg de crotapotin I J 5 I com 0.2 ml de soro anticrotálico). Seguiu-se um branco de

crotapotin ' 2 51 como soro normal de cavalo (gentilmente cedido pelo Dr. Saliba do Instituto Butantan).

4 .1 5 0 / J do material incubado foram semeados em tiras de papel Whatman nP 1,

desenvolvpndo se corridas eletroforéticas em tampão fosfato pH 7,0. f.i. 0,25. 350 v, 3mA/fita, durante

uma a qu.itio horas.

Cada fita seca foi cortada longitudinalmente em duas: uma para determinar radioatividade em

contador Nuclear Chicago modelo 120 C para radiações gama;outra para corar com Negro de Amido.

4.2 - Eletroforese de 1 e 4 horas foram feitas também, nas mesmas condições, para Crotapotin
I 2 5 I , soro normal + crotapotin É l í l . As'tiras de papel foram contadas e coradas conforme item

anterior.

D - Obtenção de Soros Específicos

anticrotapotin

antifosfolipase A

anticrotoxina (1 crotapotin + 1 fosfolipase A = crotoxina)

4 mg de cada antígeno foram dissolvidos em 0,5 ml tampão fosfato pH 7,0, 0,1 M e

adicionou-se 0,5 ml de Adjuvante de Freund completo*. Após homogeneização, as amostras foram

injetadas em coelhos, subcutaneamente, na região dorsal. Passadas duas semanas, f o a m injetadas doses

de reforço, contendo 2 mg de proteína, em cada animal. Um segundo reforço foi aplicado 15 dias após a

última injeção. Semanalmente, coletou-se amostras de sangje de cada coelho para verificar os níveis de

anticorpo. Um mês após a última dose de reforço, os animais apresentaram alto grau de imunização,

sendo sacrificados por exanguinação através de punçâo cardíaca.

Os soros foram separados e testados em placas de agarose por imunodifusão dupla radial e e

imunoprecipitacão acusou que 0,1 ml dos soros reagem integralmente com 0,1 mg de antfgenos

correspondentes.

Alíquotas de soros imunes separadas em diversos tubos de ensaio foram guardadas congeladas
até o momento d> uso.

E - Reações de Crotapotin, Fosfolipase A, Crotoxina (Crotapotin + Fosfolipase A) com Soro»
Específicos

1 - Reages com Soros Específicos Correspondentes

1.1 - Tubos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 600 pg de crotapotin ou fosfolipese A

ou crotoxina em 0,8 ml de tampão fosfato pH 7,0 0,1 M foram acrescidos de 0,2 ml de soros específicos

correspondentes. Após incubação por 1 hora a 37°C e mais 24 horas a 4°C, as amostras forem

centrifugadas, os precipitados lavados por tris vezes com tamplo fosfato a 4°C, dissolvidos em 1 ml de

NaOH 0,1 N e lidos espectrofotometricamente a 280 nm para construção das curvas de precipitação.

(') Adjuvanti da Fr*und complato: 9 partai da Nujol • 1 parta d« Arlscal + 2 mg da bacilos da tubarculOM saco*a
mortos paio calor.
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1 . 2 - ImunodifusSo dupla radial dos antígenos contra M U S soros específicos foi efetuada em

placas de agarose.

2 - RaaçSes Cruzadas

2.1 - Aos tubos contendo quantidades crescentes de crotapotin ou fosfolipase A, 0, 50, 75.

100, 200, 300, 400 e 600 pg. foram juntados a série contendo crotapotin 0.2 ml de soro anti-fosfolipase

A, e, na série contendo fosfolipase juntou-se 0,2 ml de soro anti-crotapotin. Depois da incubaçlo, os

precipitados foram quantificados por espectrofotometria.

2.2 - Foram efetuados testes de imunodifusSo para verificar reaçJfo cruzada entre antíganos e

soros imunes.

3-Reações de Absorção

3.1 - As amostras crescentes de crotapotin ou fosfolipase A (0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e

600pg) foram adicionados 0,2 ml de soro anti-crotoxina.

Após incubacío normal e decantação, aos sobrenadantes dos tubos que foram precipitados com

fosfolipase A juntou-se crotapotin em quantidades igualmente crescentes e aos sobrenadantes de

crotapotin adicionou-se fosfolipase A. Após incubacSo procedeu-se a quantificação do precipitado de

maneira usual.

F - Interacfo Crotapotin - Crotamina

Foram utilizadas soluoSes nas seguintes concentrações:

- rrotapotin (1 mg/ml de tampSo fosfato pH 7,0, 0,1 M)

- crotamina (1 mg/ml de tampío)

- 1 crotapotin: } crotamina (8,4 mg da crotapotin + 5 mg de crotamina dissolvidos em

8,4 ml de tampSo fosfato pH 7,0, 0,1 M) .

- 2 crotapotin: J crotamina 116,8 mg de crotapotin + 5 mg de crotemina/16,8 ml de
tampSo).

- 1 crotapotin: 2 crotamina (8,4 mg de crotapotin + 10 mg de crotamina dissolvidos em
8,4 ml de fosfato).

0, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 e 600 n\ das amostras acima foram plpetados em tubos de

ensaio e completados a 0,3 ml com tamplo fosfato. A cada tubo juntou-se 0,2 ml de toro anti-crotapotin

e incubou-» a 37° C por 1 hora e 24 horas a 4oC. Após oentrifugaçfo e lavagem, o i precipitados foram

determinados quantitativamente por espectrofotometrii a 280 nm.

Foram realizadas placas de imunodifuslo das interações acima referidas.



16

G - Bloqueio de t-Amino Grupo das Lisinas oe Crotapotin a Fosfolipase A. Interações

1 - Carbamilacão dos e-Amino Grupos das Lisinas

A reação com cianato é um meio de converter e-amino grupo dos resíduos de lisina, carregado
positivamente, em homocitrulina neutra sob condições moderadas de reação

0 =.C - NHj

N H j * NH

\ KCNO

pH ?l

COO"

Em tubos contendo 1 mg de crotapotin ou fosfolipase/ml de tampão fosfato 0,1 M. pH 7,9, em
banho termostatizado a 37°C, juntou-se sob constante agitaçio lenta 20,25 mg de cianato de potássio/ml
de proteína (recém recristalizado em água-ctanol, cedido pelo Departamento de Química Orgânica,
Instituto de Química, USP). 0 pH das soluções foi mantido a 7,9 através de adição de ácido acético 1 M
ou NaOH 0,1 M durante o decorrer das 8 horas de reação.

As amostras foram dialisadas JHX 24 horas contra água deionizada em sacos de diálise
previamente tratados (1 anidrido acético; 1 piridina, para diminuir a porosidade), até eliminar todo
cianato excedente. O teste de cianato foi efetuado segundo VOGUEL' 7 * ' - algumas gotas de piridina
foram acrescidas a soluçáo 1% de sulfato de cobre. A 1 ml dessa solução juntou-se gotas de solução de
cianato ou amostras a testar. Depois de agitação, juntando clorofórmio, este se torna azul na presença de
cianato. A reação é sensível até uma parte de cianato para 20.000.

2 - Análise das Proteínas Carbamiladas

2.1 - Espectrofotometria

Foram determinados os espectros de absorção das amostras carbamiladas entre 200 a 500 nm.

2.2 - Análise de Aminoácidos da Crotapotin • Fosfolipase A Carbamiladas am Analitador Bcckman

Crotapotin e fosfolipase A carbamiladas foram hidrolisadas por 10 horas, tomando-se 0,1 ml de
amostras, 0,4 ml de água bidestilada e 0,5 ml de ácido clorídrico 12 N em ampolas fechadas e isentas de
ar. Após lavagem por 3 vezes com 1 ml de água e dessecaçào com pentóxido de fósforo, os materiais
foram analisados em coluna básica, conforme procedimento usual, para determinar o m/mero de resíduos
de lisina que não se transformaram em homocitrulina.

3 - Estudos com Proteínas Carbamiladat

3.1 - F o i realizada imunodifuiío de crotapotin carbamilada contra soro anticrotapotin,
fosfolipase A carbamilada contra soro antifotfolipise A ; crotapotin carbamilada + fosfolipase A contra
soro anticrotoxina.



17

3.2 - React* d* Pracpitaçio

A» subunicades de crotoxin» carbamiladas • a mistura crotapotin ca.bamilada'. fosfoüpa» A .

foram postas a reagir (0. 100. 200. 300 e 400 pg) com os soros específicos • os precipitados

quantificados nas mesmas condições anteriormente mencionadas.

3.3 - Hemolise Indireta da Fosfolipase A Carbamilada

50 p! da solução 1 mg/ml foram utilizados para determinar a atividade enzimJtica da fosfol ipm

A modificada.

H - Bloqueio de Argininas de Crotapotin e Fosfulipase A. Interaçio

1 — Reação de Fosfolipase A com Fenilglioxal

As soluções de fosfolipase A contendo 1,3 mg/m1 de tampão fosfato 0,1 M, pH 6, pH 7 • pH 8,

foram adicionados 1,5 mg de fenilglioxal (Phenylglyoxal/Hydrat - Fluka A. G., Buchs, S. G.), na

proporção molar de 1 fosfolipase A : 100 fenilglioxal. J untos seguiram-se brancos. Decorridos 0, 5, 10,

20, 30 minutos e \ 2, 4 e 5 horas de rcção foram retiradas alíquotas para:

1.1 — Determinação da Atividade Enzimática

50 Ml da amostra incubada foram adicionados a 50 pi de gema de ovo, deixando reagir durante

uma hora a 37°C. J untou-se 4.9 ml de hemácias a 0,6% em solução fisiológica. Incubou-se por mais 1

hora, após centrífugação, os sobrenadantes foram lidos a 578 nm para verificar a porcentagem de

hemólise (contra uma curva já predeterminada de fosfolipase A) .

1.2 - Determinaçfc da Curva de Absorção

Foram determinadas curvas de absorçjo da fosfolipase A com zero, 5, e 15 minutos, e 1, 2, 5

horas de reação das amostras acima citadas, fazendo leituras espectrofotométricas entre 200 a 500 nm.

1.3 - Determinações Imunológicas

Placas de imunodifusSo em agarose a 2% foram efetuadas com amostras retiradas a zero, 5, 13,

20, 30 minutos, e I, 4, e 5 horas de reação nos três valores de pH acima referidos.

Precipitações quantitativas de 100, 200, 300 e 400 Mg das fosfolipases ensaiadas • 5 horas de

reaçSo foram realizadas de maneira usual contra 0,2 ml de soro anti-fosfolipase A.

1.4 - Determinação de Argininas Bloqueadas

100 n\ de soluções de fosfolipase A com fenilgliixal foram dosados a 0 , 5. 10. 20 , 30 minutos,

2 e 5 horas de reacto quanto a conteúdo guanitíínico, «,«1 reativo de Sakaguchi segundo

SAKAGUCHI1 6 0», I Z U M l ' 3 4 1 e TOMLINSON1 7 3», seguindo o esquema:

0,1 ml de soluções foram incubadas a pH 6, pH 7 ou pH 8 com 1,4 ml de tamplo foift to

correspondente, juntando 0,3 ml de alfa-naftol s 0,02%, mais 0,3 ml de NaOH 10%. Após 2 a 3 minutos,
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juntou-te 2 gotas de hipobromito a 2% com agitaçlo rápida, adicionando a seguir 0.3 ml de uréia a 40%.

As amostras foram lidas a 520 nm no espectrofotometro. A curva de dosagem do grupo guanidino foi

realizada com fosfoiipase A em solução aquosa.

O possível bloqueio de alfa amino N terminal da enzima por fenilglioxal nas amostras com 0. 5.

10. 20. 30 minutos. 2 e 5 horas de reaçfo. foi averiguado no paoel Whatman qualitativo, revelando com

ninidrina.

2 - Reaçio de Crotapotin com Fenilglioxal

As soluções de crotapotin contendo 0.8 mg/ml de tampão fosfato pH 6. pH7 e pH 8 foram

adicionados 1.5 mg de fenilglioxal (1 crotapotin: 100 fenilglioxal). Brancos com crotapotin e fenilglioxal

foram .ealizados. Decorridos 0. 5. 10. 20 e 30 minutos. • 1 . 2. 4. 5 horas de reação, foram retiradas

amostras para realizar:

2.1 - Reações Imunológicas de Crotapotir Tratada com Fenilglioxal

2.1.1 - Placas de imunodifusão dupla radial com soro anticrotapotin foram realizadas em

agarose.

2.1.2 - Imunopreeipitacão quantitativa de 100. 200. 300 e 4 0 0 ^ 9 das amostras com 5 horas de

reação, contra 0,2 ml de soro anticrotapotin, foi realizada conforme descrição anterior.

2.2 -~ Estudo Espectrofotoiiietf ico

Com amostras a zero, 5, 15 minutos, 1 , 2, 4 e 5 horas de reação foram determinadas curvas de

absorção na regiSo compreendida entre 200 a 500 nm.

I — Tirosinas na Interação Crotapotin-Fosfoiipa» A

1 - Marcaçio da Crotoxina com ' 3 1 1 Na

A iodaçãb da proteína pelo processo de GRENWOOD et a l i i 1 2 6 1 . realiza-se median»
incorporação de todo radioativo nas moléculas de tirosina utilizando Cloramina T, sal sódico de
N-monocloro-p-sulfonamida (Merck, W. 6 . ) , em meio levemente alcalino.

2 mg de crotoxina* foram dissolvidos em menor volume possível de tampão fosfato 0,05 M,
p H 8 , 0 (aproximadamente 0 ,5ml) . A amostra foi transferida a um frasco contendo 2mCi de I 3 I I Na,
isento de carregador e redutor (produzido pelo O u t r o de Processamento de Material Radioativo,
Instituto de Energia Atômica, SSo Paulo). Juntou-se a seguir 30 mg de Cloramina T/0,2 mi de tampão
fosfato.

Apôs um minuto de reação, pipetou-se 0,2 ml .'a solução contendo 17 mg de metabissurfito de
sódio para neutralizar o excesso de Cloramina T . Após a marcaçSo. o pH da mistura, 6,0 foi elevado a
7,0 com NaOH 0,1 N.

' Crotoxirw cristalizada. ctdxJ» ptla «quip* do Prof. Osnetdo Vital Brart, Univenktodt de Camptn«, Sfc Paula
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2—

A purificação foi feita através da pas:=»qem por coluna de 0,9 X 30 cm, o> rephadex G-2S

equilibrada com tampSo fosfato pH 7,0. 0,1 M. Com fluxo de 0,6 ml/minuto, as amostras foram

coletadas de minuto em minuto e lidas em contador de radiação gama, "Mediae dose calibrator" da

Nuclear Chicago, para localização dos picos radioativos.

Foram efetuadas eletroforeses em papel Whatman n 9 i , em tiras de 2,5 X 33 cm, usando 3

mA/fita, 350 v, para verificar a pureza radioquímica do material iodado.

3 - Fracionamento da Crotoxina ' ' ' I em Coluna de DEAE Sephadex

A crotoxina radioiodada foi passada por coluna de 1,1 cm X 30 cm de Sephadex DEAE A-2S,

previamente entumecido em tamplo tormiato de amõnio pH 4,0, 0,05 M, para separar i crotapotin I J ' l

de fosfolipase A " ' I. A eluição foi feita com mesmo tampão utilizando gradiente saliro de NaCI de 0 a

3 M . As amostras coletadas foram lidas no espectrofotòmetro a 280 nm para ieolizaçlo dos picos

protéicos, e con'adas no Mediae para determinar a radioatividade de crotapotin I 3 I I e fosfolipase I S I I .

4 — Determinação da Radioatividade Especifica dos Produtos Marcados

4.1 - Foi determinada a densidade ótica a 2 8 0 n m para crotoxina l 3 i l , fosfolipase A I 3 I I e

crotapotin I 3 I I .

4 . 2 - A determinação do conteúdo protéico pelo método de LOWRY 1 4 0 1 foi feita para

crotapotin * " ' I e fosfolipase I 3 I I , utilizando albumina humana Behring como padrão.

4.2.1 - Reativos utilizados:

- solução A: 2 g de Na3CO3 + 0,4 g de NaOH para 1)0 rrl ue água

- solução E: 0,2 g de CuS0« . 5 H 3 O para 10 ml de água

- solução C: Q,4 g de citrato de Na para 10 ml de água

Reagente: mistura de 100 A + 1 B + 1 C

Folin : diluído : 1,5 com água, na hora do uso.

4.2.2 - J untamentB com 0, 10, 25, 50, 75 e 100 pg de albumina padrío/ml de água bidestilada

foram dosadas proteínas radioiodadas para poder calcular a atividade específica expressa em fiCi/ / ig de

tirosina. As amostras foram adicionadas 2,5 ml do reagente. Após 10 minuto', da reaclo, jurUou-se

0,25 /il de Folin e decorrida 1 hora foram feitas determinações espectrofotométricas a 660 nm.

5 - Reações Imunologicas com ai Proteínas Radioiodadas

5.1 - Imunodifuslo de crotapotin 1 3 1 I , fosfolipase A 1 3 I I e crotoxina I J I I foram efetuadas
em placas de agarose contra soros «specíficos correspondentes.

6.2 - Realizou-te reações de precipitação com 0, 100, 200, 300 e 400 ^g de crotapotin ' ' ' I ou

fosfolipaie A m 1/0,8 ml d* tampfo fosfato p H 7 , 0 , 0,1 M, iuntando a cada tubo 0,2 ml de soros

específicos correspondentes. A quantifícaçfo dos precipitados foi feita d* maneira rotineira.
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6 - Atividide En/imâtica de Fosfolipase A ' J ' I

Determinou-se a atividade enzimática da fosfolipase A ' •" I dosando 50 pg da mesma pelo

processo habitual.

J - Irradiação de Crotapotin e Fosfolipase A

Soluções de crotapotin e fosfolipase A contendo 1 mij do protemj/ml de água deionizada foram

submetidas a irradiação com bomba de * °Co , taxa de dose de 497 K rad/60 minutos, do Centro de

Radior - l io do Instituto út Energia Atômica.

As amostras foram irradiadas a 20, 50, 100. 200 e 500 K rad à temperatura ambiente, em tubos

abertos. Após irradiação, teve-se o cuidado de manter as amostras a iero graus e usá-las imediatamente

em seguida nos ensaios:

1 - Imunodifusão em Placas de Agarose

As amostras irradiadas foram testadas contra soros imunes correspondentes. O produto da

interação crotapotin-fosfolipase A irradiadas também foi semeado contra soro anticrotoxine.

2 - Reações de Precipitação em Solução

0, 100, 200, 300 e 400 pi de soluções irradiadas foram completadas a 0 , 8 m l com tamoão

' 'fato pH 7,0, 0,1 M.J untou-se 0,2 ml de soro anticrotapotin nos tubos conte, do crotapotin, e 0,2 ml
1 wro antifosfolipase A para a série de amostras contendo fosfolipase A . As soluções de 50, 100, 200,

'10 e 400 pi de crotapotin + fosfolipase A, completadas a 0,8 ml com tampão fosfato, juntou-se 0,2 ml

ilc soro anticrotoxina. As reações e determinações quantitativas do precipitado se processaram de

maneira usual.

3 - Análise Espectrofotométrica

Foram estabelecidos espectros de abrorçâo de crotapotin e fosfolipase A irradiadas.

4 - Atividade Enzimática

Determinou-se a atividade enzimática das amostras de fosfo'ipase A irradiadas segundo
metodologia já descrita.

3 - R E S U L T A D O S

A - Purificação das Toxina do Veneno da Cascavel

Na primeira etapa do processo de purificação através da passagem do veneno bruto em

Sephadex G-75, obteve-se vários picos de proteínas «Figura 1) e quando testados em camundongo»

revelou que; pico I I I corresponde a crotoxina, causando morte por paralisia respiratória e o pico IV

corresponde a crotamina, provocando a característica paralisia das patas posteriores.
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Figura 1 — Cromatografia do Veneno Bnto de Cascavel, Crotarrina Positiva. 300 mg do Material foram Dissolvidos em 15 ml de Ácido Aéetico 0.* M, Panados
em Coluna de Sephadex G-7S de 4,1 cm X 35 cm e Elui'dos com Tampão Formiato pH 4,0, 0,1 M, Fluxo 45 ml/h, Coletando 10 ml por Tubo
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A crotoxina, resultante da liofili/içâo do pico I I I acima descrito, passada através da coluna de

Sephadex C-25 separou em subunidades crotapotin e fnsfolipnw A qi«> corrpspondem respectivamente a

picos 1 e 6 da Figura 2.

A terceira etapa, que constituiu na purificação sucess va de crotapotin em colunas de OEAE

Sephadex A 25 e Sephadex G-75, permitiu a obtenção de ootapotin pura (Figura 3) que foi utilizada

para realização dos ensaios.

A quarta etapa, correspondente a purificação da fosfolipase A por cromatografia em SP

Sephadex C-25 e Sephadex G-75, está representada na Figura 4.

A purificação da crotamina por troca iõnica através de SP Sephadex C-25 e f iltração em gel de

Sephadex G-75 está representada na Figura 5.

B - Analises para Confirmar a Pureza de Crotapotin, Fosfolipase A • Crotamina Obtidas

1 - Análise de Aminoáddos

Os resultados constantes da Tabela I correspondem às medidas de três análises realizadas para

cada proteína e concordam plenamente com os dados da l i teratura' 2 4 ' 3 1 ' . Assim, a crotapotin apresenta

Lys 2. His 1, Arg 2. Asp 10, Thr 4, Ser 4, Glu 12, Pro 4, Gly 9, Ala 5, Cys 12, Vai 1 , Met 1, lie 2. Leu 1,

Tyr 2, Phe 2. Trp 1.

A fosfolipase A apresenta Lys 9, His 2, Arg 9, Asp 9, Thr 6, Ser 6, Glu 9, Pro 5, Gly 11 , Ala 6,

Cys 12, Vai 2, Met 2, Me 4, Leu 6, Tyr 9, Phe 6, Trp 2.

A crotamina apresenta Lys 9, His 2, Arg 2, Asp 2. Ser 3. Glu 2. Pro 3. Gly 5, Cys 6, Met I , He 1,

Leu 1, Tyr 1, Phe 2, Trp 2.

2 - Eletrof.wese em Gel de Poliacrilamida

Pelos resultados obtidos, confirma-se a pureza tanto de crotapotin, fosfolipase A como de

crotamina que apresentam somente uma única banda de miqraçâo quando coradas com coomassie blue

(Figura 6) .

3 - Espectrofotometria

3.1 - Curvas de absorção de fosfolipase A, crotapotin e crotamina estão representadas na
Figura 7.

3.2 - Considerando-se o peso molecular de crotapotin = 8.400, peso molecular de fosfolipase A
= 13.600 e de crotamina - 4.890, o coeficiente de absorção molar será respectivamente. 9.047 -21 840-
11.460.

4 - Determinação d i D L . n

0 resultado da determinação de D L 6 0 reaiÍMrta em camundongos para crotamina, fosfolipest A
e crotapot in purificadas está expresso na Tabela I I juntamente com os dados obtidcw por
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Cromatografia d« Crotoxina Amorfa. SO mg do Material. Dissolvidos em Tampão Formiato pH 4,0,0.1 M, foram Passados por SP Sephadex C-25,
0.9 cm X 30 cm. a Eiufdos com mesmo TampSo com Gradiaente Linear de 0 a 3M de NaCI



24

o
00

0,5-

3b

1,0

8cs

0,5

CROTAPOTIN

tubo n °

CROTAPOTIN

10 20 30
Cubo n?

Figura 3 - Recromatografía de Crotapotín
3a - 50 mg de Crotapotin, Dissolvidos em 10 ml de Tampio Formiato pH 4,0, 0,1M, foram

Passado* em OEAE Sepftadex A-25, 0,9 cm X 30 cm e Elufck» com Gradiente de NaCI.
3b - 100 mg do Material Dessalifiçado Obtidos em 3a foram Dissolvidos em 10 ml de Tampio

Formiato e Passados por Seprtadex G-75, 1,5 cm X 30 cm
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Figura 4 - Recromatografia da Fosfolipaw A
4a - 50mg Je Fotfolipaie A foram Dissolvidos em Tamplo Formiato pH 4,0,0,1M e Passados

SP Sephadex C-25, 0,9 cm X 30 cm, Eluidos com mesmo Tampfc em Gradiente de NaCI
de 0 a 3M.

4b - 6 mg de Fosfolipase A Obtidos em 4a, Oessalificados, foram Dissolvido» em 5 ml de
ramplo Formiato pH 4,0, 0,1 M e Passados Através de Sephadex G-75, 1,5 cm X 30 cm
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Figura 5 — Recromatografia de Crotamina

5a - 50 mg de Crotamina Dissolvidos em 10 ml de TampSo Formiato pH 4,0. 0.1 M foram Passados em SP Sephadex C 25 e Elui'dos com mesmo
Tampão, com Gradiente Salino.

5b - 100 mg do Material Obtidos em 5a foram Dissolvidos em TampSo Formiato pH 4.0, 0,1M e Passados em Sephadex G-75, e, Elui'dos com
mesmo TampSo



Tabalal

Analisa de Aminoácidos de Crotapotin, Fosfolipase A a Crotamina

N . rasi'duos

N . de

N. a.a.

proteínas ^ v

crotapotin

'crotapotin

fosfolip** A

•fosfolipa» A

crotamina

"crotamina

Lys

1.7

1.8

9.3

9.0

8.9

9

His Am

0.8 -

0,9 -

1.5 -

1.8 -

2.0 -

2

Arg

1.6

1.8

9.2

8,0

2.1

2

Asp

10,0

10,0

9.0

9.0

2.1

2

Thr

3.6

3.5

6.4

6.0

0.0

0

Ser

4.3

4.8

5.9

6.0

3.1

3

Glu

12.5

12.5

9,2

8,2

2,5

2

Pro

4,2

4.5

4,6

4,6

3,1

3

Gly

8,6

8.6

10,9

10,4

5.5

5

Ala

5.1

5.2

5.8

5,8

0,0

0

Cys

11.8

10,6

12,3

10,6

5,8

6

Vai

0,5

1,0

1,9

2,0

0,0

0

Met

0,7

0.8

2,1

1,6

0,9

0

Me

1.8

2,5

3,9

4,4

0.8
1

Leu

0.9

1.0

5,8

5,6

1.1

1

Tyr

2,2

2,5

9.6

9,2

1,2
1

Phe

2.2

2.6

5,9

5.6

2.3

2

Trp

1.0

1.0

2.0

2.0

2,0

2

res.

totais

74

76

113

110

44

44

resultados de Hendon et al(31)

resultados da Gonçalves et al(24)
A tabela mostra os resultados da análise de aminoácidos, após hidrolise ácida, de crotapotin,

fosfolipase A e crotamina purificada. Os resultados t i o médias de três determinações

data spectrofotometricamente.
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bl b2

Figura 6 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
a - Eletroforese de 10<Vg de Crotapotin em Meio Tampfo Tri* Glicina pH 0,6.
b - rietroforese de 50^g de Fosrolipase A (bl) e 50MQ de Crotamina (b2) em Meio Ttmpfo

Alamina • Ácido Acético, pH 4,3.
A Coloracfo foi Feita com Coomassie Blue
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D.O.
fosfolipase A

crotamina

crocapotin

2,0

1,0 .

240 260 280 300 320

nm

Figura 7 - Espactrofotometria. Foram Detarminadoi Espactroi da Ab»orçlo da Soluções da 1,0 mg
da Crotapotin/ml, 1,0 mg de Fotfolipaw A/ml e 0,5 mg de Crotamina/ml da Tampsb Fotfato
da Sódio pH 8,0,0,05M
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Tabela II

Determinação da D L s o de Fosfolipase A, Crotoxina e Crotamina

diluições

a partir de

KXVg/ml

1/1

1/2

1/4

1/8

1/16

proteínas

crotapotin"

fosfolipase A

crotoxina

crotamina

fosf. A

100

83,3

64

3,2

0

% de mortalidade em 24 h

crotox. * crotam.

100

83,3

83,3

66,6

0

100

83,3

50

0

0

D L 50
mg/kg

>280 li.v.)

0,5 (i.p.)

0,1 (i.p.)

0,7 (i.p.)

* crotapotin + fosfolipase A

" resultados obtidos por Breithaupt et a i ' 1 0 1

A * D L 5o f o r a m determinadas em camundongos, segundo Reed &Muench(671
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BREITHAUPT1 '0 1: assim, a crotapotin apresenta D L b 0 > 2 8 0 mg/kg; a fosfolipase A = 0 . 5 mg/kg; a

crotamina - 0 . 7 mg/kg.a crotoxina - 0.1 mg/kg.

S - Grupos Sulfidrflicos Livre» na Crotamina. Crotapotin e Fojfolipa» A

A reac3o colorimétrica de Ellm.m. tanto para rieterminar os grupos sulfidrflicos livres expostos I

superifcie. quanto »>*ta os SH "embutidos"', através da jdição de uréia 10,0 M, revelou a inexistência da

grupos dosáveis nas proteínas estudadas. Essa reação foi acompanhada pela dosagem de SH no padrão

de cistefna.

6 — Atividade Enzimática de Fosfolipase A

A curva de hemóhse apresentada pela dosagem indireta da atividade de fos'olipase A está

representada n;i Figurj8.

7 - Fator Coagulante

Os testes para fator coagulante foram negativos para todas as amostras ensaiadas.

C - Re.ções de Interação de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotoxina com Soro Anticrotâlko do Instituto

Butantan

A reação de itnunoprecipitaçao quantitativa foi descrita desde há muito tempo por Bier para

veneno bruto1 5 '6 ' , e, mais -ecentemente tem sido reportada a determinação qualitativa para fosfolipase

A e crotapotin1 3 0 '3 1 ' onde descreveram a falta de reatividade da crotapotin com soro anticrotálico.

A Tabela III e a Figura 9 dizem respeito à determinação quantitativa das interações

antlgeno-anticorpo da toxina mais potente do veneno de cascavel e suas subunidades. A Tabela I I I

esquematiza o procedimento adotado na imunoprecipitação segundo K A B A T ' 3 6 ' para obter curvas de

precipitina. A Figura 9 representa a curva de precipitação crotoxina-soro anticrotálico e fosfolipase

A-soro anticrotálico onde se verifica a não identidade de curvas denotando que a atividade imunotógica

de crotoxina parece não se dever somente à fosfolipase A. 0 máximo de precipitação se obtém quanco

se junta 0,2 mg de crotoxina a 0,2 ml de soro e 0,4 mg de fosfolipase A para mesma quantidade de soro.

Verifica-se que não foi possível quantificar a reação crotapotin — soro anticrotálico.

A Figura 10 representa curvas de imunoprecipitação das interações antígeno-anticorpo para as

seguintes misturas: 1 crotapotin + 1 fosfolipase A ; 2 crotapotin + 1 fosfolipase A ; 1 crotapotin + 2

fosfolipase A contra soro anticrotálico. A curva que mais se api oxima a da crotoxina é aquela em que a

mistura crotapotin: fosfolipase A está em proporção molar 1:1, apresentando precipitação máxima com

antígeno (crotapotin + fosfolipase A) na concentração de 0,2 mg para 0,2 ml de soro.

A curva de imunoprecipitação quando se absorve o soro anticrotálico com crotapotin e se

adiciona quantidades iguais de fosfolipase A aos sobrenadantes está expressa na Figura 11 , observando-se

que nas amostras onde reagiu menos crotapotin há formação de maior quantidade de precipitado.

As Figuras 12a e 12b correspondem às curvas obtidas da absorção de soro anticrotálico com

crotapotin ou fosfolipase A e adição posterior do outro antígeno aos mesmos tubos iniciais, mostrando

que a curva ds precipitação tanto em 12a como 12b se assemelham à da fosfolipase A, apresentando um

máximo de precipitação com 0,4 mg de antígeno para 0,2 ml de soro anticrotálico.

Resultados da utilização de crotapotin l l s l , para confirmar a formação do complexo solúvel

crotapotin-anticrotálico por eletroforese em papel, estão na Figura 13. Observa-se que a crotapotin l l l l
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1,0-

0 , 8 .

0,6-

0 , A .

0,2-

10 20 30 30 40 50
fosfolipase ( ug/50ul )

Figura 8 - Atividade Enzimitica da Fosfolipaie A. 50pl da Fosfolipaie A foram Incuto tmS0»ilda
Gema de Ovo Durante 1 hora a 37°C. Adicionou-w 4,9 ml da Hemtfcias a 0,6% a Incubou-»
Durante 50 min a 37°C. Após Ontrifugaçlo, os Sobrenadantes foram Determinados Espactro-
fotometricamente



2.0 "

1.0

crotupotin não precipita

„ o...» fosfolipase A

crotoxina (1 crot«potin*l foifolipn» A)

10 C 300 «00 500 600

ug «ntíg«no

Figura <i - Curvai da Precipitinr A* RaaoSai d» Crotapotin, FoifolipaM A, Crotoxina foram Raallzada»
com 0,2 ml da Soro Anticrotálico do Instituto Butantan, am Maio Tampão Foifato pH 7,0,
0,1 M, Incubando ai Amostrai por 1 hora a 37°C mail 24 horas a 0°C. Os Precipitados foram
Determinados Espectrofotometrícamenta
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2,0 "

• — . . 1 crotapotin* 1 fosfolipuse A

a a » 2 rrot»r o t 'n* 1 fosfolipase A

i t i 1 crotapotin* 2 fniinlipnJr A

I ,0 -

I no 200

Figura 10 - Cruvas de Precipitina. Os Produtos de Interacfo Crotapotin: Fosfolipasa A foram Reagidos
com Soro Anticrotálico de Instituto Butantan, em Meio Tampiò Fosfato pH 7,0, 0,1 M,
com Incubaçio de 1 hora a 37°C e 24 horas a 0°C. Os Precipitados foram Quantificados
Espectrofotometricamente
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7 , 'I

' ,0

In. riMçiio com crot.ipotin

In. n.î no ror f"sli

100

(•200)

200

'•200)

300

(•200)

400

(•200)

500

(•200)

600

(«200)

ug da

(tenet

•ntf

FiquraH - Curva de Precipitína
0,2 ml de Soro Antícrotál ico foram Absorvidos em I a Reaçfo com Quantidades Crescentes
de Crotapot i " Durante 1 liora a 37°C e mais 24 horas a 4°C. 2a Reaçfo - f o r a m Juntado*
20(Vg de Fosfolipase A em Todas as Amostras, Incubando l h a 37°C e 24 h • 4°C. Os
Precipitados foram Determinados a ?R0 nm
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2,0

I,'1 -

12*

rt',11,.10 cnn crotflpotin

la reação nno precipita

121.

In reação com fosfolipase A

2n rrnç.io con» crotapotin

la reação

2a reação nao precipita

200 400 600

(•200) (*«00) (+600)

up,

200 600 600

(•200) («AOO) (+600)

u|t antigenof

Fijura 12 - Curva de Precipitina. 0,2 ml de Soro Anticrotílico foram Absorvidos em U Raaçlto com
Crotapotin^ (nlo Precipita) ou Fosfolipase A, em Quantidades Crescentes por 1 h a 37°C
• 24 h a 4°C, 2a (tesçio - aos Sobrenadantes dê U Rcacio foram Adicionadas Quantidades
Crescentes de Outro Antfgeno, Incubando-se por 1 h a 37°C a 24 h a 4°C. Os Precipitados
foram Lavados e Determinados Espectrofotometricamente
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6
V

• «•«

U
O

//Crotapotin I

eletroforese de 1 hora

I
u
o

Crotapotin I

eletroforese de A horas

e
41
00
• M
u
o

Crotapotin ^ I - a l
ht tin i n A

eletroforese de 4 horas ( soro normal
125

de cavalo + crotapotin I

I
u

125
Complexo crotapotin I anticorpo

eletroforese de 4 horas ( soro anti -
125

crotalico + crotapotin I

Figura 13 - Prova da Formação do Complexo Crotapotin-Anticrotálico

Eletroforeses foram Desenvolvidas em Tampão Fosfato de Sódio pH 7 0 f.i 0 25 Utilizando
Tira, d. Pape. Wat.r.^ no ,, 2 5 cm X 33 cm. Apo. S«»fl«n, a, F , f For^, Coreto,
e Contadas para Localização das Proteínas
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Tabala I I I

Esquema das Reações de Precipitina

tubos

nP

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

antígeno

Mgd mg/ml)

-

50

75

100

150

200

300

400

600

600

tampão fosfato

Ml

800

750

725

700

650

600

500

400

200

400

anticorpo

Ml

200

200

200

200

200

200

200

200

200

-

As reações, segundo o esquema, foram levadas a efeito por 1 hora a 37°C e mais 24 hora» a 4°C, centri-

fugados a 2000 rpm por 10 minutos, os precipitados lavados 3 vezes em tampão fostito pH 7,0, 0,1M,

4°C, dissolvidos em 1 ml de NaOH 0,1 N e determinados a 280 nm.
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«tá pura, isenta de ' 1 J INa e outras impurezas apresentando migração de 1 cm da origem, «m 4 horas da
eletroforese nas condições efetuadas. A crotapotin I 2 5 I incubada com soro normal de cavalo se liga à
albumina, ao passo que na presença de soro imune o complexo crotapotin ' 1 5 1 - anticorpo permaneça
na linha de semeadura apôs corrida eletroforética de 4 horas.

A Figura 14 representa reações de interação antígeno-anticorpc realizadas por imunodifusão em
placas de agarose usando soro anticrotálico do Instituto Butantan. Nota-se a diferença na linha da
precipitação de crotoxina e fosfolipase A. A não formação de precipitado crotapotin soro anticrotálico é
também evidenciada. A linha coincidente de crotoxina com a linha formada na interação 1 crotapotin 1
fosfolipase A vem reforçar os dados obtidos na reação de precipitação, fazendo supor que crotoxina é
realmente formada por 1 mol de crotapotin i; 1 mol de fosfolipase A.

D — Interação de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotoxina com Soros Específicos

A Figura 15 representa reação imunolõgica de soros específicos anticrotapotin, antifosfolipase A
e anticrotoxina com antígenos correspondentes. As curvas são do tipo "coelho" apresentando todas elas
as máximas quando se juntam 0,2 mg de antígeno com 0,2 ml de soro específico correspondente.

Os resultados da Figura 16 mostram que, embora os soros tenham sido preparados
especificamente, se processam reações cruzadas mostrando a possibilidade da existência de determinantes
antigênicos semelhantes ou comuns entre crotapotin e fosfolipase A.

A Figura 17 mostra curvas de precipitação obtidas na interação do soro anticrotoxina com
fosfolipase A e com crotapotin (17a). Mostra, também, reações do mesmo soro primeiramente com
quantidades crescentes de fosfolipase A ou crotapotin às quais numa segunda etapa foi adicionado mais
antígeno (crotapotin ou fosfolipase A) aos sobrenadantes da primeira reação (Figura 17b). Observa-se
que o soro anticrotoxina reage com crotapotin e com fosfolipase A. O soro anticrotoxínico absorvido
com crotapotin continua reagindo com fosfolipase A ; o mesmo soro absorvido com fosfolipase A ainda
reage com crotapotin.

A determinação qualitativa em piacas de imunodifusão das interações acima referidas se acha
exposta na Figura 181 demonstrando a fortiaçSo de linhas de precipitação de cada antígeno com seu
soro específico e também a existência de reações cruzacas.

E - Inttracfo Crotapotin - Crottmina

A Figura 19 representa a curva de reação quantitativa de crotapotin com M U soro específico •
curvas das reações de interação de crotapotin com crotamina. A comparação entre as curvas mostra que
a interação possível de crotapotin-crotamina deve ser 1 mot I mol e nSo deve mascarar os determinante*
antigênicos de crotapotin no processo de ligação dessas duas proteínas. A Figura A3 também mostra a
reação imunológica, em placas de agarose, da interação crotamina-crotapotin contra soro anticrotapotin
observando que crotamina nlo reage com o soro, e, tanto o produto de interação de 1 mol da
crotapotin: 1 mol de crotamina como 1 mol de crotapotin: 2 moles de crotamina dão a mesma linha d*
precipitação, semelhante A de crotapotin-soro anticrotapotin (Apêndice).

F - Carbamilaçfo dos eAmino Grupo das Usina* de Crotapotin a Fosfolipase A. Interações

A Figura 20 representa curva espactrofotometrica da absorção de crotapotin e fosfolipase A
tratadas com cianato, nlo apresentando alterações dos espectros em relação a proteínas normais.

O resultado da análise de usinas no analisador Beckman, Tabela IV, após carbamilaçab do
crotapotin o fosfoüpass A, indica uma diminuição de um resíduo da lisina na crotipotln o dois resíduos
na fosfolipase A em relação Is proteínas normais.
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A

O

o
A

o
A

Cr
0

Ab*^

0
Cr Cr1

Figura 14 - Imunodifutfo Dupla Radial em Agiroie a 2% Uwndo Lâmina» de Microscópio. Material
Utilizado: Crotapotin (A), Fosfolipaie A (B), Crotoxina I O , Crotamina (Cr), Soro Anti-
crotálico (Ab). Apoi Oifutlo por 24 hort» a Temperatura Ambiente, M Llminai foram
Secadas e Coradt» com Negro de Amido
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1,0 -

o
GO

0,5 -

•—• • crotapotin- anticrotapotin

o— -o—o crotoxina- anticrotoxina

»—» fosfolipase A- antifosfolipase A

100 200 300 400 500 600
ug ancígeno

Figura 16 - Curvai da Pracipitina. Crotapotin, Fotfolipaia A a Crotoxina foram IncubadM com Soro»
Específico* Produ2idoi «m Coelho». At ReaoSes foram Realizada» am Tampão Fosfato
pH 7,0, 0,1 M, Incubada» a 37°C por 1 h a a 0°C por 24 h. Ot Precipitado» Lavado» foram
Quantificado» Eipactrofotomatricamanta
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o
oo

• crotapot:~<

0,5 J

0,4 _

0,3 -

0.2 .

0,1 . . . - « • • - .

10C 2'..ü 400 500 600

ug antígeoo

Figura 16 - Reaçlo Cruzada
A Crotapotin foi Incubada com 0,2 ml de Soro AntifosfolipaM A a a Fotfolípwe A foi
Incubada com 0,2 ml da Soro Antlcrotapotln, Durante l h a 37°C a mais 24 horas • 4°C.
Of Precipitado*, A pó» Lavagem, foram Determinado* Etpectrofotometricamanta
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17»

fosfolipasc A-soro
anticrocoxina

crotapotia-soro an
ticrotoxina

17-

«.--•—-» íüifolipase A-soro aaticrocoxiaa já rea
gislo cor crocapocin

» • » crotapotin-soro ancicrocoxica j * reagi-
-.Í3 C:T toafolipase A

100 200 300 400 SOU . 0 0 1.3 ^ 3J0 4 . , »0 .00

ugan^eno C ^ u ) ^ O ú ) CJÚO) <*W0> ^ >

ug ancígeaos
Figura 17 - Reações de Precipitina

17a — Crotapotin e Fosfolipase A com 0,2 ml de Soro Anticrotoxina foram Reagidas em Tampão pH 7,0, 0,1 M, por 1 hora a 37°C e mais 24 horas
a4°C.

17b— I a Reação Crotapotin ou Fosfolipase A com 0,2 m l de Soro An t i c ro tox ina , nas Mesmas Condições de 17a. A 2a Reação aos Sobrenadantes
da I a Reação Juntou-se Fosfolipase A o u Crotapot in , Incubando l h a 37°C e 24 h a 4 ° C . Os Precipitados foram Quantif icados Espectro-
fotometricamente
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AbAB

AB

O

AB

AB

AB

Figura 18 - Imunodifutlo DuDla Radial - em Placat da Agaroie a 2% am Tampio Foifato pH 7.0,
Ot1M.: Crotoxlna (AB), Crotapotin (A), FotfolipaM A (B), Soro Artttcrotoxlna (AbAB)
Soro Anticrotapotin (AbA) a Soro Antlfoffotlpata (AbB). Ai lamina* apoi La/tgam a
Sacaoam, Foram Coradai com Nogro de Amido



46

o
00
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1,0 -

• • • crotspotin
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t—* 1 crotapotin • 2 crotatnina
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19 - Cruvat dt Imunoprecipitaçlo. Rtaçfo dot Produto* da Intaraçlo Crotapotin-Crotamlna
Contra Soro Anticrotapotin. A* AmoitrM foram Incubadas am Tamplo Fotfato pH 7,0,
0,1 M, por 1 h a 37*C a mait 24 h a 0°C. Ot Pracipltadot foram Ottarmlnado* Etpactrofo-
tomatricamanta
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Tabela IV

Determinaçio de Usinas em Crotapotin e Fotfolipm A Carbamiladas

proteínas

crotapotin

crotapotin

carbamilada

fosfolipaM A

fosfolipa» A

carbamilada

nP de resíduos de

lisinas*

2

1

9

7

* os resultados sfc mediai de três determinações

A determinaçio foi realizada em analisador da aminoécidos, coluna banca,

•pós hidrólise ácida de 10 horas em meio HCI 6N.
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A Tabeld V i.xpiessa os dados obtidos na imunoprecipitação da crotapotin carbamilada com

soro anticrotapotin e imunoprecipitaçJo do produto de interação de crotapotin carbamilada com

fosfolipase A. Nota-se a influência da carbamilaçSo na reação de crotapotin com soro específico,

determinando acentuada queda de precipitação. Hercebe-se ainda -gue o r t .u lado da interação de

crotapotin carbamilada com fosfolipase A comporta-se diferentemente da crotoxtna normal.

No caso da fosfolipase A, apenas duas usinas foram modificadas com oito hons de

carbamilação, sem possibilidade de prolongar o tempo o~ reação, pois, ocorre precipitação da enzima.

Como os resultados dos ensaios enzimátieos e imunológicos da enzima carbamilada não se mostraram

diferentes dos da fosfolipase A normal, as conclusões permanecem indefinidas.

G — Bloqueio de Argininas de Crotapotin e Fosfolipase A. Interações

A Figura 21 ilustra a atividade enzimática da fosfolipase A em função do tempo de reação com

fenilglioxal em diferentes pH mostrando uma nítida queda de atividade a pH 8 em 5 minutos de reação,

e, inativação total a 10 minutos. A ph 6, mesmo 5 horas de reação não sfeta a atividade enzimática da

proteína.

A Tabela V I representa a porcentagem de argininas dosadas com reativo de Sakaguchi em

função do tempo e pH de reação, permitindo-se calcular as argininas de fosfolipase A bloqueadas com

fenilglioxal, e, observa-se que a pH 8 com 5 horas de reação, o bloqueio de argininas é de mais de 90%,

ao passo que a pH 6, mesmo 5 horas de reação causa bloqueio de menos de 40%.

A Figura 22 mostra exatamente essas curvas de dosagem de grupo guanidino das argininas da

enzima em diferentes tempos e pH de reação.

A Figura 23 representa curvas de absorção apresentadas por crotapotin e fosfolipase A quando

tratadas com fenilglioxa I, em vários pH, mostrando nítida modificação do espectro das duas proteínas e

enfatiza a importância do pH para modificar proteínas com fenilglioxal.

A imunoprecipitação quantitativa da fosfolipase A tratada com fenilglioxal está representada na

Tabela V I I . A pH 6, até 5 horas de reação com fenilglioxal, não modifica a precipitabilidade da proteína

com soro específico, mas a pH 7 • 8 há alteração da imunorreatividade. Conforme os resultados

"onstata-se a importância das argininas na atividade enzimática e imunolôgica da fosfolipase A.

A Tabe'a V I I I mostra os resultados da imunoprecipitação da crotapotin bloqueada com

fenilglioxal em diferentes pH, não havendo modificação quer trate a proteína a pH 6, pH 7 ou pH 8.

H - Tirotinas na Interação Crotapotin-Fosfolipa» A

Pela iodação da crotoxina com l 3 l I N a , utilizando cloramina T, obteve-sa crotoxina ' " l cuja

reatividade com toro específico manteve inalterada quando comparada a crotoxina "fria". A Figura 24

mostra a curva de purificação da crotoxina m l através da coluna de Sephadex G-25, e, a curva de

•tparaçfo da crotoxina m l em crotapotír " ' l i fosfolipase I J I I por meio de resina de troca iônica

DEAE Sephadex A-25.

0 cálculo da radioatividade específica por mol de tirosina para crotapotin e para fosfolipa» A,

conforme resultados expressos na Tabela IX , demonstra que há sempre maior acessibilidade das tirosínas

da fosfoüpate A do qua da crotapotin (na crotoxina) para a iodação.

Píloi resultados da Tabela X evidencia-» qua a imunorreatividade da crotapotin e fosfolipa» A

nSo é alterada com a íntroduçlo de iodo nas molécula» de tirosina, o que é verificado também nas placai

de imunodifusão (Figura AS).
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D.O.

2,0-

1,0 .

fosfolipase A carbamilada

crotapotin carbamilada

230 250 270 290 310 330

nm

Figura 20 - Eipactros da Abiorçfo.
Foifolipaie A a Crotapotjn foram Carbamiladat por fl horai am pH 7,9, Utilizando Cianato
dê PotÍMio em Tampfo Fosfato
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Tabela V

I munoprecipitaçâo das Proteínas Carbamiladas

jjg de

proteínas

0

100

200

300

400

crotapotin

s/ carbamilar

0

0,415

0,520

0,490

0,425

D.O. a

carbamilada

0

0,238

0,320

0,290

0,245

280 nm

crotapotin

crotap.'

$/ carbam.

0

0,480

0,650

0,595

0,455

+ fosfolipase A

crotap.

carbamilada

0

0.350

0,445

0,500

0,470

Reações de crotapotin carbamilada ou sem carbamilar, com 0,2 ml de soro anticrotapotin ; reações de

crotapotin (carbamilada ou nao) e crotapotin (carbamilada ou nâo) + fosfol ip;* A com 0,2 ml de soro

anticrotoxina, — foram realizadas em meio tampSo fosfato pH 7,0, 0,1M, incubando l h a 37°C e 24 h

a 4°C. Os precipitados foram determinados a 280 nm.
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Figura 21 - Curvas da Inativaçlo da Fotfolipaia A, oom Faniiglioxal am Funçfo da Tampo a pH da
Raaçio foi Oatarminada Incubando 60MI da Fosfolipaia A, Tratada com Faniiglioxal, com
Gama da Ovo a 37°C por 1 hora. Adicionando a Saguir 4,9 ml da Hamáciat a 0,6%. Ap6»
Raacfo da 60 minutos a 37°C a Cantrifugacfo, a Lisa dai H«mãcu.» (oi Datarminada Es-
pactrofotomatricamanta
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Tabela VI

Dosagem de Argininas em Fosfolipase A Tratada com Feniiglioxal

tempo

de

reação

Omin

5 min

10 min

20 min

30 min

1 hora

2 horas

5 horas

pH8,0

D O-520nm

0,088

0,084

0,082

0,076

0,068

0,064

0,055

0,014

%Arg

80,38

77,68

75,11

71,70

62,20

58,61

43,88

6,08

pH7,0

D 0 -520nm

0,105

0,101

0,098

0,098

0,094

0,092

0,078

0,042

%Arg

96,89

93,30

89,71

89,71

86,12

84,92

69,18

38,75

pH6,0

D O-620nm

0,126

0,126

a 125

0,120

0,110

0,096

0,090

0,070

%Arg

100

100

100

100

100

88,51

84,08

62,10

Grupos guanidinos livres, de argininas da fosfolipase A tratadas com feniiglioxal em diferentes pH e tempos

de reação, foram dosados com reativo de Sakaguchi
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Figura 22 - Cruva de Bloqueio de Argininai da Fotfolipaw A com Fenilglioxal.
Of Grupo» Guanidinos Livrei, Após o Bloqueio, foram Dotados com Reativo de Sakaguchi
a foram Determinada* Porcentagem de Argininai Bloqueada* em Funçlo do Tempo de
Reacfo em Diferente* pH



5h ( spot diãlis*

280 31» 3*0 J40 380 42» 34» 380 420 340 33ft 42O 34O 38O 42O 24O 2*tt 280 304

280 320 360 340 380 420 340 380 420 340 380 420 340 380 420 240 260 280 WO

ç • pH 8,0
raaçõas a ptt 7,0
nações a pU 6,0

FiflM*23 — Espactros de Absorção de Fosfolipase A e Crotapotin Tratadas com Fenilglioxal. Fosfolipase A (a) e Crotapotin (b) foram Reagidas com
Fanilglioxal a pH 6,0, pH 7,0 e pH 8,0 e a 0, 5, 15 min e a 1, 2, 5 horas de Reação, foram Determinados Espectros de Absorção das Amostras.
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Tabela VII

ImunoprecipitaçSo da Fosfolipase A Tratada com Feniiglioxal

Mg

proteína

0

100

200

300

400

fosfolipase A

0

0,600

0,715

0,660

0,565

pH6

0

0,590

0,710

0,670

0,500

DO-280nm

fosfolipase A + feniiglioxal

pH7

0

0,315

0,400

0,335

0,280

pH8

0

0

0,280

0,060

0

Reação de fosfolipase A, tratada com feniiglioxal durante 5 horas, foi realizada com tampfc fosfato pH 7,0,

0,1M. O tempo de incubaçfc foi de 1 hora a 37°C e mais 24 horas a 4°C. Os precipitados foram

determinados espectrofotometricamente, após lavagens e dissoluçfo em 1 ml de NaOH, 0,1N.
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Tabela VIII

Imunoprecipitação da Crotapotin Tratada com Feniiglioxal

M9

proteína

0

100

200

300

400

crotapotin

0

0,410

0,520

0,490

0,420

pH6

0

0,400

0,520

0,480

0,420

D0-280nm

crotapotin + feniiglioxal

PH7

0

0,415

0,515

0,480

0,425

pH8

0

0,395

0,520

0,495

0,410

Reações de crotapotin tratada com feniiglioxal durante 5 horas, foram realizadas com 0,2 ml de soro

anticrotapotin em meio tampfo fosfato pH 7,0, 0,1M. A incubaçao foi de 1 hora a 37*C a 24 h a 4°C.

Os precipitados foram determinados espectrofotometricamente.
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uCi

500 -

absorbanciã

radioatividade

i

Crotoxina I

131INa

- 0,15

00

o

. 0,05

2Ô0 _
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Fosfolipase A131I
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tubo n9

-0,15

4 1 1 1

r» Crotapotin I

Í1
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.0,10

.0,05
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Figura24 - Curvas da Purificação da Crotoxina ' 3 ' I • Sua Saparaçlo am Foifolipa» " ' l a C r o t a p o t i n

i JI I.
a - 1 0 mg da Crotoxina Radioiodada foram Pastado» por Saphadax G-75, Coluna da 0,0 cm

x 30 cm, a Elu'dos com Tampfo Fosfato, pH 7,0,0,1 M.
b - A Crotoxina da a. foi Pauada por Saphadax DEAE A 25 a Elurda com Tampfo Formiato

aNaCl



Tabela IX

Determinação da Radioatividade/Tyr de Fosfolipasa ' 3 ' I e Crotapotin I 3 I I , Após Irradiação de Crotoxina

proteínas

crotoxina

ensaio

n?

1

2

3

radioatividade

total

MCi/protefaa

380

720

1370

radioatividade

especffica

nCi/tátno\ proteína

320

415

723

Tyr

jig/ml

4,7

4,1

3,8

radioatividade

«pecífica

fiCi/iimol Tyr

5,6

7,9

9,9

eficiência marcação

Tyr fosf A/Tyr crotap

_

-

—

fosfolipaae

1
2

3

225
370

520

246
281

468

1,4
3.2

6,5

8,0
11,2

14,1

2.5
2,5
2,5

1

crotapotin 2

3

87

150

210

78

94

113

1.6

2.0

2,1

3,2

4,6

M

A crotoxina foi separada em seus componentes protéicos. após iodaçfo, em fosfolipase 1 3 1 U crotapotin ' 3 ' I. Foram determinadas radioatividades

crftcaa am n mol de Tyr pelo processo colorimétrico de Lowry1401, tendo sido realizada a determinação radioativa em medidor de dose Mediae.
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Tabela X

ImunoprecipitaçSò da Crotapotin ' 3 ' I e Fosfolipase

anti'geno

0

100

200

300

400

0,2 ml

crotapotin

0

0,410

0,520

0,490

0,420

soro anticrotapotin

crotapotin ' 3 ' 1

0

0,415

0,520

0.485

0,430

DO-280nm

!

0,2 ml soro antifosfolipase A

fosfolipase A

0

0,600

0,715

0.660

0,565

fosfolipase A I J I I

0

0,605

0,730

0,660

0,540

As reações foram realizadas utilizando soros específicos para crotapotin e fosfolipase A, em meio tampfa

fosfato pH 7,0, 0,1 M,

determinados a 280 nm.

fosfato pH 7,0, 0,1 M, com íncubsçèo de 1 hora a 37°C e 24 horas a 4°C. Os precipitados foram
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I — Crotapotin • Fosfolipast A Irradiadas com *°Co

As proteínas irradiadas com doses de 20, SO, 100, 200 e 500 (esta dose é vaY.ja somente para
crotapotin) K rad apresentam curvas de absorção na ultravioleta, representadas na Figura 25, onde já a
100 krad se observa uma modificação nos espectros, provavelmente devido a alteração em triptofano e
tiros ina.

A Tabela XI representa dados imunolôgicos do material irradiado, revelando que a doses de
irradiação empregadas nSo há modificação da atividade antigênica nem de crotapotin, nem de
fosfolipase A.

Com 500 K rad, há precipitação total da fosfolipase A pois, o sobrenadante nSo acusa absorção
a 280 nm.

A Figura 26 representa a atividade enzimática da fosfolipase A irradiada sob diferentes dotes,
demonstrando que a queda da atividade depende da dose empregada, assim a 200 K rad, a atividade
enzimática ê reduzida de cerca de 25% nas condições estudadas.

4 - DISCUSSÃO

A— Purificação das Proteínas. Interações

Empregando processo de purificação em Sephadex, obtivemos frações protéicas
cromatograficamente isentas de impurezas. Figura 1 a 5, que foram utilizadas para desenvolvimento deste
trabalho. Os passos da separação foram seguidos por ensaios biológicos em camunrfongos para melhor
discernir os picos que iam sendo separados. Assim, esses teste; qualitativos estão em concordância com
GONÇALVES1211 para crotamina e MUSSATCHÉ et alii'461, HENDON et ai . '3 1 1 , RUBSAMEN et
alíi ' para crotoxina. Embora o processo de purificação utilizado nSo rnvol/a método clássico de
cristalização da crotoxina'50'64' e apresente algumas modificações no fracionamento da crotoxina em
subunidades crotapotin e fosfolipav A < 2 8 > 2 9 - 3 0 ' 3 1 ' , as proteínas por nós preparadas apresentam todas
as exijências necessáras de um material puro, comprovadas por ensaios expresso', em Tabelas I e II e
Figuras 6, 7, 8.

A Tabela I I I , representação esquemática dar :eações de precipitina de acordo comK ABAT •
MAYER1361, indica o procedimento adotado para determinar as curvas de precipitação. Na Figura 9
nota-se a não formação de precipitado entre crotapotin e soro anticrotálico do Instituto Butantan. Nos
gráficos da precipitação quantitativa de fosfolipase A e crotoxina, pode-se observar nítidas zonas de
excesso tanto de antígeno como de anticorpo e as curvas são do tipo "cavalo"171, como no caso do
veneno bruto de cascavel. O deslocamento da curva de foifolipase A, no ponto máximo de precipitação,
em relação A da crotoxina, denota a participação da crotapotin na reação com o soro anticrotilico, mas
não deixa margem a dúvidas quanto i maior participarão da fosfolipase A na atividade imunológica da
crotoxina.

Os dados apresentados para peso molecular de crotoxina e proporção real de interação
quantitativa crotapotinrfosfofipese A são contraditório»1101112 '31 '361 . Daí, tentou-se sanar as dúvidas
por meio d* reações imunológica». Assim, • Figura 10 representa curvas da imunoprecipltação entre soro
anticrotálico • interações crotapotin • fosfolipase A. A curva correspondente a interação 2 crotapotin +
1 fosfolfpaie A apresenta o máximo de precipitação deslocado para concentrações maiores da antfgeno.
Este tipo da curva ocorra quando o anticorpo tf mal adaptado, ou seja: o antígeno (no caso 2 crotapotin
* 1 'otfolipm A) não corresponde to soro anticrotilico. A curva representante da região 1 crotapotin^
2 fuffolipa» A também sa apresenta com características da curva com anticorpo mal adaptado. Nesses
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D.O.

1.0 -

1,0 -

200 300

B - foafolipase A «cm irradiar

B,« irradiada a 20 Krad

B»» irrqdiada • 50 Krad

K a irradiada a ICO Krad

B," irradiada a 200 Krad
4

A • crocapotin sem irradiar

e irradiada a 20 Krad

A - irradiada a 50 Krad

A,- irradiada a 100 Krad

A - irradiada a 200 Krad

A • irradiada a 500 Kxad

400
niti

Figura 26 - Espectros da Absorçlò de Crotapotin a Fosfolipasa A Irradaiadas. As Amostras, am Soluclo
Aquosa, Img/ml, foram Irradiadas com *°Co



Tabela XI

ImunoprecipitKçio de Crotapotin e Fosfolipase A Irradiadas

antigeno

0

100

200

300

400

S/irrad

0

0.415

0.520

0.490

0.425

20, rad

0

0.400

0.530

0.480

0,430

crotapotin

50Krad

0

0.410

0.525

0.490

0.425

lOOKrad

0

0.415

0.510

0.480

0.520

200Krad

0

0.415

0.515

0.500

0.520

D.O. 28Onm

500Krad

0

0.405

0.520

0.480

0.530

S/ irrad

0

0,600

0.815

0.660

0.568

20Krad

0

0.600

0.800

0.665

0,570

fosfolipase A

50Krad

0

0,590

0.805

0.665

0.575

lOOKrad

0

0.595

0.815

0,660

0.550

TOOKrad

0

0,595

0,820

0,660

0.570

As reações foram realizadas usando 0,2 ml de soro anticrotapotin para aotapotin e 0,2 ml de soro antifosfolipase A para fosfolipase A, em meio tampão fosfato

pH 7,0. 0.1 M com incubação de 1 h a 37°C e mais 24 h a 4°C. Os presipitados foram determinados espectrofotometricamente.
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«TI

1,0 -

0,8

0,6 -

0,4 .

0,2 _

1 • fosfolipase A sem irradiar e irradiada a 20 Krad

2 - irradiada a 50 Krad

3 • irradiada a 100 Krad

4 - irradiada a 200 Krad

10 20 30 40 50

fosfolipase (ug/50ul)

Figura 26 - Atividade Enzimática de Fosfolipase A Irradiada.
50^1 do Material foram Incubados oom SOAII de Gema de Ovo • VC por 1 hora, Adi-
cionando a Seguir 4,9 ml de Hemácias a 0.6% e Incubados por mais 60 minutos a 37°C. Após
Centrif ugaçio, os Sobrenadantes foram Lidos a 578 nm
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casos de interação 2 crotapotin + 1 fosfolipase A e interação 1 crotapotin + 2 fosfolipase A, resta

sempre ou c r o t a p o t i n o u fosfolipase A que podem competir na reação com o anticorpo

quantitativamente fixo nas reações. Análise da Figura 10 sugere que a interação proteína-protefna para

formar crotoxina seja na proporção de 1 mol de crotapotin para 1 mol de fosfolipase A, estando em

concordância com os resultados de interação obtidos por cromatografia em colunas de Sephadex e

determinação da D L & 0 em camundongos'58 ' .

Quando se absorve o soro anticrotálico do But an tan com quantidades crescentes de crotapotin,

sem obtenção de precipitados, e junta-se quantidades iguais ou crescentes de fosfolipase A observa-se a

participação decisiva da crotapotin na reação antfgeno-anticorpo, como se vê nas Figuras 11 e 12.

Quando o soro anticrotálico é absorvido com fosfolipase A e ao sobrenadante da reação junta-se

crotapotin, esta etapa do processo não acusa formação de precipitado, e quando o soro é absorvido

primeiro por crotapotin, a curva de fosfolipase A não é quase alterada.

Os resultados expressos na Figura 13, onde se utilizou crotapotin I 2 5 I , confirmam a

participação da crotapotin na atividade imunologica da crotoxina. Quando se incubou o soro

anticrotálico com crotapotin radioativa, seguido de branco onde se incubou igualmente o soro normal de

cavalo com a mesma crotapotin radioiodada, e depois fez-se eletroforeses, demonstra que: não há iodeto

radioativo livre na proteína radioativa, conforme a -orrida de 1 hora,quundo crotapotin I 2 S I é incubada

com soro normal de cavalo, ela se liga a albumina e não a gamaglobulina; a incubação da crotapotin
I 2 5 I com soro anticrotálico denota a formação de complexo antígeno anticorpo permanecendo na

origem da semeadura; a crotapotin ' 3 s I sozinha migra dando Rf diferente de quando complexada com

anticorpo ou carregada por albumina.

Tanto crotapotin, fosfolipase A, como crotoxina (1 fosfolipase A + 1 crotapotin) mostram

eficiência na produção de anticorpos em coelhos, conforme Figura 15, embora crotapotin seja uma

proteína ácida.

As reações cruzadas observadas na Figura 16 fazem supor a existência de determinantes

antigênicos comuns ou semelhantes na fosfolipase A e crotapotin. A hipótese da existência de

determinantes "comprometidos" tanto de crotapotin como de fosfolipase A no processo de interação

para formar crotoxina fica evidenciada pelos resultados da Figura 16 e Figura 17, porque, a soma dos

precipitados da reação crotapotin-anticrotoxina com precipitados da reação fosfolipase A - anticrotoxina

é signifícantemente maior do que o precipitado obtido na reação crotoxina-soro antiaotoxina.

Durante o processo de purificação das frações do veneno de cascavel, vinha se notando uma

contaminação freqüente na crotamina por crotapotin. Interações realizadas em coluna de filtração em gel

de Sephadex entre crotapotin e crotamina confirmaram a existência do complexo entre as duas

proteínas1581. A determinação da D L 6 0 da mistura 1:1,, crotapotin + crotamina, aumenta de 4 vezes •

potência da crotamina'4 8 ' . Para sanar dúvidas e esclarecer a formação de complexo crotapotin-crotamini

lançou-se mão de reações imunológicas. A utilização do soro específico anticrotapotin demonstra que •

proporção molar de união das duas proteínas deve ser 1:1,e que essa interação não deve mascarar

determinantes antigínicos de crotapotin. Esse resultado pode ser analisado na Figura 19, pois que as

curvas de precipitação para t:1 ,e 1:2 Icrotapotinicrof^mina) são coincidentes.

B - Carbtmilacao da Crotapotin a Fosfolipase ," ' taraçõas

A homocitrulina, resultante da carbamilaçlo de eamino grupo das usinas, é altamente estável

am meio ácido a resiste a aquecimento a é determinada em analisador deaminoácidoi ' 6 8 ' .

e-carbamilisina, segundo o mesmo autor, decompõe linearmente durante 4 8 horas de uma hidrólise «cida

dando, em 22 horas, uma transformação da 24% de homocitrulina am lisina. No nosso caso, realizou-»

uma hidrôlíse ácida da 10 horas a somente foi determinado o número de resíduos de lisina qut não foi

transformado em homocitrulina. Pelos nossos ensaios baseados no trabalho de NAKAGAWA et al i i 1 4 7 1 e

STAFK et alii ' , observou-se uma diminuição de 2 lisinas »m fosfolipase A e uma lisina na crotapotin

após carbemilaçfo de 8 horas.
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Segundo STAFK e STARK et aiíi , o cianato pode: ligar rapidamente a grupos

carboxflicos a pH 5, mas entre pH 7 e 8 não se processa a reação; reagir com cisterna, mas pelo

doseamento de grupos sulfidrflicos livres verificou-se a inexistência de SH acessíveis tanto em crotapotin

como em fosfolipase A. Portanto a possibilidade da interferência de cianato em grupos carboxilicos e

cisterna é afastada. No caso em questão, não foram utilizados nem uréia nem cloreto de guanidina167'

para desenrolar as moléculas protéicas para se conseguir uma carbamüação total inclusive dos N H 2

terminais, justificando assim a baixa quantidade de Usinas modificadas. Não foi necessário determinar

hidantoinas formadas pela ciclização de amino terminais1661 nas proteínas estudadas, porque hidantoinas

se formam em pH ácido.

A literatura cita «ilgum.is modificações eft.-itiddas no sentido de estudar a importância de lisinas

na toxicidade e antigenicidade de algumas toxinas ofídicas. Assim, TU et alii modificaram as lisinas

das toxinas a e b de Laticauda semifaciata com o-metilisouréia, bloqueando 3 e-amino grupos em a e 4

ou b e-amino grupos em b, concluindo que as lisinas não são essenciais para a toxicidade. CHANG et

a l j j d3 , i 4 ) e m 1 9 7 1 trabalharam com cobrotoxina de Naja naja atra, KARLSON et a l i i ( 3 ; ) e COOPER
í 1 Al

et ai com Naja naja siamensis e concluíram que a modificação de lisinas não acarreta perda de

atividade tóxica. YANG modificou amino grupos livres da cobrotoxina com fluoresceína everificou

um decréscimo da toxicidade sem afetar a antigenicidade, o que fez sugerir que os sítios antigênicos da

cobrotoxina são diferentes dos sítios de atividade tóxica. V I U OEN et a l n l 7 6 ) tratou a fofolipase A do

veneno de Bitis gabonica com piridoxal 5'-fosfato observando queda da atividade enzimática. HENDON

et ai , por merilação de crotoxina, crotapotin e fosfolipase A, bloqueando respectivamente 6, 1 e 6

e-amino grupo de lisinas, estudaram a queda da letalidade destas proteínas modificadas, em

camundongos.

A carbamilacâo úe crüiapotin não leva à modificação do espectro de absorção em ultravioleta

quando comparado à proteína nativa. Quanto â imunoprecipitabilidade, a crotapotin carbamilada indica

apresentar pelo menos uma lisina comprometida no processo imunológíco de reação antígeno-anticorpo.

Um crotapotin carbamilada + 1 fosfolipase A formam crotoxina'carbamilada' também com reatividade

diferente da crotoxina quando testada frente ao soro anticrotoxina, indicando que provavelmente a lisina

carbamilada comprometida na imunorreatividade da crotapotin, fica "livre" ao interagir com a

fosfolipase A.

0 processo de carbamilaçâo da fosfolipase A, durante 8 horas de reação, leva a bloqueio de

somente 2 e-amino grupos e como não causa alteração de atividade enzimática nem antigênica e

considerando o não conhecimento da seqüência completa de aminoácidos da enzima referida, nSo *

pode afirmar da importância dos seus e-amino grupos de lisinas nas interaçSes estudadas

C — Modificação do Argininas da Crotapotin e FoifolipaM A. Interações

Modificação química eletiva dos resíduos de arginins na proteína sob condições brandas i

desejável para uma série numerosa de propósitos, essencialmente se se ligar à definição de sítios ativos da

enzimas, determinantes antigênicos de proteínas e demais atividades biológicas145-721. Daí, a utilização

do reagents fenilglioxal para estudar resíduos de arginina nas moléculas de crotapotin e fosfolipase A.

Fenilglioxal ao reagir com grupo guanidino da argínjna dá origem a um derivado qua contém

duas moléculas de fenilglioxal por grupo guanidino, suficientemente estável a pH ácido. Mas. a pH

neutro ou alcalino, o composto w decompõe lentamente e até 80% da arginina original pode sar

regenerado pela incubação do derivado na presença de excesso do reagente por 48 horas, 37° C, pH 7,0.

A instabilidade de di(fenilolioxal)-argiriina na proteína, dá lugar a uma limitação para identificar

e separar os resíduos modificados, porém a reação de Sakaguchi demonstrou o bloqueio do grupo

guanidino das argininas a pH 8,0 nas moléculas de fosfolipase A (Tabela V I ) .



65

(ÇH. I ,
NjC-C-HN-CH-COOH

s-7 . ~r estrututa I estrutura II

Ç ( formula mais provável)
NN

H.C-C-HN-Ç-CQOH H 0
N

Estruturas Alternativas para di(fenilglioxal)-acetilargininal7ZI

Considerando a rápida reaçSo de arginina com fenilglioxa' entre pH 8,0 a 9,0, e baseado na
inativaçâo de ribonuclease1721 com mesmo reagente, obtivemos uma inativaçJo total da fosfolipase A em
10 minutos de reação a pH 8,0, nâo se obtendo nenhuma modificação na atividade enzimática a pH 6,0
(Figura 21).

Histidina, cisterna, triptofano, asparagina, glutamina, glicina e lisina reagem com fenilglioxal
aproximadamente 10% em 24 horas de reação nos valores de pH compreendidos entre 5,5 e 9,0 . O
reagente pode também combinar com e-amino grupas de lisinas porém muito lentamente, ocorrendo o
mesmo com alfa amino livres'72', portanto nJo foram levadas em consideração possíveis modificações
sofridas por outros aminoácidos que nío a arginina.

TU et ali i '7 5 ' trataram as toxinas a e b de Laticauda temifaciata com 1,2-cicloexanediona Min
obter modificação na toxicidade. O mesmo reagente foi utilizado por PATHY e SMITH154 ' estabilizando
o complexo na presença de borato a pH 9,0.

Outra toxins modificada com fenilglioxal foi a cobrotoxína cujos autores YANG «t alii
determinaram a inativeçSo da toxina em funçio do pH • tempo de reaclo, observando que embora
inativa totalmente • toxicidade, a antigenícidade sofre somente um decréscimo na precipitação
quantitativa com o aumento do número de argininas bloqueadas, nfo atingindo, porém, uma inativaçJo
total da reaçío antfgeno-anticorpo.

A pH 6,0, reaçío de Sakagucní positiva, houve baixa modificação de aryininas da fosfolipas* A
por fenilglioxal (Tabela VI), nlo obtendo iltnraçio alguma de atividade enzimática ou imunologici nas
proteínas estudadas (Tabela VII e Figura 21).
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As argininas parecem nSo interferir na atividade imunológica de crotapotin, como demonstram
os resultados da Tabela VIU. Porém, as argininas da fosfolipase A estão envolvidas na atividade
enzimática e imunológica da proteína devendo, provavelmente, participar dos determinantes antigênicos e
do sítio ativo enzimático.

D - Tirosinas na Interação Crotapotin-Fosfolipase A

As tirosinas de toxinas ofídicas foram estudadas por CHANG et al i i1 1 3 1 e CHICHEPORTICHE
et a l i i " 7 ' que trabalhando com cobrotoxina Naja naja atra. bl^uearampor nitraçao as Tyr 5 5 e I yr35i
e concluíram que Tyr 35 não interfere na atividade biolòyita e que Tyr 25 é essencial para manter a
c o n f o r m a ç ã o da toxina bem como a atividade biológica da mesma. H E N D O N •
FRAENKEL-CONRAT132 ' verificaram que a iodação da crotoxina não causa alteração da toxicidade.

Considerando as nossas condições de iodação da crotoxina, utilizando l 3 I I N a , pode-se
estabelecer que: as tirosinas da crotapotin, duas, e da fosfolipase A nove, não estão igualmente expostas
para a "marcação" pois a eficiência de iodação foi aproximadamente 2,5 vezes maior em resíduos de
tirosina da fosfolipase A do que da crotapotin; deve haver tirosinas envolvidas no processo da formação
de crotoxina e, quando se iodou, não se obteve relação 1 quando considerada a atividade específica de
crotapotin relativa à atividade específica de fosfolipase A (em /iCi/pg de tirosina); se as tirosinas de
crotoxina estivessem todas igualmente receptíveis a iodação, a relação de atividades especificas de
crotapotin para fosfolipase A deveria ser 1:4,5 correspondendo a du.is tirosinas da proteína ácida e a
nove tirosinas da básica ao invés de 1.290/iCi/^imol de crotapotin 14.463 jiCi/fimol de fosfolipase A,
que significa t 11. Os dados sugerem ainda a existência de tirosinas expostas na superfície de crotoxina,
iodáveis, que não interferem na atividade antigênica de crotapotin e fosfolipase A e, existem tirosinas
não "marcáveis" com l 3 ' l N a que parecem estar envolvidas na interação proleína-proteína para formar
crotoxina.

E - Irradiação de Crotapotin • Fosfolipase A

Recentemente, tem recebido atenção especial a possibü dade de atenuação das toxinas por
ir/adiacão gama, para emprego na preparação de anti-toxinas'3 9-4"-6 1 '6 3 '7 0 ' , e sempre que possível é
feita uma correlate entre inativaçJo da proteína e sua mudança estrutural14 '42 '63 ' , pois o problema
chave da química de radiação das proteínas é justamente a correlação entre as mudan-.as
conformacionaís e a queda da atividade biológica. A queda desta atividade tem sido atribuída 3
alterações químicas de alguns aminoácidos, como os do centro ativo de enzimas à quebra de pontes
-S-S-. 0 «feito da radiação ionizante a baixas doses, em solução, é inicialmente denaturar a proteína
resultanto no rompimento das pontes de hidrogênio originais e formação de outras ligações. A proteína
pode precipitar, como no caso da albumina, mas isto não significa que houve perda total de
atividade171 '781.

O estudo das propriedades imunolôgicas realizado em muitos experimentos demonstra que a
irradiação leva a um decréscimo da antigenicidade, assim a ovoalbumina irradiada a seco retém somente
37% da atividade original com dose de 65 Mrad, ao passo que irradiada em solução a 1% retém 37% da
atividade a dose de 24 Mrad1421 .

Em nossas experiências, uma dose gradativa de 20 a 600 Kred em solução da 1 mg
crotapotin/ml, qua tem 6 pontes de enxofre, nío leva a alteraçfo da Imunorreetfvidede embora
demonstre uma mudança da -bsorção em ultravioleta. A fosfolipass A, com 6 pontas de enxofra, • uma
dose de 500K rad precipita totalmente, talvez atribuído a formaçto de polímeros'11'. A mesma enzima
submetida a uma mesma dose gradativa de radiaçfo demonstra uma pequena queda na atividade
enzimitica a 100 e 2O0K rad embora nJo haja modifictclo da atividade antigtnica.
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A literatura cita trabalhos com irradiação de toxinas ofídicas • • nSo purificadas

devidamente, por exemplo em condições naturais, as quais representam uma mistura complexa de
proteínas e outios compostos que, quando submetidas a irradiação, faz-se necessário considerar a

possível existência de protev5o mútua dos componentes presentes na amostra. Uma seletiva modificação

do efeito da radiação sobre vários constituintes dos venenos de cobras pode ser obtida pela escolha de

compostos a adicionar, levando em conta que muitos experimentos mostram que a radiação pode

provocar desenrolamento das moléculas de proteínas, tornando-as mais sensíveis a fatores químicos e

facilitando o preparo de toxóides e vacinas nos casos onde são impossíveis de serem obtidos por outros

métodos.

No caso da crotapotin e fosfolipase A faz necessário a irradiação a seco porque a 500K rad ocorre
precipitação da fosfolipase A, apesar de numa dose relativamente baixa de radiação, já se notar
motíificaç3o da estrutura e atividade biológica sem alterar a antigenicidade.

5 - CONCLUSÕES

1) A c ro tapot in é imunologicamente ativa, formando complexo solúvel com soro
anticrotálico comercial do Instituto Butantan, e quando purificada, a partir de crotoxina,
é imunogênica para coelhos produzindo soros imunes.

2) A fosfolipase A da crotoxina, sem dúvida alguma, tem maior participação na atividade
imunològica da toxina.

3) A interação 1 mol de crotapotin: 1 mot de fosfolipase A para formar crotoxinu parece
envolver mascaramento de alguns determinantes antigénicos de ambas proteínas.

4) Crotapotin interage com crotamina e, na proporção exata de potenciação de crotamina
por crotapotin, (1:1), os determinantes antigènicos da crotapotin não estão envolvidos.

5) Um epsilon amino grupo da lisina da crotapotin está envolvido no processo imunológico
da mesma.

6) As argininas de crotapotin não estão nos determinantes antigènicos; argininas da-
fosfolipase A participam da atividade antigènica e biológica da mesma.

7) A crotapotin tem pelo menos uma tirosina "livre" na superfície quando está ligada com
fosfolipase A formando crotoxina; a fosfolipase A apresenta tirosinas mais iodáveis do
que crotapotin, sendo a eficiência de marcação das tirosinas da enzima com ' J l INa, 2,6
vezes maior do que as tirosinas da crotapotin; crotoxina apresenta tirosinas nío expostas
I 'marcação', provavelmente envolvidas no processo de interação crotapotin-fosfolipase A.

8) Fosfolipase A em solução aquosa a pH 7,0 precipita com dose de irradiação gama d* 500
Krad, e, apresenta uma correlação entre perda de atividade enzimítica e aumento da dose
de radiação. Crotapotin não altera sua antigenicidade com irradiação gama «té 500 Krad.

ÍÉNOICE

As figuras das lâminas de imunodifusSo efetuadas para acompanhar as reecftes de Imunoprtcl-
piuçlo se acham expostas neste apêndice.
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Figura A l - Imunodifusfo do» Sobranadantes dai. RaapSet dt Imunopracipitaçlo d* FotfollptN A (B)
oom Soro Anticrotálico do Instituto Butantan. Os Sobrtnadtntt* Twtadot foram os da
Primeira Cantrifugaçio Após a Raaçlo das Amostras. 1, 2, 3, 4, B sfo Raspactlvamanta
Sobrtnadantas das R*aç9as da 600, 400, 300, 200 • 100« da Fosfollpast A com 0 ^ ml
da Soro I muna.
As Oifusfias foram EfatuadM tm Agarosa a 2%, Tampão Fosfato pH 7,0, 0,1 M. Aptft
Lavagam a Sacagtm, as Lâminas foram Coradas com Nagro da Amkto
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Figura A2 - Imunodifuslo dos Sobrenadantes das Reações de Imunoprecipitaçlo das Interações Crota-
potin (A): Fosfolipase A (B) = AB., com Soro Anticrotilico do Instituto Butantan (Ab).
1, 2, 3, 4, 6 Representam Respectivamente os Sobrenadantes das Reações de 100, 200,
300,400 a 600 t/ç de AB com 0,2 ml de Soro Imune.
As Difusfles foram Efetuadas em Agarose 2%, Tamplo Fosfato pH 7,0,0,1 M. Após Lavagem
e Secagem, Coloração com Negro de A-^ido, a Lamina Representa: 1 - 100, 2 - 200,
3 - 300,4 - 400,6 - 600 w de Interação Crotepotin-Fosfolipase A
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Figura A3 - Imunodifutlò d« Crotapotin (A), Crotamina (Cr) a Suai Interao5et 1A + ICr, 1A + 2Cr,
Contra Soro Anticrotapotin. Ai Difusâet foram Efetuadas em Agarow 2%, Tamplo
Foifato pH 7,0, 0,1M. Apó» Lavagem a Secagem, ai LJminas foram Coredat oom Negro
de Amido
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Figura A4 - Imunopracipitaçfc d* Amostrai da R M Ç I O da Crotapotin (A) a Fotfolipaia A (B) com
Fanilglioxal Contra Soro* Espacfficot Antlcrotapotin (AbA) a Antlfoifollpau A (AbB)
1, 2, 3, 4, 6 ,6 , 7, 8 Corratpondam Ratpactivamantt a 6, 10, 20, 30 minuto» a 1, 2 ,4 a S
horai da Raaçfo oom FanilglioMl. A Limtna V Raipratanta Raaç0ai àt FoifolfpaM •
pH 8, com Fanilglioxal
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Figura A5 - Imunodifusfo da Crotoxina ' J ' I (O Contra Soro Anticrotoxina (Abc), Foifollpa» A
" ' I (B) Contra Soro Antifoifolipai» A (ABB) a Crotapotin I J I I (A) Contra Soro Anti-
crotapotln (AbA). Apót Difuilo am Agarow a 2%, n Liminas foram Coradn com Nagro
da Amido
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Ab.

Imunodifuslo - da Fosfolipaw A IB) « Crotapotin (A) Irradiadas Contra Soro Antifot
folípaM A (AbB) a Soro Anticrotapotin (AbA).
1, 2, 3, 4, 6 ,8 Correspondam Raspactfvamanta a; Sam Irradiar, Irradiada* a 20, 60, 100,
200a 600 Krad
Apót Difuslo, am AgaroM a 2%, ai Lâminas foram Coradai com Nagro da Amido
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ABSTRACT

Crotamine and crotoxin with the subunits - phospnolipase A and crotapotin — wore obtained by purification

from Crotakis durneus nrrificut venom.

Interaction studies of the subunits using crotalic antiserum produced in Butantan Inttitute. indicated that:

crotoxin is formed of crotapotin and phospholipase A with the molar ratio of 1 to 1; using crotapotin labelled «Mi

136- iodine it was shown the presence of a soluble complex with the same antiserum.

Immunological precipitin reactions were carried out with rabbit specific sera produced against crotapotin,

phospholipase A and crotoxin (crotapotin • phospholipase A). Crotapotin showed to be antigtnic; crotapotin and

phosphoiipase A presented similar antigenk determinants; crotoxin antiserum reacted with the single component»

crotapotin or phospholipase A; when crotapotin and phoephohpasa are mixed to form synthetic crotoxin some

antigenic determinants were masked in the process of interaction.

Crotamine. a strongly basic protein, interacted with crotapotin 1:1, without hidden antigenic determinants

once the maximum of precipitation was obtained with the proper antiserum for crotapotin.

Carbamilation of lysines residues of crotapotin produced a decrease of the immunological activity suggesting

that, at least, 1 lysine is a part o1 the antigenic site of crotapotin; carbamilation of two lysines of phospholipase A did

not modify the enzymatic and immunological activities of the enzyme.

Arginine residues of crotapotin and phospholipase A were blocked hy reaction of guanidinum groups with

phenylglyoxal at different pH values. Enzymatical uctnrity of phospholipase A appeared to be dependent of pH and

reaction time. Arginines of crotapotin did not appear to be important in the immunological properly.

Crotoxin :adioiodinated with N a l 3 ' l and their separation through OEAE Stphedex A-25 in crotapotin I J I I

and phospholipase A I 3 I I showed that the tyrosines of phospholipese A are mor* susceptible to labelling than

crotapotin.

Gamma irradiation of aqueous solutions of crotapotin and phospholipase A produced modifications in the

ultraviolet spectra. A decrease of the enzymatic activity occured as • function of radiation dosis. Immunological

activities of crotapotin and phospholipase A were not altered.
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