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ASPECTOS IMUNOQUIMICOS DA CROTOXINA E SUAS SUBUNIDADES

Atsuko Kumagai Nakazone

RESUMO

A partir do veneno bruto de Crotalus durismsus terrificus, foram purificadas a crotamina, a crotoxing ¢ sums
subunidades fosfolipase A e crotapotin.

Estudos de interagac, utilizando soro anticrotalico do Instituto Butantan, revelaram que a crotoxina & formads
de interag30 crotapotin-fosfolipase A na propor¢do molar 1:1. O emprego de crotopotin marcada com ddo-125 indica
formag3o de complexo soluvel com soro anticrotélico.

Soros especificos produzidos em coelhos contra crotapotin, fosfolipase A e crotoxing {crotapotin + fostolipase
A} demonstram, através de reaches imunolégicas de precipitag3o que: crotapotin & antigdnica @ produz soro
anticrotapotin; crotapotin e fostfolip A apr um ou mais determinantes antiginicos semelhantes ov comuns; 0

SO0 anticrotoxina reage com crotapotin ¢ fosfolipase A, mas a interagao crotapotin-fosfolipase A para formsr crotoxine
deve mascarar determinantes antigénicos.

A crotamina, proteina fortemente basica, interage com crotapotin na proporgao 1:1 semn mascarer
determinantes antigénicos de crotapotin apresantando, nessa proporgao, méxima precipitag3o com O 3070 anticrotapotin.

As lisinas de crotapotin e fosfolipase A modificadas stravés de carbamilascdo levam: 4 queds de atividede
imunolfgica de crotapotin, sugerindo que uma lisinda possa participser de determinante antigénico de mesma; 4

carbemilagdo de duas lisinas de fosfolipase A, nio nem s atividade imética nem @ i iogice de

O bioqueio de grupos guanidi das argini de crotapotin @ fosfolip A com fenilglionsl 8 diferentes
valores de pH demonstra que: a atividade enzimética da fosfolipase A ¢ instivade a pH 8,0. Em pH 6,0, mesmo com
tempo prolongado de reacao, as atividades enzimatica @ imunoldgica permanecem inelteradas; & argininas de crotepotin
ndo devem estar localizadas nos determinantes antighnicos da mesma

A crotoxina radioiodada com '3'INa & passade em DEAE Sephadex A-25 mrviu pwa estudo de tirosines de
crotapotin e fosfolipase A, M4 tirosinas em fosfoli A mais radiciodéveis do que tirosinas de crotepotin.

A irs tiaglo de crotapotin ¢ fosfolip. A, am 0lugi com bombe de “Co, ob taxss de dows
verisndo de 20 s 500 Krad, determina: modificacdo no espectro de sbsorcdo em ultraviolets; diminuicdo da stividede
enzimética de fosfolipess A em funcdo de dose de irradiscso; permandncis de stividade imunolégica de crotapotin @
fostolipase A

1 - INTRODUGAO E PROPOSITO
A — Considerscdes Gerais sobre Crotoxina, Fosfolipase A, Crotapotin ¢ Crotsmins

A crotoxina, principio neurotoxico do veneno de Crotalus durissus terrificus, foi isolada pels
primeirs vez em 1938 sob formg cristalizada por SLOTTA ¢ FHAENKEL-CONHAT‘“’, ¢ por longo

Aproveds pars publicacBo em Junho’/1878.



tempo foi considerada prototipo de proteina homogénea, cristalizdvel, com propriedades neurotoxicas e
fosfolipasicas.

NEWMANN e HABERMANN‘E‘O’, em 1955, prepararam uma fragdo tOxica com baixa atividade
fosfolipasica e acharam que a verdadeira toxina era a crotactina, porém essa substancia nunca mais foi
conseguida com grande pureza & quantidades suficientes para confirmar o fato.

HABERMANN‘“‘, em 1957, purificou a fosfolipase A com baixa toxicidade a partir da
crotoxina altamente toxica, por meio de cromatografia em alumina, com recuperagao da atividade
enzimatica de 100%, indicando que houve remoc¢do de “inibidor” simultaneamente presente no veneno.
Face a esta evidéncia e 2 confirmacdo de que a toxicidade e atividade enzimdtica de outros venenos
{abelhas e cobras) eram atribufdas a diferentes constituintes, HABERMANN(ZH, em 1968, retomou as
investigagdes daquela “enzima toxica” de SLOTTA e FRAENKEL CONRAT!64).

Data de 1971 os trabalhos de HABERMANN e RUBSAMEN'29' BREITHAUPT et a''?,
HENCON e FRAENKEL-CONRATH” sobre as primeiras separacdes de crotoxina em virias fracOes
utilizando CM celulose ou DEAE celulose. Os dois primeiros trabalhos citam duas fracGes principais
identificadas como: uma proteina fortemente basica, fosfolipase A, apresentando toxicidade
relativamente baixa; uma proteina acida destituida de qualquer atividade nos testes realizados. A
recombinacdo das duas fracGes restabelece a toxicidade da crotoxina. Porém, "in vitro’’, o potenciador
da toxidez inibe a acdo enzimatica da fosfolipase A. A proteina acida foi denominada crotapotin que
significa: substancia do veneno de Crotalus que potencia a toxidez e inibe a atividade enzimatica da
fosfolipase A.

HENDON ¢ FRAENKEL-CONRAT!3') estabeleceram o pesc molecular das  proteinas
componentes da crotoxina através de determinacao da composicdo em aminoacidos, apds purificacdo em
DEAE celulose, constatando valores de 8.400 para crotapotin e 13.000 para fosfolipase A. Os autores
acharam que a mdéxima atividade é recuperada quando se junta crotapotin mais duas vezes . excesso de
fosfolipase A, correspondendo & composi¢do de crotoxina, frisando a possibilidade de haver fendmeno
cooperativo de duas proteinas ndo toxicas para produzir a neurotoxidade da crotoxina.

RUBSAMEN et aliv'sg’, em 1971, por cromatografia da crotoxina em CM celulose, chegaram
também a separar uma proteina fortemente basica e uma proteina acida verificando que fosfolipase é
aproximadamente 5 vezes menos toxica que a crotoxina, com atividade enziméatica 4 veze: superior. A
crotapotin € desprovida de toxidez e de atividade fosfolipasica, contudo sua combinacdo com fosfolipase
A pode aumentar até 12 vezes a toxidez desta poré:n inibindo a atividade enzimética.

Existem discrepancias na literatura quanto a valores de peso molecular dessas fracoes protéicas.
BREITHAUPT et al('o’,‘em 1972, considera o peso molecular de crotapotin = 14,000 e de fosfolipase
A = 16.000. BREITHAUPT et alii“z’, em 1974, purificaram as fracOes da crotoxina até homogeneidade
obtendo peso molecular e ponto isoelétrico para crotapotin, 8.900 e 3,4 ;e para fosfolipase A, 15.800 ¢
9,7, respectivamente. '

Os dados obtidos por fiftragdo em gel revelaram que o mondmero de crotapotin, de peso
moiecular 8.900, consiste de pelo menos duas cadeias peptidicas de aproximadamente 4.000, unidas por
ligacdes disulfidicas, e a fosfolipase A apresenta uma simples cadeia polipeptidica com tendéncis a
formar agregados dimeros, tr(meros e tetrdmeros, em solugdo de baixa for¢a idnica. Ndo hd grupos
sulfidrilicos livres detectiveis nessas proteinas. Apds reaucdo, carboxamidometilagdo e filtragio em gel,
os autores''?) conclufram que a crotapotin é formada por quatro cadeias: A,, A;, B e C, sendo es duss
Gitimas nBo detecviveis por absorc3o a 280 nm porque tirosinas e t/iptofanos se localizam nas cadeiss A.
As quatro cadeias ndo sSo capazes de isoladamente potenciar a toxicidade de fosfolipase A, nem inibir a
stividade enziméitica de mesma. Os autores verificaram a existdncia de sete pontes S-S em fosfolipass A.
Na crotapotin nativa, somente o aminoécido terminal da cadeia A foi detectével, mostrando ser resfduo
de serina, o que confirma o achsdo de FRAENKEL-CONRAT e SINGER'?®' om 1968, que



descreveram o residuo amino terminal da fragio soluvel em sgua do derivado da crotoxina como sendo
serina.

BREITHAUPT et alii''"’, em 1975, ¢ BREITHAUPT'®) em 1976, isolaran 135 fostolipases A
de crotoxina: duas basicas, com mesmo ponto isoelétrico, mesma atividade enzimdtica, mesmes
propriedades imunologicas e mesia texicidade ; 2 terceira, Scida, com atividade enzimdtica igual 3s
tésicas, porém, ndo téxica e com atividade antiginica diferente. Somente as fosfolipases bisicas de
Crotalus t8m sido descritas como formacoras de complexo com crotapotin que potencia 3 toxidez da
enzima.

No que diz respeito a sequenciacio de aminoacidos de crotoxina e suas subunidades, somente o
trabalho de OMORI-SATO et alii'®' de 1975 mostra em breve comunicagdo uma analise parcial da
fosfolipase A.

HENDON e FRAENKFL-CONRAT'3?! em 1976, discirtem a alta neurotoxicidade de Urotalus
durissus terrificus sugerindo ser resultados do sinergismo entre as proteinas da crotoxina. Crotapotin e
fostolipase A reassociam entre pH4 e pH 7, restituindo a plena toxicidade da toxina, produzindo ©
mesmo efeito que quando injetadas separadamente. Os dados sugerem que a neurotoxicidade ndo é
deperdente da formacio do complexo, embora se admita a formacdo do complexo *in vivo”.

A crotamina foi isolada por GONCALVES e VIEIRA'Z3) em 1950, e estudada do ponto de
vista quimico por GONCALVES e seu grupouz'n'z”. A crotamina é uma toxina polipeptidica
altamente basica, de ponto isoelétrico 0.3, com grupo amino terminal tirosina, 3 pontes sulfidril e
auséncia de grupos tiéis(z"“) e estd presente em venenos de cascavéis de certas regides. Com o
progresso da analise automatizada de composi¢io de icidos aminadas por Moore e Stein, as discrepancias
quantitativas de resultados anteriores foram corrigidas, possuindo a crotamina 44 residuos de acidos
aminados e peso molecular 4.890. Recentemente, a crotamina foi estudada do ponto de vista
farmacologico por CHEYMOL et ai'1%-18) ¢ BRAZIL et a8 A sequencia¢cdo dos aminodcidos da
crotamina foi realizada por LAURE'40)

B — Interagdo Proteina-Proteina. Aspectos Imunolbgicos

Os venenos animais, inclusive os offdicos, sdo proteinas fortemente antigénicas que produzem
anticorpos capazes de neutralizar os efeitos tdxicos correspondentes.

A partir de 1922 reconheceu-se que toxina e antitoxina eram capazes de precipitar quando em
propor¢Bes 6timas, 0 Qus levou RAMON a desenvolver um método “in vitro” para dosagem das
antitoxinas. O estudo quantitativo das reacBes de precipitagdo especifica iniciado em 1929 por
HEILDELBERG e colaboradores, introduzindo método analftico preciso, foi o marco inicial da
imunoquimica moderna. As reacdes toxina-antitoxina revelam curvas inteiramente semelhantes 3s obtidas
com outros sistemas precipitantes anti-proteinas dando curvas do “tipo cavalo” ou “tipo coelho”.

No soro de cavalo, animal geralmente utilizado para a producdo de soros antitdxicos em larga
escala, como no caso do soro anticrotdlico do Instituto Butantan, as antitoxinas estSo sssociadas 8
imunoglobulinas 7S das seguintes classes: no infcio da imunizacdo, a IgG (mobilidade gama 2) ; no fim de
hiperimunizacfo a YG (mobilidade gama 1) denominada IgGT'7). Enquanto ss entitoxines 1gG do
curvas de precipitagfo do “tip~ coelho”, as antitoxinas igGT d3o fioculaclo de Ramon, com curve
tipicamente campanular, xibindo zona nftide de excesso de antigeno. No entsnto, em cosiho, @
antitoxina estd ssmpre associada a 1gG dando curvas de precipitacBo do “tipo coslho”.

As primeiras reacBes quantitatives entre fracBes do veneno crotblico (crotoxina) @ o soro do
Butantan datam de 1845 e 1847, realizades por BIER'®:®) GCNGALVES ¢ DEUTSCH'?Y . fizeram os

primeiros estudos qualitativos das fracBes protéicas imunologicamente ativas, por difusfo em ager,
utilizando soro anticrotilico do Butantan.



Quanto a estudos mais profunios referentes a antigemicidade das fracdes crotapotin, fostolipase
A # crotoxina pouco consta na hiteratura. BRE)ITHAUPT et alii“"”', em 1974 e 1975, citam somente
reacdes de aifusdo em nHlaca de agar e imunoeletroforese de fosfolipase A e crotapotin. Como resultado
dessas investigacdes, estabelecsu-se que losiolipase A pura forma linha de precipitagdo e que crotapotin
n3o peeipila com soro anticrotilico do Instituto Butantan. Nenhum trabatho se refere 3 imunizacdo de
animuts contra as proteinas componentes da crotoxina.

Nosso proposito volta-se 10 sentido de caracterizar o comportamento imunolbdgico c'a interagdo
crotapotin-fosfolipase A, verificando a atividade imunologica de ~mbas proteinas e a pussivel existéncia
de determinantes antiginicos obscurecicdos no proesso de interacdo. Com esse intuito, foram preparados
soros especilicns contra as subumdades da crotoxing e realizados 0s ensaios de interacdo
ocorrespondentes,

€ — Modificadores Estruturass: Blogueio de Alguns Aminoicidos, lodag3o e Irradiagdn dos Antigenos

Dentre uma gama enorme de técnicas para modificacdo quimicz de proteinas, abrangendo
blogqueio de quase todos os aminaicidos, 0 estudo mais eniatizado é o que relaciona estrutura-funcdo de
enzimas. O mesmo pode ser aplicado com sucesso 3s investigacDes voltadas a toxicidade-estrutura de
toxinas. Quanto ao estudo da interac3o antigeno-anticorpo devido a bioqueios nos determinantes
antigénicos, tem-se uma lonqga literatura prircipalmente do grupo de ATASS)!1.2.3.38.55)

Cobrotoxina é a toxina ma's estudada: assim, 3 modificacdo do grupo amino livre da hsina e
N-terminal com fluoresceing feita por YANG et alii(so’, em 1967, n3o alterou a antigenicidade embora
tenha diminufdo a toxicidade. Em 1970, YANG'7?! tez um estudo relacionando estrutura-atividade da
mesma toxina. No nosso estudo, bloqueou-se o € amino grupo das lisinas de crotapotin, fosfolipase A,
crotoxina e crotamina com piridoxal 5" fostato’ ' 7-69) porém sem obter dados conclusivos, pois
fostolipase A, crotoxina e crotamina precipitaram em presenca do bioqueador. O tratamento com
cianato para carbamilar os €-amino %rupo das lisinas, seguindo o método de STARK(GS'“'W', STARK
et alii'%%' ¢ NAKAGAWA et alii'*?' ¢ um dos processos adequados para modificag3o de proteinas. Os
€-amino grupo das lisinas, dois na crotapotin e nove na fosfolipase A, devido a sua grande reatividade,
podem representar papel importante tanto na formag3o da molécula de crotoxina como na interagdo das
subunidades com seus soros especificos.

Segundo os trabalhos de TU e alii”""”, modificacdes nas argininas n3o alteraram a
toxicidade das toxinas a e b de Laticauda semi fasciata. A alterag3o quimica dos residuos de arginina e
consequente inativacdo seletiva da ribonuclease A com fenilqlioxal”z’ e trabalhos de YANG et aliiw”
s3o métados simples e eficientes para bloguear guanidino grupo das argininas.

As tirosinas da cobrotoxina também foram modificadas com tetranitrometano e a atividade
téxica do veneno estudada por CHANG et alii'’3! ¢ CHICHEPORTICHE et alii''”). H& modificacBes
nas tirosinas da crotoxina, por iodagBo empregando '’'iINa'*3! e embora n3o haja alteraclo da

tividade antigani i : {18,32,41,43) : . e
ativi antigénica nas protefnas radioiodadas , Nosso propbsito é averiguar 3 participacio
da tirosina na interac3o rotapotin-fosfolipase A, através da utilizag3o de tragador radioativo.

Os danos causados pela radiaco gam: sobre proteinas é um dos primeiros ¢ mais estudados
problemas da radiobiologia. A irradiacSo de protelnus, em estado sblido ou em solucdo, mostra
mudancas quimicas e propricdades fisico-quimicas afetando estruturas primdria, secundéria e tercibris.
Estas modificacBes est3o evidentemente ligadas 3s alteracBes de atividade enzimdtica, hormonael e toxics
bem como das propriedades imunologicas, estudadas apds irradiacso'®42.63) SUNDARAN et alii!70
verificaram os efeitos da radiacSo sobre o veneno de Najs najs ¢ sobre 0 smu soro polivaients.
LAUHATIRANDA et alii'®®" verificaram as modificacBes causadses por irradiaclo com *°Co sobre
veneno de cotva da Ta'4ndia, no sentido de estudar as reacBes imunoibgicas. De todas as investigacBes
“ealizadas € curioso e importante assinalar que s propriedades sntiginicas de snzimass, hormdnios



protéicos ou venenos s3o mais radio-resistentes do guc suas ‘ungdes biologicas. Esses interessantes dados
da literatura nos levaram a investigacdo de ordem priméria e simples; a irradiag3o de crotapotin e
fosfolipase A serviu como mwio alterador da interagdo protefna-protefna nos nossos estudos.

2 - MATERIAL E METODOS
A — Material Biolbgico

— Veneno bruto de Crotalus durissus terrificus, seja crotamina positiva ou crotamina
negativa, foi adquirido comerciaimente 2e fornecedores particulares.

~ Soro anticrotalico, produzido no Instituto Butantan, foi comercialmente adquirido.
-~ Soros especificos anticrotapotin, antifosfolipase A, anticrotoxina (crotapotin + fosfolipase

A} foram obtidos por nds através da imunizaco de coelhos {(Nova Zeldndia, idade de 8
meses, 3 a 4 Kg de peso), conforme descric3o posterior.

# —~ Obwenclo de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotamina
1 - PurificagBo

Para obtencio das fracBes protéicas necessirias a0 desenvolvimento deste trabalho foi u‘ilizada
uma partida de 12g do veneno bruto crotamina positiva, e obedeceu-se O seguinte esquema de
mirificagdo, introduzindo algumas modificacBes nas técnicas empregadas por HENDON et ll“",
BREITHAUPT et alii'’2!, RUBSAMEN et alii'59':

FENINMA Ot PURIFICACRE

r veneno bryto ¢ acido scético
centrifunacio
recipitado sobrenadante
rdOSCIf!M'o)
-
3 .
o J Sephadex G-75
-
Pico 111 Pico 1V
{crotoxtna)} {crotaming)
! Mofity 1of1112agio
lucno
PMen 118 Pieo 1V
{rrotoxina) (crataming)
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22 etapa

Pico 111

(crotoxina)

Pico 1
(crotapotin s/ NaCl)

Vcfilizazao

SP Sephadex C-25

crotapotin s/ NaCl
THofi1{zacao

DEAE Sephadex A-25

crotapot‘n c/ NaCl

dessalificacio

e
V{ofi11zacdo

3! etapa

L

crotapotin s/ NaCl

Sephadex 6-75

Mofi142a¢do

v

CROTAPOTIN

SP Sephadex £-25

Pico 6
(fosfolipase A ¢/ NaCl)

dessalificacao
e
11ofi11zacao

Pico 6
{fosfolipase A)



42 etapa 52 etapa

N I 4
Pico 6 Pico IV
(fosfolipase A) (crotamina)
{
SP Sephadex C-25 SP Sephadex C-25
fosfolipuse A ¢/ NaCl crotam'l;a ¢/ NaCl
dessalificacdo dessalificacdo
e . e
Hofilizacao 110fi11zagdo
SP Sephadex C-25 Sephadex G-75
fosfolipase A ¢/ NaCl Hofilizacao
dessalificacao v
e CROTAMINA
lofilizacao
fosfolipase A s/ NaCl
Sephadex G-75
Hofilizacao

FOSFOLIPASE A



1.1 - 1a. Eupa: Filtraglo por Exclusio Molecular

300 mg de veneno bruto seco foram dissolvidos em 15ml de 4cido acético 01M e
entritugados a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi passado através de uma coluna de
Sephadex G-75(Pharmacia, Uppsala, Sweden)-previamente entumecido e equilibrado :m tamp3o
formiato de amonio pH 4,0, 0,1 M e livre de ar, de 4,1 cm X 35 cm. A eluicdo foi feita com o proprio
tampdo formiato, fluxo 45 mifhora, coletando 10 mi por tubo em coletor de fracdes refrigerado (Gilson
Medical Electronics, Wiscosin), acompanhada de monitoragio a 280 nm e graficada em registrador.

O material Jo pico Ill correspondente a crotoxina e do pico IV correspondente a crotamina
foram separados e liofilizados em Liofilizador Virtis, modelo 10-100, Gardiner, N. Y.

1.2 — 2a. Etapa: Cromatografia de Troca ldnica — Trocadora de Cations

50 mg do material do pico Hi foram dissolvidos em 10 mi de tamp3o formiato pH 4,0, 0,1M e
passados através da coluna de SP Sephadex C-25-{Pharmacia, Uppsala, Sweden)- previamente entumecido
em solucio 0,5M de formiato de amdnio, equilibrado a seguir em tamp3o formiato 0,1 M, pH 4,0, livre
de ar, de 0,9 cm X 30 cm. Um gradiente linear de NaCl de 0 a 3 M ern tampdo formiato pH 4,0, 0,1 M
foi utilizado para eluigio da amostra. Um conjunto Ultrograd da LKB ou um sistema de agita¢cdo da
Beckman serviram para fazer um gradiente homogéneo de acordo com a necessidade, coletando amostras
de 15 em 15 minutos no sistema coletor refrigerado Gilson,

O pico 1, crotapotin, foi coletado antes de ligar o gradiente. O material correspondente ao
pico 6, fosiolipase A, foi juntado e dessalificado em sacos de didlise, previamente tratados com uma
mistura piridina-anidrido acético 11 para diminuir a porosidade, contra 4gua deionizada até teste
negativo para fons cloreto por meio da reagdn com solugdo de nitrato de prata.

O material do pico 1 e do pico 6 dessalificados foram liofilizados e recromatografados,
separadamente, em colunas de SP Sephadex C-25 segundo o procedimento acima descrito.

1.3 - 3a. Etapa:
1.3.1 - Cromatografia de Troca Idnica-Trocadora de Anions

50 mg do material do pico 1, crotapotin, foram dissolvidos em 10 ml tamp8o formiato pH 4,0,
0,7 M e passados através de uma coluna de DEAE Sephadex A-25, previamente entumecido em solugBo
05M de formiato de amdnio e equilibrado em tamp3o formiato pH 4,0, 0,1 M, livie de ar, de
0,9 £30cm. Foi utilizado um gradiente de NaC) de 0 a 3M m tamplo formiato para eluir o pico
correspondente a crotapotin. O material coletado foi dialisado contra dgua deionizada até teste negativo
para Cl™ e liofilizado.

1.3.2 - Fiitraglo por ExclusBo Molecular

Para garantir a homogeneidade e dessalificacso da crotapotin, 10Q mg do produto acime
preparado foram dissolvidos em 10 mi de tamp8o formiato pH 4,0, 0,1 M & passados por uma coluns de
Sephadex G-76 equilibrado com mesmo tampdo, de 1,6 cm X 35 ¢cm. A elvicBo com tamp8o formiato

mostrou somente um pico protdico a 280 nm. A crotapotin assim purificada foi liofilizade e dessecads
até peso constante,

1.4 — 43, Etaps:



1.4.1 — Recromatogr.fia de Fosfolipass A, por Troca Idnica-Trocadora Catidnica

50 mq do material do pico 6 foram dissolvidos em tampdo formiato pH 4,0, 0,1 M e passados
através da coluna de SP Sephadex C 25, 0,9 cm X 30 cm e elufdos com soluclio gradiente salino 0-3 M
em tamp3o formiato conforme procedimento ji descrito.

O material correspondente ao pico fostalipass A repurificada foi coletado, dialisado e
liotilizado.

1.4.2 - Filtrag3o por Exclusdo Molecular

100 mgq de fosfolipase A acima obtida foram dissolvidos em 10 ml de tamp3o formiato pH 4,0,
0.1 M e passados por coluna de Sephadex G-75, 1,5 X 35 cm, coletados por eluicdo com o proprio
tampdo. 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 18nica-Trocadora Catibnica

50 mg de crotamina, pico 1V, obtidos no item 1.1, foram dissolvidos em 10 mi de tampdo
formiato pH 4,0, 0,1 M e passados em coluna de SP Sephadex C-25 de 0,9 X 30 cm. A eluicdo foi feita
com gradiente salino em tampdo formiato como se procedeu no item 1.2.1. O material correspondente
ao pico da crotamina foi dessalificado por diélise, liofilizado e recromatografado.
15.2 - Filtragdo por Exclus3o Molecular

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

pH 4,0, 0,1 M e cromatografados em colunas de Sephadex G-75 e elufdos com o proprio tamp§o. A
crotamina assim pura foi liofilizada e dessecada até peso constante.

2 — Anilise de Aminodcidos

Analisador modelo 120 C da Beckman foi utilizado para determinar a composicio em
aminoécidos das fracBes protéicas isoladas e purificadas.

2.1 — Padrilo de Aminocidos

Soluglo estoque padronizada de aminoécidos (Aminoacid Calibration Mixture — Beckmaen)
serviu para determinar as constantes relativas 3s éreas correspondentes a cada aminodcido.

Soluclo contendo 0,1 u mol de cads aminoécido em tamplo citrato 0,2 N, pH 2,2 foi snalisads
em: coluna de resina PA-35 (custon resin type PA-35-Beckman), sluindo-se com tamplo citrato 0,35 N,
pH 5,8 para sminodcidos bdsicos; coluna de resina AA 15 (custon resin type AA 15 — Beckman)
eduindo-se inicia!mentr com tamplo citrato 02N, pH 3,28 que foi depois substitufdo pelo mesmo
tamplo com pH 4,25, para aminodcidos dcidos e neutros.

2.2 — Crotapotin, Fosfolipase A e Crotamina
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250 pl de solusBes aquosas contendo crotapotin, fosfolipase A ou crotamina a 2 mg/mi foram
hidrolisados em meio dcido clorfdrico 6 M, e ampolas fechadas sob vacuo, durante 20 horas a 110°C.
Os hidrolisados foram secados, lavados com 4gua bidestilada por trés vezes. Os materiais assim tratados
toram dissolvidos em 500 ul de tampdo citrato e analisados segundo o procedimento do padrfo, usando
250 1} de amostras em cada coluna.

3 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A pureza de crotapotin, fosfolipase A e crotamina foi estudada também por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida, kvada a efeito no aparetho Canalco modelo 1200, segundo
instrucBes anexas ao equipamento. Todo o material, drogas e reagentes utilizados foram adquiridos da
Canalco.

3.1 — Eletroforese de Crotapotin

50 u! da sotug3o de crotapotin a 2 mg/mi de tamp3o uis-glicina foram usados para cada tubo de
gel. A eietroforese foi desenvolvida em tampio tris-glicina pH 9,5, empregando 3mA por tubo. A fixaclio
fci feita em solugdo a 12 de dcido tricloroacttico, a coloragio em coomassie blue® a 2%, e a
descolarag3o em 4cido acético:Aguametanol (7587550).
3.2 - Eletroforese de Fosfolipase A ¢ Crotamina

50 ul da solugdo de crotamina ou fosfolipase A a 2 mg/mi de tamp3o beta alanina-4cido acético
foram usados para cada tubo de gel. A eletraforese foi desenvolvida em tamp3o beta alanina-dcido
acético pH 4,3, empregando 3mA por tubo. Apbs a corrida, os géis foram fixedos em d4cido
tricloroacético a 12% e corados com coomassie blue. A descoloracio foi feita em solucfo aquosa
contendo dcido acético e metanol.
4 - Espectrofotometria

Estudos espectrofotométricos de crotapotin, fosfolipase A e crotamina purificadas, fomr‘a
efetuados em aparetho Carl Zeiss, modelo PMQ (1.
4.1 - Determinaglio do Conte(:do Protiico & Coeficients de Absorglo Molar

Pelo método de LOWRY‘“’, foram determinadas concentracdes das prote/nas e bassando-se no
peso molecular (PM) de crotapotin = 8,400, PM de fosfolipase A = 13.600, PM de crotamina = 4.890
foram calculados o3 respectivos coeficientes de absor¢3o molar.
4.2 - Espectros de Absorglio

Os espectros de absorcSo foram determinados em solugBes a pH 8,0, utilizsndo concentracbes

de 1,0 mg/mi para crotapotin, 0,5 mg/ml para crotamina ¢ 1,0 mg/mi pera fosfolipase A.

5 ~ Determinaclo da DI.so das Prominss Purificadas

A toxicidade de fosfolipase A, crotwmin: e crotoxina (fosfolipass A + crotapotin) foi
{*)  Coomassie Brifliant Blue R-250, BIO-RAD Laboratories.
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demonstrada em camundongos Swiss pesando cerca de 20 g cada animal. A DL, foi deteriminada pelo
processo de REED e MUENCH‘SH, injetando intraperitonealmente 0,2 ml das solucdes: 1/1, 1/2, 1/4,
1/8, 1/16 (partindo de 50 ug/mi de solugdo fisiolégica), em seis lotes de seis camundongos por protefna
As leituras foram feitas 24 horas apds as injecdes, e aplicou-se a seguinte equacdo:

50% — mortalidade a diluicdo logo abaixo

distdncia proporcional = - -
propo mortalidade logo acima-mortalidade logo abaixo

logarftmo da diluigo acima de 50% de mortalidade . . ... ... ... x
+
distancia proporciona) vezes log2 (fator de diluigdo) . . ... ... ... R
z

z = logarftmo da DL

6 — Determina¢do de Grupos Sulfidrilicos Livres

Para determinar grupamentos -SH livres de crotapotin, fosfolipase A e crotamina, empregou-se o
processo colorimétrico de ELLMAN“Q', usando como reagente o acido 5,5 ditiobis-2-nitrobenzdico,
Sigma, e ciste/na como padrdo.

6.1 — A reagdo foi realizada Je acordo com as modificagBes int-oduzidas por SIMIZU 162) 80
processo de Eliman.

0,50 m! de solugio contendo 0,1 mg de protefna; 0,88 ml de tampdo tris 0,1 M, pH 8,0;
0,03mi de EDTA 0,1 M, pH8,0; foram juntados e completados a 3,00 ml com &gua destilada.
Adicionou-se 3 mistura 0,02 ml do reativo de Eliman (20 mg de 4cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico para
5ml de tris 0,1 M, pH 8,0). Decorridos 10 minutos, determinou-se a absorbdncia a 412 nm contra
branco contendo somente tris, EDTA, 4gua destilada e reativo.

6.2 — Outro ensaio s procedeu da mesma forma que no item anterior, somente adicionando a0
meio 0,6 ml de uréia 10,0 M.

7 — Demrminaglo da Atividade Enzimética de Fosfolipase A

O método utilizado foi empregado por NEUMAN et a'5%), que ¢ um processo indireto onde a
lisolecitina, liberada da gema de ovo por acJo da enzima, age wobre as hemdcias provocando a lise. A
oxihemoglobina liberada ¢ quantificada no espectrofotdmetro a 578 nm,

7.1 — Foi iniciaiments determinada uma curva de hemdlise com fosfolipase A onde todos os
testes confirmaram a pureza do material como isento de contaminantes, inclusive dando DLSO igual 3
literstura. 0, 5, 20, 30, 40 e 50 ug de fosfolipase/50 ul de solucdo fisioldgica foram pipetados a tubos
contendo 50ul de gema de ovo e incubados por duas horas a 37°C. 4,9 ml da suspensfio, a 0,6%, de
glbbulos vermelhos lavados trés vezes em soluclo fisiologica, foram adicionados ds 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 espectrofotdmetro contra branco isento de fosfolipase A.

7.2 ~ Outras determinacBes da atividede enziméitica de fosfolipsse A foram feitas com soluclo

de 1 mg/ml de soluclo fisioldgica, calculando a porcentagem de homélise através da comparaclo com
fostolipase padr3o.
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8 — Detsrminaglo da Presenca do Fator de Coagulagiio
Para verificar a possivel contaminaclo das fracBes protéicas com fator coagulsnte, as smostras
foram colocadas em presenca de fibrinogdnia: 0, 100, 200 e 500 ug de fosfolipase A, crotapotin ou

crotamina foram juntados a 1ml de solucdo fisiolégica contendo 1 mg de fibrinognio humano
(preparado no Hospital das Clinicas da F M L.S.P.) e incubados 3 temperatura ambiente por 2 horas.

C — ReagBes Imunolbgicas

1— ReagBes de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotoxina (Crotapotin + Fosfolipass A} com Soro
Anticrotalico dn Instituto Butantan’

1.1 — Reagdes de Precipitina Segundo KABAT'36)

A uma série de tubos contendo quantidades crescentes de antfgenos (0, 50, 75, 100, 150, 200,
300), 400 e 600 ug de crotapotin ou fosfolipase A ou crotoxina em 0,8 mi -Je tampdo fosfato pH 7.0,
0,1 M) foram adicionados 0,2 ml de soro anticrotdlico. As amostras foram incubadas durante uma hora »
37°C e 24 horas a 4°C, centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos, os precipitados lavados com o mesmo
tamp3o fosfato a 4°C, A lavagem foi repetida por mais duas vezes. Os precipitados assim obtidos foram
dissolvidos em 1 m! de NaOM, 0,1 N, e quantificados a 280 nm no espectrofotdmetro.

Ao mesmo tempo, sobrenadantes da primeira centrifugaco foram testados por imunodifusio
em placa de agarose (Indubiose-A-37, L'Industrie Q. Francaise) para confirmar a zona de equivaldncia
antigeno-anticorpo, zona de excesso de antfgenos e excesso de anticorpo.

1.2 — Imunodifusdo Dupla Ralial

Imunodifusdo dupla foi realizada em placa de agarose para crotapotin, fosfolipase A e crotoxina
contra soro anticrotdlico do Butantan, segundo OUCHTER LONY!52.53) gobre 1amina comum de
microscopio.

2 — Reaclio de Precipitagdo do produto de intsragio Crotapotin Fosfolipas A

Foram prepatadas interacBes de crotapotin e fosfolipase A com seguintes proporcBes:

— 1 crotapotin + 1 fosfolipase A

84 mg de crotapotin + 13,8 mg de fosfolipase foram dissolvidos em 22 mi de tamplo
fosfato pH 7,0, 0,1 M.

~ 2 crotapotin + 1 fosfolipase A

16,8 mg de crotapotin + 13,8 mg de fosfolipase foram dissolvidos em 30,4 mi de tamplio
fosfato.

— 1 crotapotin + 2 fosfolipase A

?,4' mg de crotapotin + 27,2 mg de fostolipass forsm dissoividos em 35,8 mi de templo
osfato.

(*) Segundo a buls que acompenhs o soro comercisl, 1 mi de 801 7 neutralize, 1 mg de veneno bruto,
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2.1 — As trés interaghes protéicas acima preparadas foram pipetadas em diferentes tubos de
ensaio, ta! que cada 0,8 ml de tamp3o fosfato contivesse 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 600 ug 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 anticrotalico em cadoa tubo. As amostras, apds
incubacdo de 1 hora a 37°C sequido de incubacdo por mais 24 horas a 4 C, furam centrifugadas a
2.000 rpm por 10 minutos. Os precipitados foram novamente lavados e centrifugados, por mais duas
vezes, com tamplo fosfato a 4°C. Os precipitados assim obtidos foram dissolvidos em 1 ml de NaOH
0.1 N e gquantificados espectofotometricamente a 280 nm.

2.2 — Imunodifusio Dupla Hadial das Trés Amostras de Interacio

As amostras do item 2. foram semeadas =m placas de agarose contra soro anticrotdlico do
Butantan.

Os sobrenadantes da primeira centrifugac3o da reac3o de precipitina do item 2.1. também foram
utilizados para verificar a zona de equival®ncia e zona de excesso do antigeno e excesso de anticorpo.

3 - Reagdo de Absorgdo

3.1 - Aos tuhos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 600 ug de crotapotin/0,8 mi de
tampdo fosfato pH 7,0, 0,1 M foram adicionados 0,2 ml de soro anticrotdlico. Apbs incubacio de 1 hora
a 37°C e 24 horas a 4°C (n30 houve formac3o de precipitado nem turvac3o), foram juntados 200 ug de
fostolipase 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 lavado: e gquantificados como nos itens anteriores.

3.2- Aos tubos contendo O, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 600ug de fosfolipase ou
crotapotin/0,8 ml de tamp3o fosfato pH 7,0, 0,1 M foram adicionados 0,2 ml de soro anticrotilico. Apds
incubaco ue Thora a 37°C e 24 horas a 4°C, centrifugacBo a 2.000 rpm, os sobrenadantes foram
coletados em tubos para nova incubacdo. 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 1mi o volume de reaclo, Deixou-se incubar por uma hora a 37°C « 24 horas 8 4°C. Apbds
centrifugaclo e lavagem por trés vezes, os precipitados foram disso'vidos em 1 ml NaOH, 0,1 N e as
absorbdncias determinadas a 280 nm.

3.3 - Foram preparados tubos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 ¢ 600 ug de fosfolipase
ou crotapotin/0,8 mi de tamplo fosfato, pH 7,0, 0,1 M e foram adicionados a cada tubo 0,2 m) de soro
anticrotélico. Apés 1 hora de reacio a 37°C foram adicionadas mesmas quantidades crescentss de
antfgeno (crotapotin nos tubos de fosfolipase A e fosfolipase A nos tubos que continham crotapotin),
deixarido reagir por mais 1 hora a2 37°C e 24 horas a 4°C. As amostras foram centrifugadas, os
precipitados la vados e dissolvidos am NaOH, 0,1 N e quantificados a 280 nm.

4 — Reaglo de Crotapotin '2*) como Soro Anticrotilico, Eletrofores em Papel

Essa reacSo serviu para confirmar a formagSo do complexo crotspotin-soro anticrotdlics. A
crotapotin 21 utilizada foi: obtide por método de marcagBo com cloramine T'26-33) radisiodando
crotapotin com '?*1 Na livre de carregador e redutor ; purificads por cromatografia em Sephadex G-25
®stada quanto a pureza radioguimica por efetroforese em papel.
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Crotapotin ‘731 foi incubada com soro anticrotdlico por 1 hora a 37°C e 24 horas a 4°C
{aproximadamente 100 ug de crotapotin 1231 com 0,2 ml de soro anticrotilico). Seguiu-se um branco de
crotapotin ' 2*1 como soro normal de cavalo (gentilmente cedido pelo Dr. Saliba do Instituto Butantan).

4.1 -- 504l do material incubado foram semeados em tiras de papel Whatman n9 1,
desenvolvendo-se corridas eletroforéticas em tampao fosfato pH 7,0, ti. 0,25, 350 v, 3mA/fita, durante
uma e quatro horas.

Cada fita seca foi cortada longitudinalmente em duas: uma para determinar radioativicade em
contador Nuclear Chicago modelo 120-C para radiacdes gama ; outra para corar com Negro de Amido.

4.2 — Eletroforese de 1 e 4 horas foram feitas também, nas mesmas condi¢des, para Crotapotin
135) ro normal + crotapotin '2%1. As tiras de papel foram contadas e coradas conforme item
anterior.

D — Obtencdo de Soros Especificos
anticrotapotin
antifosfolipase A

anticrotoxina {1 crotapotin + 1 fosfolipase A = crotoxina)

4 mg de cada antigeno foram dissolvidos em 05 mi tampdo fosfato pH 7,0, U,1M e
adicionou-se 0,5ml de Adjuvante de Freund completo”. Apés homogeneizagio, as amostras foram
injetadas em coelhos, subcutaneamente, na regido dorsal. Passadas duas semanas, foram injetadas doses
de refor¢o, contendo 2 mg de proteina, em cada animal. Um segundo reforco foi aplicado 15 dias apés a
Gltima injecio. Semanaimente, coletou-se amostras de sangJe de cada coetho para verificar os niveis de
anticorpo. Um més apbs a Gltima dose de refor¢o, os animais apresentaram alto grau de imunizaglo,
sendo sacrificados por exanguina¢3o através de pungdo cardfaca.

Os soros foram separados e testados em placas de agarose por imunoditus3o dupla radial e e
imunoprecipitacdo acusou que 0,1 ml dos soros reagem integralmente com 0,1 mg de antigenos
correspondentes.

Alfquotas de soros imunes separadas em diversos tubos de ensaio foram guardadas congeladas
até o momen.o de uso.

E — ReagBes de Crotapotin, Fosfolipase A, Crotoxina (Crotapotin + Fosfolipase A) com Soros
Especificos

1 — Rea ;3es com Soros Especificos Correspondentes

1.1 — Tubos contendo 0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 600 ug de crotapotin ou fosfolipase A
ou crotoxina em 0,8 mi de tampdo fosfato pH 7,0 0,1 M foram acrescidos de 0,2 mi de soros especificos
correspondentes. Apds incubagSo por 1hora a 37°C e mais 24 horas 8 4°C, e amostres forsm
centrifugadas, os precipitados lavados por trds vezes com tamplo fosfato 8 4°C, dissolvidos em 1 ml de
NaOH 0,1 N e lidos espectrofotometricamente a 280 nm para construcio das curvas de precipitaclo.

() Adjuvante de Freund complisto: 9 pertes de Nujol + 1 perte de Ariscel + 2 mg de bacilos de tubsrculoss secose
mortos peio calor,
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1.2 — Imunodifuso dupla radial dos antfgenos contra seus soros especfficos foi efetuads em
placas de agarose.

2 ~ ReacBes Cruzadas

2.1 — Aos tubos contendo quantidades crescentes de crotapotin ou fosfolipase A, O, 50, 75,
100, 200, 300, 400 e 600 ug, foram juntados a série contendo crotapotin 0,2 ml de soro anti-fostolipase
A, e, na série contendo fosfolipase juntou-se 0,2 mi de soro anti-crotapotin. Depois da incubsclio, os
precipitados foram quantificados por espectrofotometria.

2.2 — Foram efetuados testes de imunodifusio para veriticar reacdo cruzada entre antigenos e
SOros imunes.

3 ~ ReagBes de Absorglo

3.1 — As amostras crescentes de crotapotin ou fostolipase A (0, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e
600 ug) foram adic ionados 0,2 ml de soro anti-crotoxina.

Apés incubacio normal e decantacSo, aos sobrenadantes dos tubos que foram precipitados com
fosfolipase A juntou-se crotapotin em quantidades iguaimente crescentes e a0s sobrenadantes de
crotapotin adicionou-se fosfolipase A. Apés incubacSo procedeuse a quentificaclo do precipitado de
maneira usual.

F — Interaglio Crotapotin — Crotamina

Foram utilizadas solugBes nas seguintes concentracdes:

rrotapotin (1 mg/mi de tamplo fosfato pH 7,0, 0,1 M)

crotamina (1 mg/ml de tampfo)

1 crotapotin: | crotamina (8,4 mg de crotapotin + 5 mg de crotamina dissolvidos em
8,4 mi de tampdo fnsfato pH 7,0, 0,1 M),

2 crotapotin: J crotamina. {168 mg de crotapotin + 5 mg de crotsmina/16,8 mi de
tampdo).

1 crotapotin: 2 crotamina (8,9 mg de crotapotin + 10 mg de crotamina dissolvidos em
8,4 ml de fosfato).

0, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 e 600 ul das amostras acims foram pipetados em tubos de
ensaio e completados a 0,8 m) com tamplo fostato. A cada tubo juntou-se 0,2 ml de soro anti-crotspotin
e incubou-se a 37°C por 1 hora ¢ 24 horss a 4°C, Apbs cantrifugaclio e lavagem, os precipitados foram
determinados quantitativamente por espectrofoiometr;: a 280 nm.

Foram reslizadas placas de imunodifuso des interacBes acima referidas.
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G — Bloqueio de ¢-Amino Grupo das Lisinas ae Crotapotin ¢ Fosfolipase A. Interagdes

1 — Carbamilag3o dos ¢- Amino Grupos das Lisinas

A reacio com cianato é um meio de converter €-amino grupo dot Grgssft;t):os de lisina, carregado
positivamente, em homocitrulina neutra sob condicBes moderadas de reagdo " 7.

ﬁ_c - NH»
» /
NH, NH
\ KCNO I
R
pH =8 I
coo R

Em tubos contendo 1 mg de crotapotin ou fosfolipase/mi de tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,9, em
banho termostatizado a 37°C, juntou-se sob constante agitagdo lenta 20,25 mg de cianato de potdssio/mi
de protefna {recém recristalizado em 34gua-ctanol, cedido pelo Departamento de Quimica Orgdnica,
Instituto de Qufmica, USP). O pH das solugdes foi mantido a 7,9 através de adicdo de cido acético 1 M
ou NaOH 0,1 M durante o decorrer das 8 horas de reac3o.

As amostras foram dialisadas por 24 horas contra dgua deionizada em sacos de didlise
previamente tratados (1 anidrido acético: 1 piridina, para duninuir a porosidade), até eliminar todo
cianato excedente. O teste de cianato foi efetuado segundo VOGUEL!™! — algumas gotas de piridina
foram acrescidas a soluco 1% de sulfato de cobre. A 1 ml dessa solugdo juntou-se gotas de solucSo de
cianato ou amostras a testar. Depois de agitacdo, juntando cloroférmio, este se torna azul na presenca de
cianato. A rea¢do é sensivel até uma parte de cianato para 20.000.

2 — Anélise das Proteinas Carbamiladas

2.1 — Espectrofotometria
Foram determinados os espectros de absor¢3o das amostras carbamiladas entre 200 a 500 nm.

2.2 — Andlise de Aminoicidos da Crotapotin @ Fosfolipase A Carbamiladas em Analissdor Beckman

Crotapotin e fosfolipase A carbamiladas foram hidrolisadas por 10 horas, tomando-se 0,1 ml de
amostras, 0,4 m| de &gua bidestilada ¢ 0,6 ml de dcido clorfdrico 12 N em ampolas fechadas e isentas de
ar. Apbs lavagem por 3 vezes com 1 mi de dgua e dessecacBo com pentbxido de f6sforo, os materiais
foram analisados em coluna bésica, conforme procedimento usual, para determinar o nimero de res(duos
de lisina que n3o se transformaram em homocitruling,

3 — Estudos com Prote/nas Carbamiladss

' 3.1 —Foi realizada imunodifusio de crotapotin carbemilada contra soro anticrotapotin,
fosfolipase A carbemilada contra soro antifosfolipise A crotapotin carbemilada + fosfolipase A contra
$0ro anticrotoxina,
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3.2 - Reagllo de Prac’pitagdio
As subunicades de crotoxine carbamiladas e a mistura crotapotin carbamilada: fosfolipass A,

foram postas @ reagir (0, 100, 200, 300 e 400ug) com os soros especfficos ¢ os precipitados
quantificados nas mesmas condi¢Ses anteriormente mencionadas.

3.3 — Hemoblise Indireta do Fosfolipass A Carbamilada
50 u! da solugSo 1 mg/mi foram utilizados para determinar @ atividade enzimética de fosfolipase
A modificada.

H — Bloqueio de Argininas de Crotapotin ¢ Fosfulipase A. Interaglio

1 - Reaglo de Fosfolipase A com Fenilglioxal

As solucdes de fosfolipase A contendo 1,3 mg/m’' de tamp3o fosfato 0,1 M, pH 6, pH7 ¢ pH 8,
foram adicionados 1,5mg de fenilglioxal (Phenylglyoxal/Hydrat — Fluka A.G., Buchs, S.G.), na
propor¢3o molar de 1 fosfolipase A: 100 fenilglioxal. ! untos seguiram-se brancos. Decorridos 0, 5, 10,
20, 30 minutos e ?, 2, 4 e 5 horas de rcugdo foram retiradas aliquotas para:

1.1 — Determina¢do da Atividade Enzimética
50 u! da amostra incubada foram adicionados a 50 ui de gema de ovo, deixando reagir durante
uma hora a 37°C.J untou-se 4,9 ml de hemicias a 0,6% em soluclio fisiolégica. Incubou-se por mais 1

hora, apés centrifugacdo, os sobrenadantes foram lidos a 578 nm para ,veriﬁcar a porcentagem Ze
hemblise (contra uma curva ja predeterminada de fosfolipase A).

1.2 ~ Determinag3o da Curva de Absor¢do

Foram determinadas curvas de absor¢So da fosfolipase A com 2ero, 5, ¢ 15 minutos, ¢ 1, 2,5
horas de reagdo das amostras acima citadas. fazendo leituras espectrofotométricas entre 200 a 500 nm.

1.3 — DewerminagBes imunolbgicas

Placas de imunodifus3o em agarose a 2% foram efetuadas com amostras retiradas 8 zero, 5, 10,
20, 30 minutos, e 1, 4, e 5 horas de reaclo nos trés valores de pH acima referidos.

PrecipitacBes quantitativas de 100, 200, 300 e 400 ug das fosfolipases ensaiadas a 5 horas da
reacdo foram realizadas de maneira usual contra 0,2 ml de soro anti-fosfolipase A,

1.4 — Daterminacio de Argininss Bloqueadas

100 u} de solucBes de fosfolipase A com fenilgliuxal foram dosados 8 0, 5. 10. 20, 30 minutos,

2 e 5 horas de reacSo, quanto a conteGdo QueniUfnico, com restivo de Sakaguchi  segundo
SAKAGUCHI'®?) 1Zumi!34) ¢ TOMLINSON'73), seguindo o esquems: _

0,7 ml de solucBes foram incubadas a pH 6, pH 7 ou pH 8 com 1,4 ml de tamplo fosfato
correspondente, juntando 0,3 mi de aifs-naftol 8 0,02%, mais 0,3 mi de NaOH 10%. Apés 2 s 3 minutos,



juntouse 2 gotas de hipobromito 3 2% com agitacio rdpida, adicionando a seguir 0,2 ml de urli.o n m:
As amostras foram lidas 3 520 nm no espectrofotdmetro. A curva de dosagem do grupo guanidino foi
realizada com fosfolipass A em solucdo aquosa.

O possivet blogu:io de alfa amino N terminal da enzima por fenilglioxal nas amostras com 0, 5,
10, 20, 30 minutos, 2 e 5 horas de reacJo, foi averiguado no pael Whatman qualitativo, revelando com
ninidrina.

2 — Reagdo de Crotapotin com Fenilglional

As soluches de crotapotin contendo 0.8 mg/mi de tampSo 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 reacdo, foram retiradas
amostras para realizar:

2.1 — Reagdes Imunolbgicas de Crotapotir Tratada com Feniiglioxal

2.1.1 — Ptacas de imunoadifusio dupla radial com soro anticrotapotin foram realizadas em
agarose.

2.1.2 — Imunoprecipitacdo quantitativa de 100, 200, 300 e 400 ug das amostras com 5 horas de
reagdo, contra 0,2 mi de soro anticrotapotin, foi realizada conforme descrigdo anterior.

2.2 — Estudo E spectrofotométrico

Com amostras a zero, 5, 15 minutos, 1, 2, 4 e § horas de reacdo foram determinadas curvas de
absor¢3o na regifo compreendida entre 200 a 500 nm.

1 — Tirosinas na Interagdo Crotapotin-Fosfolipase A

1 — Marcagio da Crotoxina com '>'1 Na

A iodacdo da protefna pelo processo de GRENWOOD et alii‘“’, realiza-se mediante
incorporacdo de iddo radioativo nas moléculas de tirosina utilizando Cloramina T, sal sddico de
N-monocloro-p-sulfonamida (Merck, W, G.), em meio levemente alcalino.

2 mg de crotoxina® foram dissolvidos em menor volume possivel de tamp3o fosfato 0,05 M,
pH 8,0 (aproximadamente 0,5 mi). A amostra foi transferida @ um frasco contendo 2 mCi de *3'I Na,
isento de carregador e redutor (produzido pelo Centro de Processamento de Materisl Radiostivo,

Instituto de Energia Atdmica, SBo Paulo).J untou-se a seguir 30 mg de Cloramina T/0,2 mi de tsmplo
fosfato.

Apds um minuto de reaglo, pipetou-se 0,2 mi e solu¢do contendo 17 mg de metabissulfito de

sbdio pars neutralizer o excesso de Cloramina T, Apds 3 marcacSo, o pH da mistura, 6,0, foi elevado »
7.0 com NaOH 0,1 N.

* Crotoxina cristalizeds, cedide pels equipe do Prof, Osweldo Vitsl Brazh, Universideds de Campines, S8o Paulo,
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2 — Pusificagio da Crotoxine ' '

A purificacio foi feita stravés da pas:agem por coluna de 0,9 X 30 cm, d~ “ephadex G-25
equilibrada com tamp3o fosfato pH 7,0, 0,1 M. Com fluxo de 0,6 mi/minuto, as amostras foram
coletadas de minuto em minuto e lidas em contador de radiacio gama, “Mediac dose calibrator” de
Nuclear Chicago, para localizag8o dos picos radioativos

Foram efetuadas eletroforeses em papel Whatman nv1, em tiras de 2,5 X 33 cm, usando 3
mA/fita, 350 v, para verificar a pureza radioguimica do material iodado.

3 — Fracionamento da Crotoxina '*' | em Coluna de DEAE Sephadex

A crotoxina radioiodada for passada por coluna de 1,1 ecm X 30 cm de Sephadex DEAE A-25,
previamente entumecido em tampdo tormiato de amdnio pH 4,0, 0,05 M, para separar 3 crotapotin !
de fostolipase A '2'1. A eluicio foi feita com mesmo tampdo utilizando gradiente saliro de NaCl de 0 a
3M. As amostras coletadas foram lidas no espectrofotdmetro a 280 nm para iczdlizaclo dos picos
protéicos, e con*adas no Mediac para determinar a radioatividade de crotapotin '2'1 e fosfolipase 1.

4 — Determina¢3o da Radioatividade Especifica dos Produtos Marcados

4.1 — Foi determinada a densidade 6tica a 280 nm para crotoxina '2'1, fosfolipase A '3'1 e
crotapotin ' 3!,

4.2 - A determinacio do conteido protéico pelo método de LOWRY'4?) foi feita pera
crotapotin *?'1 e fosfolipase *2!1, utilizando albumina humana Behring como padrio.

4.2.1 - Reativos utilizados:

— solu¢do A: 2 g de Na; CO;3 + 0,4 g de NaOH para 110 mi ue agua
— solucio B: 0,2 g de CuSOy . 5 H; 0 para 10 mi de 4gua
— solugdo C: 0,4 g de citrato de Na para 10 m! de dgus

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

Folin : diluido : 1,5 com 4gua, na hora do uso.

4.2.2 —J untamente com 0, 10, 25, 50, 75 e 100 ug de albumina padrSo/m} de égua bidestilada
foram dosadas prote/nas radioiodadas para poder calcular s atividade especifica expressa em uCi/ Kg de
tirosina. As amostras foram adicionadas 25ml do reagente. Apds 10 minutos de reaclo, juniou-se
0,25 ul de Folin e decorrida 1 hora foram feitas determinagBes espectrofotométricas a 660 nm.

5 — ReacBes Imunolbgicas com ss Prow(nas Radioiodadas

5.1 — Imunodifuso de crotapotin '2!1, fosfolipase A '3'1 e crotoxina 2!} forsm efetuadas
em placas de agarose contra s0ros especificos correspondentes,

6.2 - Realizou-se reacBes de precipitacSo com 0, 100, 200, 300 ¢ 400 ug de crotapotin '2'1 ou
fostolipase A '?11/08mi de tamplio fosfato pH 7,0, 0,1 M, juntsndo a cade tubo 0,2 ml de soros
especfficos correspondentes. A quantificaclio dos precipitados fol feita de maneira rotineira.
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6 - Atividade Enzimitica de Fosfolipase A '*'|

Determinou-se a atividade enzimatica da fosfolipase A '''\ dosando 50 ug da mesma pelo
processo habitual.

J — Irradiag3o de Crotapotin e Fosfolipase A

Solucdes de crotapotin e fosfolipase A contendo 1 iy de proteina/mi de dgua deionizada foram
submetidas a irradiagio com bomba de 59Co, taxa de dose de 497 K rad/60 minutos, do Centro de
Radior  nic do Instituto d2 Energia Atdmica.

As amostras foram irradiadas a 20, 50, 100, 200 e 500K rad 3 temperatura ambiente, em tubos
abertos. Ap6s irradiacdo, teve-se o cuidado de manter as amostras a zero graus e usa-las imeditamente
em seguida nos ensaios :

1 - Imunodifus3o em Placas de Agarose

As amostras irradiadas foram testadas contra soros imunes corresponde..tes. O produto da
interacdo crotapotin-fosfolipase A irradiadas também foi semeado contra soro anticrotoxine.
2 — Reagdes de Precipitagdo em Solugdo

0, 100, 200, 300 e 400 ul de solucdes irradiadas foram completadas a 0,8 ml corn tamodo
¢ «fato pH 7,0, 0,1 M.J untou-se 0,2 ml de soro anticrotapotin nos tubos conte.»do crotapotin, e 0,2 mi
- soro antifosfolipase A para a série de amostras contendo fosfolipase A. As solucdes de 50, 100, 200,
) e 400 ul de crotapotin + fosfolipase A, completadas a 0,8 ml com tampdo fosfato, juntou-se 0,2 mi
de soro anticrotoxina. As reacdes e determinagdes quantitativas do precipitado se processaram rle
maneira usual.

3 ~ Andlise Espectrofotométrica

Foram estabelecidos espectros de abror¢3o de crotapotin e fosfolipase A irradiadas.

4 — Atividade Enzimatica

Determinou-se a atividade enzimatica das amostras de fosfo'ipase A irradiadas segundo
metodologia j& descrita,

3 - RESULTADOS

A - PurificagBo das Torinas do Veneno de Cascavel

Na primeira etapa do processo de purificacio através da passagem do veneno bruto em
Sephadex G-75, obtevese vdrios picos de protefnas {Figura 1) e quando testados em camundongos
revefou que: pico I11 corresponde a crotoxina, causando morte por paralisia respiratéria e o pico IV
corresponde a crotamina, provocando a caracter(stica paralisia das patas posteriores.
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Figura 1 — Cromatografis do Veneno Brita de Cascave!, Crotamina Positiva. 300 mg do Material foram Dissolvidos em 15 mi de Acido Adetico 0.7 M, Passados
em Coluna de Sephadex G-75 de 4,1 cm X 35 cm e Eluidos com Tamp3o Formiato pH 4,0, 0,1M, Fluxo 45 mi/h, Coletando 10 mi por Tubo

1z
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A crotoxina, resultante da liofilizagio do pico 11l acima descrito, passada através da coluna de
Sephadex C-25 separou em subunidades crotapotin e fostolipie A que correspondem respectivamente @
picos 1 e 6 da Figura 2.

A terceira etapa, que constituiu na purificagio sucessiva de crotapotin em colunas de DEAE
Sephadex A-25 e Sephadex G-75, permitiu a obtencdo de ciotapotin pura (Figura 3) que toi utilizada
para realizacdo dos ensaios.

A quarta etapa, correspondente a purificagdo da fosfolipase A por cromatografia em SP
Sephadex C-25 e Sephadex G-75, est4 representada na Figura 4,

A purificacio da crotamina por troca idnica através de SP Sephadex C-25 e filtracSo em gel de
Sephadex G-75 est representada na Figura 5.

B — Anilises para Confirmar a Pureza de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotamina Obtidas

1 — Anélise de Aminoicidos

Os resultados constantes da Tabela | correspondem s medidas de trés andlises realizadas para
cada proteina e concordam plenamente com os dados da literatura' 2431 Assim, a crotapotin apresenta
Lys 2, His1, Arg2, Asp 10, Thr 4, Ser 4, Glu 12, Pro 4, Gly 9, Ala 5, Cys 12, Val 1, Met 1, lie 2, Leu 1,
Tyr 2, Phe 2, Trp 1.

A fosfolipase A apresenta Lys 9, His 2, Arg9, Asp 9, Thr 6, Ser 6, Glu 9, Pro 5, Gly 11, Ala 6,
Cys 12, Val 2, Met 2, lle 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 1, lle 1,
Leu1, Tyr 1, Phe 2, Trp 2.
2 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Pelos resultados obtidos, confirma-se a pureza tanto de crotapotin, fosfolipase A como de
crotamina que apresentam somente uma Unica banda de migracdo quando coradas com coomassie blue
(Figura 6).

3 — Espectrofotometria

3.1 —~ Curvas de absor¢do de fosfolipase A, crotapotin e crotamina estio 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 absor¢3o molar sers respectivamente; 9.047;21.840;
11.460,

4 - Determinacio da oL,

0 re'sultado 'da' determinacfo de DL50 reslizada em camundongos para crotamina, fosfolipese A
€ crotapotin purificadas estd expresso na Tabela || juntamente com ot dados obtidos por
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Figjura2 — Cromatografia de Crotoxina Amorfa. 50 mg do Material, Dissolvidos em Tampdo Formiato pH 4,0,0.1 M, foram Passados por SP Sephadex C-25,

.9 cm X 30 cm, e Eluidos com mesmo Tampdo com Gradiaente Linear de 0 a IM de NaCl
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Figura 3 — Recromatografia de Crotapotin

3a — 50 mg de Crotapotin, Dissolvidos em 10 mi de Tamplo Formisto pH 4,0, 0,1M, foram
Passados em DEAE Sephadex A-25, 0.9 cm X 30 cm e Eluidos com Gradiente de NaC).

3b ~ 100 mg do Material Dessalificado Obtidos em 3a foram Dissolvidos em 10 ml de Tamplo
Formisto e Passados por Sephadex G-75, 1,6cm X 30 cm
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Figura4 — Recromstografia da Fosfolipase A tubo n?

4a — 50mg Je Fosfolipase A foram Dissolvidos em Tamplo Formiato pH 4,0, 0,1M e Passados
SP Sephadex C-25, 0,89 cm X 30 cm, Eluidos com mesmo Tamplo em Gradiente de NaCl
de0a3M.

4b — 6 mg de Fosfolipase A Obtidos em 4a, Dessalificados, foram Dissolvidos em § mi de
femplo Formiato pH 4,0, 0,1M e Passados Através de Sephadex G-75, 1,6 cm X 30 cm
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Figura5 — Recromatografia de Crotamina
Sa — 50 mg de Crotamina Dissolvidos em 10 mi de Tamp3o Formiato pH 4,0, 0,1M foram Passados em SP Sephadex C-25 e Eluidos com mesmo
Tampido, com Gradiente Salino.
Sb — 100 mg do Material Obtidos em 5a foram Dissolvidos em Tamp3o Formiato pH 4,0, 0,1M e Passados em Sephadex G-75, e, Eluidos com
mesmo Tampio



Tabela !

Anidliss de Aminodcidos de Crotapotin, Fosfolipsse A ¢ Crotamina

residuos
* se res
as. | Lys His Am Arng Asp Thr Ser Glu Pro Giy Ala Cys Val Met lle Leu Tyr Phe | Trp | totais
proteinas '
crotapotin | 1,7 08 - 1.8 100 36 43 125 42 86 51 118 06 0,7 18 09 22 22 1.0 74
“crotapotin { 1,8 0,9 - 18 100 35 48 125 45 86 52 10610 08 25 10 25 25 1,0 76
fostolipass A | 9,3 15 -— 92 90 64 59 92 46 109 58 12319 21 39 56 96 59 | 20 | i3
*fosfolipsse A {90 18 - 80 90 60 60 82 46 104 S8 106 20 16 44 56 92 56 | 20, 110
crotamina { 89 2,0 - 2.1 2.1 00 3.1 26 31 65 00 58 00 09 08 11 12 23 2,0 44
**crotamina | 9 2 - 2 2 0 3 2 3 5 0 6 0 0 1 1 1 2 2 44
*  resuitados de Hendon et al'3!). A tabela mostra os resultados da andlise de aminoécidos, ap&s hidrolise écida, de crotapotin,
** resultados de Gongaives et al'24). fosfolipase A e crotamina purificada. Os resultados slo médias de trés determinacdes

* **determinado espectrofotometricamente.

(74



Figura6 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
a — Eletroforese de 100ug de Crotapotin em Meio Tampdo Tris Glicine pH 9.,5.

b ~ Cletroforese de 50.g de Fosiolipase A (b1) e 50ug de Crotamina (b2) em Meio Templo
Alamina - Acido Acético, pH 4,3,
A Coloraclo foi Feita com Coomassie Blue
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Figura7 — Espectrofotometria. Foram Determinedos Espectros de Absorcio de SolugBes de 1,0 mg
de Crotapotin/ml, 1,0 mg de Fosfolipase A/mi e 0,6 mg de Crotamina/mi de Templio Fosfsto
de Sédio pH 8,0, 0,05M



Tabela I}

Determinacdo da m‘so de Fosfolipase A, Crotoxina e Crotamina

diluigdes % de mortalidade em 24 h
a partir de
100ug/mi fosf. A crotox.” crotam.
1 100 100 100
1/2 833 833 83,3
1/4 64 833 50
18 32 66,6 0
1/16 0 0 0
proteinas DL5°
mg/kg
crotapotin®*® > 280 (i.v.)
fosfolipase A 0,5 {i.p.)
crotoxina 0.1 {i.p.)
crotamina 0,7 {i.p.)

crotapotin + fosfolipase A

resultados obtidos por Breithaupt et a0
As DLg,, foram determinadas em camundongos, segundo Reed &Muench!57!



N

BRE!THAUPT”O’: assim, a crotapotin apresenta DL, > 280 ma/kg; a fosfolipase A =05 mg/kg; @
crotamina = 0,7 mg/kg.a crotoxina = 0,1 mg/kg.

5 — Grupos Sultidrilicos Livres na Crotamna, Crotapotin e Fosfolipase A

A reagdo colorimétrica de Ellman, tanto para rleterminar os grupos sulfidr(licos livres expostos d
superficie, quanto y»ra 0s -SH “embutidos”, através da adicdo de uréia 10,0 M, revelou a inexisténcia de
gupos dosdveis nas protefnas estudadas. Essa reagdo foi acompanhada pela thrsagem de -SH no padrSo
de cistefna.

6 — Atividade Enzimitica de Fostolipase A

A curva de hemdlise apresentada pela dosagem indireta da atividade de fos’olipase A estd
representada na Figurs 8.

7 — Fator Coagulante

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

C — Re.¢Bes de Interagdo de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotoxina com Soro Anticrotilico do Instituto
Butantan

A reacdo de irnunoprecipitacio quantitativa foi descrita desde hd muito tempo por Bier para
veneno bruto(s's’, e, mais recentemente tem sido reportada a determina¢3o qualitativa para fosfolipase
Ae crotapotinmo'a” onde descreveram a falta de reatividade da crotapotin com scro anticrotélico.

A Tabela Il e a Figura 9 dizem respeito 3 determinagcdo quantitativa das interacdes
antigeno-anticorpo da toxina mais potente do veneno de cascavel e suas subunidades. A Tabela 1
esquematiza o procedimento adotado na imunoprecipitagdo segundo K ABAT'36) para obter curvas de
precipitina. A Figura9 representa a curva de precipitagdo crotoxina-soro anticrotlico e fosfolipase
A-soro anticrotdlico onde se verifica a n3o identidade de curvas denotando que a atividade imunologica
de crotoxina parece ndo se dever somente 3 fosfolipase A. O méximo de precipitagdo 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 ndo foi possivel quantificar a reaco crotapotin — soro anticrotélico.

A Figura 10 representa curvas de imunoprecipitacio das interacBes antfgeno-anticorpo para as
seguintes misturas; 1 crotapotin + 1 fosfolipase A ; 2 crotapotin + 1 fosfolipase A ;1 crotapotin + 2
fosfolipase A contra soro anticrotdlico. A curva que mais se ap: oxima 3 da crotoxina é aquela em que 8
mistura crotapotin: fosfolipase A estd em propor¢do molar 1:1, apresentundo precipitagfo maxima com
antfgeno (crotapotin + fosfolipase A) na concentracdo de 0,2 ing para 0,2 ml de sor:.

A curva de imunoprecipitagdo quando se absorve o soro anticrotdlico com crotapotin e se
adiciona quantidades iguais de fosfolipase A aos sobrenadantes gstd expressa na Figura 11, observando-se
Que nas amostras onde reagiu menos crotapotin hé formagSo de maior quantidade de precipitado.

As Figuias 12a e 12b correspundem 3s curvas obtidas da absorcSo de soro anticrotdlico com
crotapotin ou fosfolipase A e adicSo posterior do outro antigeno aos mesmos tubos iniciais, mostrando
Que a curva de precipitacio tanto em 12a como 12b se assemelham A da fosfolipase A, apresentando um
miximo de precipitacio com 0,4 mg de antigeno para 0,2 mt de soro enticrotélico.

‘Resultados da utilizaco de crotapotin '2*1, para confirmar a formagSo do complexo solavel
crotapotin-anticrotalico por eletroforese em papel, estfo ra Figurs 13. Observa-se que a crotapotin !3%|
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Figura8 — Atividade Enzimédtica de Fosfolipase A. S0ul de Fosfolipsse A foram Incubados com 50ui de
Gema de Ovo Durante 1 hora 8 37°C. Adicionou-ss 4.9 mi de Heméciss » 0,6% ¢ Incubouse

Durante 50 min a 37°C. Apbs CentrifugacBo, os Sobrenadentes forsm Determinados Espectro-
fotometricamente
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Figurs 9 — Curvas de Precipitine. As ReagBes de Crotapotin, Fosfolipase A, Crotoxins forsm Reslizedss
com 0,2 mi de Soro Anticrotélico do Instituto Butantan, em Meio Tamplo Fosfato pH 7,0,
0,1M, Incubando as Amostres por 1 hora a 37°C mais 24 horas 8 0°C. Os Precipitados forsm

Determinados Espectrofotometricamente
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Figura 10 —~ Cruvas de Precipitina. Os Produtos de Interacfo Crotapotin: Fosfolipase A foram Reegidos
com Soro Anticrotdlico de Instituto Butantan, em Meio Tampo Fosfato pH 7,0, 0,1M,
com Incubacdo de 1 hore a 37°C ¢ 24 horas a 0°C. Os Precipitedos foram Quantificados
Espectrofotometricamente
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Fiqgura 11 - Curva de Precipitina
0,2 mi de Soro Anticrotélico foram Absorvidos em 1a ReacBo com Quentidades Crescentes
de Crotapoti~ Durante 1 ora 8 37°C e mais 24 horas a 4°C. 2s Reaclio — forsm Juntados
200ug de Fosfolipase A em Todas as Amostras, Incubando 1 h 2 37°Ce 24 h 8 4°C. Os
Precipitados foram Determinados a 280 nm



Figura 12 — Curva de Precipitina. 0,2 mi de Soro Anticrotllico forsm Absorvidos em 18 Reagho com
Crotapotin (nfo Precipita) ou Fosfolipese A, em Quantidades Crescentes por 1 h a 37°C
024 h 9 4°C, 28 ReacSo — 903 Sobrenadantes da 1a Reaclo foram Adicionades Quantidades
Crescentes de Outro Ant/geno, Incubando-se por 1 h 8 37°C @ 24 h  4°C. Os Precipitados

12a

In reagan com crotapotin

/a rvagao com fosfolipase A

28 reagan

la reagao nao precipita

126

ia reagan com fosfolipase A

2a reagao com crotapotin

ls reagao
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v v

200 400 600
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ug, nnt;rrnos

200 400 600
(+200) (#400)  (+600)
ug sntigenocs

foram Lavedos e Determinados Espectrofotometricamente
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Figura 13 — Prova da Formaglio do Complexo Crotapotin-Anticrotdlico
Eietroforeses foram Desenvolvidas em Tampdo Fostato de Sédio pH 7,0, £..0,26, Utilizendo

Tiras de Papel Waunan n0 1, 25 cm X 33 cm., Apds Secagem, as Fitas Foram Coredas
e Contadas pera Localizaglo das Protefnas



Tabels 1N

Esquema das Reagdes de Precipitina

I tubos antigeno tampdo fosfato anticorpo

i no kgl 1mg/mi) ul ul

'r

| 1 - 800 200
2 50 750 200
3 75 725 200
4 100 700 200
5 150 650 200
6 200 600 200
7 300 500 200
8 400 400 200

| 9 600 200 200

-

!

L 10 600 400 -

As reac3es, segundo 0 esquema, foram levadas a efeito por 1 hora a 37°C e mais 24 horas 8 4°C, centri-
fugados & 2000 rpm por 10 minutos, os precipitados lavados 3 vézes em tamplo fostcto pH 7,0, 0,1M,
4°C, dissolvidos em 1 ml de NaOH 0,1N e determinados a 280 nm.
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estd pura, isenta de ' 23INa e outras impurezas apresentando migrac3o de 1 cm da ofigem, am 4 horas de
eletroforese nas condicdes efetuadas. A crotapotin '2%1 incubada com soro normal de cavalo se higa d
albumina, ao passo que na presenca de soro imune o complexo crotapotin 128) _ anticorpo permanece
na linha de semeadura apds corrida eletroforética de 4 horas.

A Figura 14 representa reacdes de interag3o antfgeno-anticorp: realizadas por imurodifusdo em
placas de agarose usando soro anticrotdlico do Instituto Butantan. Nota-se a diferenca na linha de
precipitacdo de crotoxina e fosfolipase A. A ndo formacdo de precipitado crotapotin-soro anticrotdlico &
também evidenciada. A linha coincidente de crotoxina com a linha formada na interagdo 1 crotapotit 1
fosfolipase A vem reforcar os dados obtidos na reagcdo de precipitacio, fazendo supor que crotoxina &
rezimente formada por 1 mol de crotapotin «« 1 mol de fosfolipase A.

D - Interagdo de Crotapotin, Fosfolipase A e Crotoxina com Soros Especificos

A Figura 15 representa reac3o imunologica de soros especificos anticrotapotin, antifosfolipase A
e anticrotoxina com antigenos correspondentes. As curvas s3o do tipo ‘‘coelho” apresentando todas elas
as maximas quando se juntam 0,2 mg de antigeno com 0,2 mi de soro especffico correspondente.

Os resultados da Figura 16 mostram que, emborz o0s soros tenham sido preparados
especificamente, se processam reacdes cruzadas mostrando a possibilidade da existéncia de determinantes
antigénicos semelhantes ou comuns entre crotapotin e fosfolipase A.

A Figura 17 mostra curvas de precipitacdo obtidas na interacio do soro anticrotoxina com
fosfolipase A e com crotapotin (17a). Mostra, também, reacdes do mesmo soro primeiramente com
quantidades crescentes de fosfolipase A ou crotapotin As quais numa segunda etapa foi adicionado mais
antfgeno {crotapotin ou fosfolipase A) aos sobrenadantes da primeira reac3o (Figura 17b). Observa-se
gue o soro anticrotoxina reage com crotapotin e com fosfolipase A. O soro anticrotox/nico absorvido
com crotapotin continua reagindo com fosfolipase Ao mesmo soro absorvido com fosfolipase A ainda
reage com crotapotin.

A determinacio qualitativa em piacas de imunodifusdo das interagBes acima referidas se achs
exposta na Figura 18, demonstrando a formacdo de iinhas de precipitacdo de cacla antigeno com seu
soro especifico e também a existéncia de reagdes cruzacas.

E - inwragio Crotapotin — Crotamina

A Figura 19 representa a curva de reaco quantitativa de crotapotin com seu soro espec(fico e
curvas das reacdes de interac3o de crotapotin com crotamina. A comparacio entre as curvas mostrs que
8 interaco possivel de crotapotin-crotamina deve ser 1 mot 1 mol e no deve mascarar os determinante,
antighnicos de crotapotin no processo de ligaclo dessas duss prote/nas. A Figura A3 também mostre 8
reaco imunolbgica, em placas de agarose, da interacSo crotsming-crotapotin contra soro anticrotapotin
observando que crotamina nfo reage com O soro, 6, tanto o produto de interaclo de. 1 mol de
crotapotin: 1 mol de crotamins como 1 mol de crotapotin; 2 moles de crotamina dio » mesma linhs de
precipitacfo, mmethante 3 de crotapotin-soro snticrotapotin (Apéndice).

F — Carbamilacio dos eAmino Grupo das Lisines de Crotapotin s Fosfolipams A. Interagles

A Figuwa 20 repressnta curve espactrofotométrica ds absorclio de crotapotin e fosfolipese A
tratades com cisnato, nfio spresentando siteracSes dos espectros sm relaclo e prote/nas normais.

O resultado de andlise de lisinas no anslisador Beckmen, Tabels IV, epds carbsmileclo de

crotapotin ¢ fosfolipase A, indica ume diminuiclo de um residuo de lisine ne crotipotin e dois residuos
na fosfolipese A em relsclio ds prote/nes normais.
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Figura 14 — Imunodifusfo Dupis Radisl em Agarose a 2% Usando Liminss de Microscdpio. Matarisl
Utilizado: Crotapotin (A), Fosfolipase A (B), Crotoxins (C), Crotsmine (Cr), Soro Anti-
crotélico (Ab). Apés DifusSo por 24 hores a Tempersturs Ambiente, 83 Liminss foram
Secades 8 Corades com Negro de Amido
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Figura 15 — Curves de Precipitina, Crotapotin, Fosfolipase A ¢ Crotoxina foram Incubsdas com Soros
Espec/ficos Produzidos em Coelhos. As ReacBes foram Reaslizedss em Templo Fosfato
pH 7,0, 0,1M, Incubedas » 37°C por 1 h ¢ 8 0°C por 24 h. Os Precipitados Lavados foram
Quantificados Espectrofotometricaments
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Figura 16 — Reaco Cruzads

A Crotapotin foi Incubads com 0,2 mi de Soro Antifosfolipsse A e a Fosfolipase A foi
Incubsds com 0,2 m! de Soro Anticrotapotin, Durante 1 h 8 37°C @ mais 24 horss ¢ 4°C.
Os Precipitados, Apds Lavagemn, foram Determinados Espectrofotometricaments
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Figura 17 — Reagdes de Precipitina
17a ~ Crotapotin e Fosfolipase A com 0,2 ml i i i 3
g , de Soro Anticrotoxina foram Reagidas em Tampao pH 7.0, 0,1M, por 1 hora a 37°C e mais 24 horas
17b - 1a Reacdo Crotapotin ou Fosfolipase A com 0,2 ml de
da 1a Reacdo Juntou-se Fosfolipase A ou Crotapotin, |
fotometricamente

Soro Amicrotoxinaé nas Mesmas Condicdes de 17a. A 2a Reacdo aos Sobrenadantes
ncubando 1 h a37°Ce 24 ha4°C. Os Precipitados foram Quantificados Espectro-
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Figurs 18 -- Imunodifuslo Dupls Radisl — em Placss de Agarose 8 2% em Tamplo Fosfato pH 7.0,

0,1M.: Crotoxins (AB), Crotapotin (A), Fosfolipsse A {B), Soro Anticrotoxins (Abyg)
Soro Anticrotapotin (Ab,) @ Soro Antifosfolipsse (Abg). As léminas, apés Lavsgem e
Secagem, Forsm Coradss com Negro de Amido
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Figura 19 — Cruves de Imunoprecipitacfo. ReacBo dos Produtos de Interaclio Crotapotin-Crotamine
Contra Soro Anticrotapotin. As Amostrss forsm Incubedes em Templo Fosfsto pH 7.0,
0,1M, por 1 h 8 37°C @ mais 24 h 3 0°C. Os Pracipitados forsm Determinados Espectrofo-
tometricamente



Tabels IV

Determinagiio de Lisinas em Crotapotin ¢ Fosfolipsse A Carbamiladas

i n? de residuos de
proteinas .
lisinas

crotapotin 2
crotapotin .
carbamilada

fosfolipase A 9
fosfolipase A 7
carbamilada

* 03 resultados sfo médiss de trés determinacOes

A determinaclo foi realizads em analissdor de sminodcidos, coluna bascs,
spds hidrélise écids de 10 horas em meio HC! 6N.
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A Tabela V' expiessa os cdados obtidos na imunoprecipitagio da crotapotin carbamilada com
soro anticrotapotin e imunoprecipitagdo do produto de interacBo de crotapotin carbamilada com
fosfolipase A. Nota-se a infludncia da carbamilacSo na reacdo de crotapotin com soro especifico,
determinando acentuada queda de precipitagdo. kercebe-se ainda -jue o rcsul ado da interacdo de
crotapotin carbamilada com fosfolipase A comporta-se diferentemente da crotoxina normal.

No caso da fosfolipase A, apenas duas lisinas foram modificadas com oito horis de
carbamilacdo, sem possibilidade de prolongar o tempo u. rea¢do, pois, ocorre precipitacdo da enzima.
Como os resultados dos ensaios enzimiticos e imunoldgicos da enzima carbamilada n3o se mostraram
diferentes dos da fosfolipase A normal, as conclusdes permanecem indefinidas.

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

A Figura 21 jlustra a atividade enzimdtica da fosfolipase A em funcio do tempo de reacdo com
fenilglioxal em diferentes pH mostrando uma nitida queda de atividade a pH 8 em 5 minutos de reacdo,
e, inativacdo total a 10 minutos. A ph 6, mesmo 5 horas de reacdo ndo sfeta a atividade enzimdtica da
prote(na.

A Tabela VI representa a porcentagem de argininas dosadas com reativo de Sakaguchi em
fun¢do do tempo e pH de reagdo, permitindo-se calcular as argininas de fosfolipase A bloqueadas com
fenilglioxal, e, observa-se que a pH 8 com 5 horas de reacdo, o bloqueio de argininas é de mais de 90%,
a0 passo que a pH 6, mesmo 5 horas de reacd3o 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 reac3o.

A Figura 23 representa curvas de absor¢do apresentadas por crotapotin e fosfolipase A quando
tratadas com fenilglioxa |, em virios pH, mostrando nftida modificacdo do espectro das duas proteinas e
enfatiza a importancia do pH para modificar protefnas com fenilgiioxal,

A imunoprecipitagdo quantitativa da fosfolipase A tratada com fenilglioxal est4 representada na
Tabela VII. A pH 6, até 5 horas de reacSo com fenilglioxal, n§o modifica a precipitabilidade da prote(na
com soro especffico, mas a pH7 e 8 hd alteragc3o da imunorreatividade. Conforme os resultados
~onstata-se 3 importancia das argininas na atividade enzimatica e imunoldgica da fosfolipase A.

A Tabe'a VIl mostra os resultados da imunoprecipitacio da crotapotin bloqueada com
fenilglioxal em diferentes pH, nfo havendo modificacdo quer trate a protefna a pH 6, pH 7 ou pH 8.

H — Tirosinas na Interaglio Crotapotin-Fosfolipase A

Pela iodacio da crotoxina com '*'INa, utilizando cloramina T, obteve-se crotoxina '?!| cujs
reatividade com soro espec/fico manteve inalterada quando comparada a crotoxina "“fria”. A Figura 24
mosra a curva de purificaco da crotoxina '?'1 através da coluna de Sephadex G-25, e, a curva de
separaclo da crotoxina '3 em crotapotir. '*'1 e fosfolipase '*'1 por meio de resina de troca idnica
DEAE Sephadex A-25.

O céiculo da radioatividade especifica por mol de tirosina pars crotapotin e para fosfolipase A,
conforme resultados expressos na Tabela 1X, demonstrs que hé ssmpre maior acessibilidade das tirosinas
da fosfolipase A do qus da crotapotin (na crotoxina) para 8 iodaclo.

Pelos resuitados de Tabela X evidencis-se que a imunorreatividade da crotapotin e fosfélipon A
ndo ¢ alterada com a introduclio de iddo nas moléculas de tirosina, o que é verificado tambem nas plscas
de imunodifusdo (Figurs A5),
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D.0. &—¢—» fosfolipase A carbamilada

r*—x— crotapotin carbamilada

2,0 -

1,0 4

Figurs 20 —~ Espectros de Absorclo.
Fosfolipese A ¢ Crotapotin foram Carbamiladas por f§ horas em pH 7.9, Unilizendo Cianato
de Potéssio em Templo Fosfsto
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Tabela V

Imunoprecipitagio das Protefnas Carbamiladas

— . -
D.0. 8 280 nm
Hug de crotapotin crotapotin + fosfolipase A
protefnas s/ carbamilar carbamilada crotap .’ crotap.
s/ carbam. carbamilada
0 0 0 0 0

100 0,415 0,238 0,480 0,350

200 0,520 0,320 0,650 0,445

300 0,490 0,290 0,595 0,500

400 0,425 0,245 0,455 0,470

Reacdes de crotapotin carbamilade ou sem carbamilar, com 0,2 ml de soro articrotapotin ; reacles de
crotapotin {(carbamilads ou nfo) e crotapotin (carbamilada ou nSo) + fosfolip.se A com 0,2 mi de soro
anticrotoxing, — foram realizadas em meio tamp8o fosfato pH 7.0, 0,1M, incubando 1 h 8 37°C e 24 h
8 4°C. Os precipitados foram determinados a 280 nm.
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Figura 21 ~ Curvas de Instivaclio da Fosfolipsse A, com Feniiglioxsl em Funclio de Tempo ¢ pH de
Reaclo foi Determinads Incubsndo 50u! de Fosfolipase A, Tratads com Feniiglioxal, com
Gema de Ovo a 37°C por 1 hors, Adicionando a Seguir 4,9 mi de Hemdciss & 0,6%. Apds
Reaclo de 50 minutos 8 37°C e Centrifugaco, 8 Lise das Hemacous foi Determinads Es-
pectrofotometricamente
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Tabela Vi

Dosagemn de Argininas em Fosfolipase A Tratada com Fenilglioxal

terpo pH 8,0 pH 7,0 pH 6,0
de
reacio DOgzonm %AW DO %AW DOy %A
0 min 0,088 80,38 0,105 96,69 0,126 100
5 min 0,084 77,68 0,101 93,30 0,126 100
10 min 0,082 7511 0,098 89,71 0,125 100
20 min 0,076 71,70 0,098 89,71 0,120 100
30 min 0,068 62,20 0,084 86,12 0,110 100
1 hora 0,064 58,61 0,092 84,02 0,098 88,51
2 horas 0,055 43,88 0,078 69,18 0,090 84,08
5 horas 0,014 6,08 0,042 38,75 0,070 62,10

Grupos guanidinos livres, de argininas da fosfolipase A tratadas com fenilglioxal em diferentes pH e tempos
de reagdo, foram dosados com reativo de Sakaguchi
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Figura 22 — Cruva de Bloqueio de Argininas da Fosfolipase A com Fenilglioxal.
Os Grupos Guanidinos Livres, Apés o Bloqueio, foram Dosados com Restivo de Sakaguchi

s foram Determinsdas Porcentagens de Argininas Bloqueadss em Fun¢lo do Tempo de
ReacSo em Diferentes pH
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Figura 23 — Espectros de Absorclo de Fosfolipase A e Crotapotin Tratadas com Fenilglioxal. Fosfolipase A (a} e Crotapotin (b} foram Reagidas com
Fenilglioxal a pH 6,0, pH 7.0epH 80e 20,5, 15 min e a 1, 2, 5 horas de Reacdo, foram Determinados Espectros de Absorcio das Amostras.



Tabela VII

Imunoprecipitagdo de Fosfolipase A Tratada com Fenilgliosal

0.0

*~-280nm
kg fosfolipase A + feniiglioxal
fosfolipase A
protefna pH6 pH7 pH 8
0 0 0 0 0
100 0,600 0,590 0,315 0
200 0,715 0,710 0,400 0,280
300 0,660 0.670 0,336 0,080 |
400 0,565 0,500 0,280 0

Reacdo de fosfolipase A, tratads com fenilglioxal durante 5 horas, foi realizada com tampo fosfato pH 7,0,
0,1M. O tempo de incubaco foi de 1 hora 8 37°C e mais 24 horas a 4°C. Os precipitados foram
determinados espectrofotometricamente, apés lavagens e dissolu¢cio em 1 ml de NaOH, 0,1N.



Tabela VI

Imunopracipitacdo da Crotapotin Tratada com Fenilglioxal

0.0-280nm
(] crotapotin + fenilglioxal
crotapotin
protefna pH6 pH? pH8
0 0 0 0 0

100 0410 0,400 0415 0,395
200 0,520_ 0,520 0515 0,520
300 0,490 0,480 0,480 0,495
400 0,420 0.420 0425 0410

Reacdes de crotapotin tratads com fenilglioxal durante § horas, foram realizadas com 0,2 mi de soro
snticrotapotin em meio tamplo fosfato pH 7,0, 0,1M. A incubaglo foi de 1 hora a 37'(: e24 had'C
Os precipitados foram determinados espectrofotometricomentes.
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a — 10 mg de Crotoxina Radioiodada foram Passados por Sephadex G-75, Coluna de 09cm



Tabela IX

Determinacio de Radioatividade/Tyr de Fosfolipsss ' 2!l e Crotapotin '2'1, Apés IrradiagBo de Crotoxina

[ ensaio radicatividade radioatividade Tyr radiostividade eficiéncis marcaclo
proteinss total especifica especitica
no uCi/proteina uCi/pmol proterna ug/mi HCi/umotl Tyr Tyr fosf A/Tyr crotap
380 320 4,7 56 -
crotoxing 2 720 415 41 79 -
3 1370 723 38 99 -
1
i 1 225 246 14 8,0 25 !
! fostolipase 2 aro 281 32 11,2 25
3 520 468 6,5 14,1 25
87 78 1.6 32 -
crotapotin 2 150 94 20 46 -
3 210 13 2.1 58 -

A crotoxing foi separada em seus componentes protéicos, apds iodacSo, em fosfolipass 31 e crotapotin ! *! 1. Foram determinadas radioatividades
especiTicas em . mol de Tyr pelo processo colorimétrico de Lowry'40}, tendo sido realizsda a determinacdo radioativa em medidor de dose Mediac.

L9



Tabela X

)munoprecipitagio da Crotapotin '*!l e Fosfolipase '>'1

D'°'280nm
e ] 0.2 ml soro anticrotapotin 0,2 mi soro antifosfolipase A
antigeno
crotapotin crotapotin 214 fosfolipase A fosfolipase A 3!
0 0 0 0 0
100 0,410 0,415 0,600 0,605
200 0,520 . 0,520 0,715 0,730
300 0,490 0,485 0,660 0,660
400 0,420 0,430 0,565 0,540

As reacOes foram realizadas utilizando soros espec/ficos pars crotspotin e fosfolipase A, em meio tamplio
fostato pH 7,0, 0,1M, com incubagSo de 1 hora a 37°C e 24 horas s 4°C. Os precipitados foram
determinados a 280 nm.



| — Crotapotin e Fosfolipase A Irradiades com *°Co

As protelnas irradiadas com doses de 20, 50, 100, 200 e 500 (esta dose é vi..a somente para
crotapotin) X rad apresentam curvas de absorgSo na ultravioleta, representadas na Figura 25, onde j4 a
100 krad se observa uma modificagio nos espectros, provavelmente devido a alterac3o em triptofano e
tirosina.

A Tabela XI representa dados imunolégicos do material irradiado, revelando que a doses de
irradiacio empregadas nJo h4 modificacdo da atividade antigdnica nem de crotapotin, nem de
fosfolipase A.

Com 500K rad, h4 precipitacio total da fosfolipase A pois, 0 sobrenadante nfo acusa absorcdo
a 280 nm.

A Figura 26 representa a atividade enzimitica da fosfolipase A irradiada sob diferentes doses,
demonstrando que a queda da atividade depende da dose empregada, assim a 200 Krad, a atividade
enzimitica é reduzida de cerca de 25% nas condicdes estudadas.

4 — DISCUSSAO

A — Purificag3o das Proteinas. Interacdes

Empregando processo de purificacio em Sephadex, obtivemos frages protéicas
cromatograficamente isentas de impurezas, Figura 1 a 5, que foram utilizadas para desenvolvimento deste
trabalho. Os passos da separaco foram seguidos por ensaios bioldgicos em camunriongos para melhor
discernir os picos que iam sendo separados. Assim, esses testes qualitativos est3o em concordancia com
GONCALVES'2") para crotamina e MUSSATCHE et alii'*%!, HENDON et al.'3!!, RUBSAMEN et
alii'®9 para crotoxina. Embora o pricesso de purificagdo utilizado nSo rnvolva método cldssico de
cristalizacfo da crotoxina'90.64) ¢ apresente algumas modificagles no fracionamento da crotoxina em
subunidades crotapotin e fosfolipase Al28,29.30.31 ’, as protefnas por nds preparadas apresentam todas
as exijéncias necessdr'as de um material puro, comprovadas por ensaios expresso: em Tabelas | e Il e
Figuras 6, 7, 8.

A Tabela 111, representacio esquemitica da: :eacles de precipitina de acordo comK ABAT e
MAYER‘“’, indica o procedimento adotado para determinar as curvas de precipitacfo. Na Figura 9
nota-se 8 ndo formacdo de precipitado entre crotapotin e soro anticrotdlico do Instituto Butantan. Nos
gaficos da precipitagfo quantitativa de fosfolipase A e crotoxina, pode-se observar nftidas zonas de
excesso tanto de antfgeno como de anticorpo e as curvas s§o do tipo "cavalo"m, como no caso do
veneno bruto de cascavel. O deslocamento da curva de fosfolipase A, no ponto méximo de precipitacio,
em relaco 4 da crotoxina, denota 8 participac3o da crotapotin na reacio com o soro anticrotdlico, mas
nfo deixa margem a davidas quanto 4 major participacSo ds fosfolipase A na atividade imunolégica de
cootoxinag,

Os dados spresntados pars peso molecular de crotoxina e propor¢io real de interaclo
quantitativa crotapotin:fasfolipsse A sSo contraditérios’ 10:11:12.31.38) pyr tantou-se sanar as davides
por meio de reaclBes imunolbgicas. Assim, 8 Figura 10 repressnta curvas de imunoprecipitaclio entre soro
anticrotélico e interacBes crotapotin e fosfolipase A. A curvs correspondente a intsraclo 2 crotapotin +
1 fosfolipsse A spresenta 0 méximo de precipitacdo deslocado pare concentracBes maiores de sntigeno,
Este tipo de curva ocorre quando o anticorpo é mal adaptado, ou seja: o antigeno (no caso 2 crotspotin
+ 1 fosfolipsse A) nllo corresponde 8o soro anticrotdlico, A curva representante da regillo 1 crotspotint
2 fusfolipase A também se apresenta com caracter(sticas de curvs com snticorpo mal adeptado. Nesses
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Figura28 — Espectros de Absorglo de Crotapotin e Fosfolipass A Irradsisdss. As Amostres, em Soluclio
Aquoss, 1mg/mi, foram Icradisdes com *°Co



Tabela XI

Imunoprecipitacio de Crotapotin e Fosfolipase A Irradiadas

D.0. 280nm

| 7] crotapotin fostolipase A

antigeno S/ irrad 20¥ rad 50 Krad 100K rad 200Krad 500 Krad S/ irrad 20Krad 50 Krad 100Krad 200 Krad

! 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

}

: 100 0415 0.400 0,410 0.415 0.415 0,405 0,600 0.600 0,590 0,595 0,595

: 200 0,520 0.530 0,525 0510 0515 0,520 0,815 0,800 0.805 0815 0.820

| 300 0.490 0.480 0,490 0,480 0.500 0,480 0,660 0,665 0,665 0,660 0.660
400 0,425 0,430 0,425 0,520 0.520 0,530 0.568 0.570 0,575 0,550 0.570

As reacdes foram realizadas usando 0,2 mi de soro anticrotapotin para crotapotin e 0,2 mi de soro antifosfolipase A para fosfolipase A, em meio tampdo fosfato
pH 7,0, 0,1M com incubacio de 1 h 8 37°C e mais 24 h a 4°C. Os presipitados foram determinados espectrofotometricamente.
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Figura 26 — Atividade Enzimédtica de Fosfolipase A Irradiada.

80ul do Material forsm Incubados com 50ui de Gema de Ovo » 37°C por 1 ho:l, Adi-
cionando a Seguir 4.9 mi de Hemdacias a 0.8% ¢ Incubados por mais 50 minutos 8 37 C. Apés
Centrifugaco, os Sobrenadantes foram Lidos 8 578 nm
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casos de interagdo 2 crotapotin + 1 fosfolipase A e interagdo 1 crotapotin + 2 fosfolipase A, resta
sempre ou crotapotin ou fosfolipase A que podem competir na reacdo com o anticorpo
quantitativamente fixo nas reacdes. Andlise da Figura 10 sugere que a interagSo protefna-protefna para
formar crotoxina seja na propor¢cdo de 1 mol de crotapotin para 1 mol de fosfolipase A, estando em
concordancia com os resultados de interagdo obtidos por cromatografia em colunas de Sephadex e
determinacdo da DL50 em camundongos(“).

Quando se absorve o soro anticrotdlico do Butantan com quantidades crescentes de crotapotin,
=m obtengdo de precipitados, e junta-se quantidades iguais ou crescentes de fosfolipase A observa-se a
participagdo decisiva da crotapotin na rea¢c3o antfgeno-anticorpo, como se vé nas Figuras 11 e 12,
Quando o soro anticrotilico é absorvido com fosfolipase A e ao sobrenadante da rea¢So junta-se
crotapotin, esta etapa do processo njo acusa formagdo de precipitado, e quando o soro é absorvido
primeiro por crotapotin, a curva de fosfolipase A n3o é quase alterada.

Os resultados expressos na Figura 13, onde se utilizou crotapotin '?*l, confirmam a
participacdo da crotapotin na atividade imunoldgica da crotoxina. Quando se incubou o soro
anticrotdlico 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: n3o hé iodeto
radioativo livre na protefna radioativa, conforme a ~orrida de 1 hora; quando crotapotin 125) ¢ incubada
com soro normal de cavalo, ela se liga a albumina e ndo a gamaglobulina; a incuba¢3o da crotapotin
125) com soro anticrotdlico denota a formagao de complexo antfgeno anticorpo permanecendo na
origem da semeadura; a crotapotin Y235} 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
eficiéncia na produgSo de anticorpos em coelhos, conforme Figura 15, embora crotapotin seja uma
protefna 4cida.

As reacdes cruzadas observadas na Figura 16 fazem supor a existéncia de determinantes
antigénicos comuns ou semethantes na fosfolipase A e crotapotin. A hipOtese da exis:éncia de
determinantes “comprometidos’’ tanto de crotapotin como de fosfolipase A no processo de interagdo
para formar crotoxina fica evidenciada pelos resultados da Figura 15 e Figura 17, porque, a soma dos
precipitados da reacdo crotapotin-anticrotoxina com precipitados da reagdo fosfolipase A — anticrotoxina
¢ significantemente maior do gue o precipitado obtido na reac3o crotoxina-soro anticrotoxina.

Durante o processo de purificagdo das fracBes do veneno de cascavel, vinha se notando uma
contaminac3o fregiiente na crotamina por crotapotin. Interagdes realizadas em coluna de filtrag3o em gel
de Sephadex entre crotapotin e crotamina confirmaram a existéncia do compliexu entre as duas
pfotefnas‘ss’. A determinagdo da DL5° da mistura 1:1, crotapotin + crotamina, aumenta de 4 vezes a
potdncia da crotamina'#®), Para sanar duvidas e esclarecer a formacdo de complexo crotapotin-crotamina
lancou-se m3o de reacBes imunolbgicas. A utilizacdo do soro especifico anticrotapotin demonstra que 8
propor¢do molar de uniSo das duas protefnas deve ser 1:1.e que essa interag3o nlo deve mascarsr
determinantes antigénicos de crotapotin. Esse resultadn pode ser analisado na Figura 19, cois que as
curvas de precipitacdo para 1:1.2 1:2 (crotapotinicrat.mina) sJo coincidentes.

B —~ Carbamilaglo de Crotapotin @ Fosfolipase ,* * -teragBes

A homocitrulina, resultante da carbamilaclio de e-amino grupo das lisinas, ¢ altamente estével
em meio dcido e resiste 8 aquecimento e é determinads em analisador de aminodcidos!6®’.
e-carbamilisina, segundo 0 mesmo autor, decompBe linearmente durante 48 horas de uma hidrélise ucics
dando, em 22 horas, uma transformaclio de 24% de homocitrulina em lisina. No nosso caso, realizou-se
ume hidrdlise écids de 10 horas ¢ somente foi determinado o nGmero de res/duos de lisina que ndo foi
transformado em homocitrulina. Pelos nossos ensaios baseados no trabslho de NAKAGAWA et aliil47) ¢
STARK et olii‘“’, observou-se uma diminuiclo de 2 lisinas »m fosfolipase A @ uma lisina na crotapotin
apds carbamilaglo de 8 hores.



Segundo STARK (65.66) ¢ STARK et alii(ea), o cianato pode: iigar rapidamente a grupos
carboxflicos a pHS5, mas entre pH7 e B nfo se processa a reacdo; reagir com cistena, mas pelo
doseamento de grupos sulfidr(licos livres verificou-se a inexisténcia de -SH acessfveis tanto em crotapotin
como em fosfolipase A. Portanto a possibilidade da interferéncia de cianato em grupos carboxilicos e
cistelna é afastada. No caso em questdo, no foram utilizados nem uréia nem cloreto de guanidina‘
para desenrolar as moléculas protéicas para se conseguir uma carbamitagdo total inclusive dos -NH,
terminais, justificando assim a baixa guantidade de lisinas modificadas. Ndo foi necessdrio determinar
hidantoinas formadas pela ciclizacdo de amino terminais'®®! nas protelnas estudadas, porque hidantoinas
= formam em pH écido.

A literatura cita algumas modifica ¢ors cfetvadas no sentido de estudar a importancia de lisinas
na toxicidade e antigenicidade de algumas toxinas ofidicas. Assim, TU et atii'”’®) modificaram as lisinas
das toxinas a e b de Laticauda semifaciata com o-metilisouréia, bloqueando 3 €-amino gruposem ae 4
ou b e-amino grupos em b, concluindo que as lisinas ndo sdo essenciais para a toxicidade. CHANG et
alii“:"'”), em 1971, trabalharam com cobrotoxina de Naja naja atra, KARLSON et alii'3”) e COOPER
et a''® com Naja naja siamensis e conclufram que a modificagio de lisinas n8o acarreta perda de
atividade téxica. YANG'8?) modificou amino grupos livres da cobrotoxina com fluorescefna everificou
um decréscimo da toxicidade sem afetar a antigenicidade, o que fez sugerir que os sftios antigénicos da
cobrotoxina sdo diferentes dos sitios de atividade téxica. ViL} OEN et alii'’®! tratou a fo.folipase A do
veneno de Bitis gabonica com piridoxal 5'-fosfato observando queda da atividade enzimditica. HENDON
et all:’z', por metilag3o de crotoxina, crotapotin e fosfolipase A, bloqueando respectivamente 6, 1 e 6
€-amino grupo de lisinas, estudaram a queda da letalidade destas proteinas modificadas, em
camundongos.

A carbamilagdo de crolapotin ndo leva 3 modificacdo do espectro de absor¢do em ultravioleta
quando comparado 3 protefna nativa. Quanto 3 imunoprecipitabilidade, a crotapotin carbamilada indica
apresentar pelo menos uma lisina comprometida no processo imunolégico de reagdo antigeno-anticorpo.
Um crotapotin carbamilada + 1 fosfolipase A formam crotoxina’carbamilada’ também com reatividade
diferente da crotoxina quando testada frente ao soro anticrotoxina, indicando que provaveimente a lisina
carbamilada comprometida na imunorreatividade da crotapotin, fica ‘livre’’ ao interagir com a
fosfolipase A.

O processo de carbamilac3o da fosfolipase A, durante 8 horas de reacdo, leva a blogueio de
somente 2 €-amino grupos e como nfo causa alteragdo de atividade enzimitica nem antigénica e
considerando o nlo conhecimento da seqi¥éncia completa de aminoicidos da enzima referida, nfo s
pode afirmar da importancia dos seus €-amino grupos de lisinas nas interacBes estudadas.

€ - Modificag¢lio de Argininas de Crotapotin e Fosfolipase A. Interacdes

Modificacdo qufmica seletiva dos resfduos de arginiiic na protefna sob condigles brandas 4
desejvel para uma série numerosa de propésitos, essencialmente se = ligar 3 definico de sftios ativos de
enzimas, determinantes antigénicos de protelnas e demais atividades biolégicas“s'”’. Dal, a utilizaclo
do reagente fenilglioxal para estudar resfduos de arginina nas moléculas de crotapotin e fosfolipase A,

Fenilglioxal ao reagir com grupo guanidino da arginina dé origem & um derivado que contém
duss moléculas de fenilglioxal por grupo guanidino, suficientements estivel a pH 4cido. Mas, o pH
neutro ou alcalino, o composto e dacompbd lentamente e até 80% da arginina original pode mr
regenerado pels incubac3o do derivado na presenca de excesso do reagente por 48 horas, 37°C, pH 7,0.

A instabilidade de di(fenilglioxal}-arginina na protefna, dé lugar 8 uma limitacSo pers identificer
e separsr os res(duos modificados, porém a reacSo de Sakaguchi demonstrou o bloqueio do grupo
guanidino das argininas 8 pH 8,0 nas moléculas de fosfolipase A (Tabela VI).
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Estruturas Alternativas para dilfenilglio xal} acetilarginina! 7 2)

Considerando a ripida reacdo de arginina com fenilglioxa! entre pH8,0 a 9,0, e baseado na
inativagdo de ribonuclease”z' com mesmo reagente, obtivemos uma inativacdo total da fosfolipase A em
10 minutos de reacio a pH 8,0, nio se obtendo nenhuma modificacdo na atividade enzimAtica a pH 6,0
(Figura 21).

Histidina, cistefna, triptofano, asparagina, glutamina, glicina e lisina reagem com fenilglioxal
aproximadamente 10% em 24 horas de reacfo nos valores de pH compreendidos entre 5,5 ¢ 9,0”". o)
reagente pode tambémn combinar com €-amino grups de lisinas porém muito lentamente, ocorrendo o
mesmo com alfa amino livres”z’, portanto nfo foram levadas em consideracdo possiveis modificacBes
sofridas por outros aminodcidos que nfo a arginina.

TU et alii' 75 trataram as toxinas a ¢ b de Laticauds semifaciata com 1,2-cicloexanediona sem
obter modificag8o na toxicidade. O mesmo reagente foi utilizado por PATHY e SMITH'54! estabilizando
o complexo na presenca de borato a pH 9,0,

Outra toxine modificada com fenilglioxal foi a cobrotoxina cujos sutores YANG et alii®"
determinaram a inativec§o da toxina em funcSo do pH e tempo de reaclo, obser.ando que emboras
inative totaiments 8 toxicidade, a antigenicidade sofre somentes um decréscimo ns precipitacio
quantitstiva com o0 aumento do numero de argininss bloqueadas, nSo atingindo, porém, uma inativaclio
total da reaclo antigeno-anticorpo.

A pH 6,0, reaclo de Sakaguchi positive, houve baixs modificaclio de argininas da fosfolipsse A
por fenilglioxal (Tabels VI), nfo obtendo 1lteraclo alguma de stividede enzimética ou imunoibgics nas
proteinas estudadas (Tabela VIl e Figure 21).
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As argininas parecem nfo interferir na atividade imunolégica de crotapotin, como demonstram
os resultados da Tabela VIII. Porém, as argininas da fosfolipase A estio envolvidas na atividade
enzimdtica e imunolbgica da protefna devendo, provavelmente, participar dos determinantes antigénicos e
do sftio ativo enzimdtico.

D - Tirosinas na interagdo Crotapotin-Fosfolipase A

As tirosinas de toxinas offdicas foram estudadas por CHANG et alii!'3) ¢ CHICHEPORTICHE
et alii’*7) que trabalhando com cobrotoxina Naja naja atra, blr~uearampor nitragao as Tyr 25 e |yr35,
e conclufram que Tyr 35 ndo interfere na atividade biolbyica e que Tyr 25 & essencial para manter a
conformagdo da toxina em como a atividade biolégica da mesma. HENDON e
FRAENKEL-CONRAT'32) yerificaram que a iodagdo da crotoxina ndo causa alteragdo da toxicidade,

Considerando as nossas condicBes de jodacdo da crotoxina, utilizando '*'INa, pode-se
estabelecer que: as tirosinas da crotapotin, duas, e da fosfolipase A nove, nio estido igualmente expostas
para a “marcagdo’” pois a eficiencia de iodagdo foi aproximadamente 2,5 vezes maior em residuos de
tirosina da fosfolipase A do que da crotapotin; deve haver tirosinas envolvidas no processo da formac3o
de crotoxina e, quando se iodou, n3do se obtewe relacdo 1 quando considerada a atividade especffica de
crotapotin relativa 3 atividade especffica de fosfolipase A {em uCi/ug de tirosina); se as tirosinas de
crotoxina estivessen todas igualmente receptiveis a iodagdo, a relacdo de atividades especificas de
crotapotin para fosfolipase A deveria ser 1:4,5 correspondendo a duas tirosinas da protefna 3cida e a
nove tirosinas da bdsica ao invés de 1.290 uCi/umol de crotapotin 14.463 uCi/umol de fosfolipase A,
que significa ¥ 11. Os dados sugerem ainda a existéncia de tirosinas expostas na superfficie de crotoxina,
ioddveis, que ndo interferem na atividade antigénica de crotapotin e fosfolipase A e, existem tirosinas
ndo “marcdveis’” com '’ 'INa que parecem estar envolvidas na interagio protefna-protefna para formar
crotoxina.

E — lrradiag3o de Crotapotin ¢ Fosfolipase A

Recentemente, tem recebido aten¢do especial a possibil'dade de atenuagdo das toxinas por
irsadiagdo gama, para emprego na prepara¢do de anti~toxinas'39"""6"63'70’, e sempre que possivel &
feita uma correlag?r, entre inativac3o da protelna e sus mudanga es(rutural“’”’“’, pois o problema
chave da qufmica de radiago das protelnas é justamente a correlacdo entre as mudan-as
conformacionais e a queda da atividade bioldgica. A queda desta atividade tem sido atribuida 3
alteragfes qufmicas de alguns aminoicidos, como os do centro ativo de enzimas 3 quebra de pontes
$8.. O ofeito da radiac3o ionizante a baixas doses, em solucdo, é iniciaimente denaturar a proteins
resultanto no rompimento das pontes de hidrogénio originais e formacdo de outras ligagBes. A protefns
pode precipitar, como no caso da albumina, mas isto nfo significa que houve perda total de
atividade'71.78),

O estudo das propriedades imunoldgicas realizado em muitos experimentos demonstrs que s
irradiag80 leva a um decréscimo da antigenicidade, assim a ovoalbumina irradiada s seco retém somente
37% da atividade original com dose de 65 Mrad, 8o passo que irradiads em soluclio 8 1% retém 37% da
stividade & dose de 24 Mrad'4?),

Em nosmas experiéncias, ume doss gradstive de 20 s 50O Krad em solucho de 1 myg
crotapotin/mi, quse tem 6 pontes de enxofre, nfo leve a alteraclo da imunorrestividade embors
demo nstre uma mudanc¢a da =bsorclo em ultraviolets, A fosfolipsm A, com 8 pontes de enxofre, s ume
dose de 500K rad precipits totaiments, talvez atribufdo s formaco de polfmuos” 1 A mesma enzims
submetids 8 ums mesma dose gradativa de radiscfo demonsirs uma pequens queds na stividade
enzimética » 100 ¢ 200K rad embora nfo hajs modificacio da stividade sntiginica.
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A literatura cita trabalhos com irradiacdo de toxinas offdicas'39-42-7°’ n3o purificadas

devidamente, por exemplo em condigdes naturais, as quais representam uma mistura complexa de
protefnas e outios compostos que, quando submetidas a irradiacdo, faz-se necessdrio considerar a
poss(vel existdncia de prote;50 mGtua dos componentes presentes na amostra. Uma seletiva modificag3o
do efeito da radiagdo sobre vdrios constituintes dos venenos de cobras pode ser obtida pela escoiha de
compostos a adicionar, levando em conta que muitos experimentos mostram que a radiacio pode
provocar desenrolamento das moléculas de protelnat, tornando-as mais sensiveis a fatores quimicos e

facilitando o preparo de toxobides e vacinas nos casos onde s3o impossiveis de serem obtidos por outros
métodos.

No caso da crotapotin e fosfolipase A faz necessério a irradiagdo a seco porque a 500K rad ocorre
precipitacdo da fosfolipase A, apesar de numa dose relativamente baixa de radiacdo, j& se notar
modificagdo da estrutura e atividade biol6gica sem alterar a antigenicidade.

5 — CONCLUSOES
1) A crotapotin é imunologicamente ativa, formando complexo soliuvel com soro

anticrotalico comercial do Instituto Butantan, e quando purificada, a partir de crotoxina,
€ imunogénica para coelthos produzindo soros imunes.

2

-~

A fosfolipase A da crotoxina, sem duvida alguma, tem maior participacdo na atividade
imunolbgica da toxina.

3

—

A interagdo 1 mol de crotapotin: 1 mol de fosfolipase A para formar crotoxina parece
envolver mascaramento de alguns determinantes antigénicos de ambas protefnas.

Crotapotin interage com crotamina e, na propor¢do exata de potenciagio de crotamina
por crotapotin, {1:1), os determinantes antigénicos da crotapotin ndo estdo envolvidos.

4

—

5

-—

Um epsilon amino grupo da lisina da crotapotin estd envolvido no processo imunolégico
da mesma.

—

As argininas de crotapotin nfo estfo nos determinantes antigénicos; argininas da
fosfolipase A participam da atividade antigdnica e biolbgica da mesma.

7

-~

A crotapotin tem pelo menos uma tirosina “’livre’’ na superficie quando estd ligada com
fosfolipase A formando crotoxina; a fosfolipase A apresenta tirosinas mais ioddveis do
que crotapotin, sendo a eficiéncis de marcacio das tirosinas da enzima com ''INa, 2,6
vezes maior do que as tirosinas da crotapotin ; crotoxina apresenta tirosinas nJo expostes
3 ‘marcacdo’, provavelmente envolvidas no processo de interacSo crotapotin-fosfolipase A.

—

Fostolipase A em solucSo squosa a pH 7,0 precipita com dose de irradiacio gama de 500
Krad, e, apresenta uma correlaclo entre perda de atividade snzimética & sumento da dose
de radiacSo. Crotapotin nBo slters sua antigenicidade com irradiacko gama sté 500 Krad.

lfumc:

As figuras das 13minas de imunodifus3o efetuadas psrs acompanhar as reacles de imunopreci-
pitacBo se achsm expostas neste spdndice.
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Figura A1 — Imunodifuslo dos Sobrenadantes des ReacSes de Imunoprecipitagio de Fosfolipess A (B)
com Soro Anticrotélico do Instituto Butantan. Os Sobrenadantes Testados foram os ds
Primeira Centrifugacio Apés a Resclo des Amostras. 1, 2, 3, 4, 8 sBo Respectivements
Sobrenadantes des Reacles de 600, 400, 300, 200 ¢ 100ug de Fosfolipsss A com 0,2 mi
de Soro Imune. ‘
As Difusles foram Efetusdss em Agerose 8 2%, Tamplio Fosfato pH 7,0, 0,1M. Apds
Lavagem ¢ Secegem, s Léminass forsm Corades com Negro de Amido
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Figura A2 — Imunodifuslio dos Sobrenadantes dac RescSes de |munoprecipitacio das Interagles Crots-
potin {A): Fosfolipase A (B) = AB., com Soro Anticrotélico do Instituto Butantan (Ab),
1. 2, 3, 4, B Representam Respectivamente os Sobrenadantes des Reacles de 100, 200,
300, 400 ¢ 600 »'g de AB com 0,2 ml de Soro Imune.
As DifusBes foram Efstuadss em Agarose 2%, Templio Fosfato pH 7,0,0,1M. Apds Lavagem
e Secegem, Coloraclio com Negro de Amido, s Limina Represents: 1 — 100, 2 - 200,
3 -300, 4 — 400, 6 — 500 ug de Interaco Crotapotin-Fosfolipsse A
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Figura A3 — Imunodifusfo de Crotapotin (A), Crotamins (Cr) ¢ Suss IntersgSes 1A + 1Cr, 1A + 2Cr,

Contra Soro Anticrotspotin.

As DifusBes foram Efetusdas em Agerose 2%, Tamplo

Fosfsto pH 7,0, 0,1M. Apés Levegem e Secagem, ss Liminas foram Corsdas com Negro

de Amido



Ab

Figura A4 -~ Imunoprecipitaclo de Amostras da Reaclio de Crotapotin (A) e Fosfolipese A (B) com
Fenilglioxsl Contra Soros Especificos Anticrotapotin (Ab,) e Antifosfolipese A (Aby)
1,2,3,4,8,8, 7, 8 Correspondem Respectivamente 8 8, 10, 20, 0 minutos ¢ 1, 2,4 8
horss de Reaclo com Fenilglioxal. A Lémins V Respresenta ReacBes de Fosfolipss @

111

>C,,
>@

pH 8, com Fenilglioxs!

>
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Figura A6 — Imunodifusfo de Crotoxina '*'I (C) Contra Soro Anticrotoxing (Ab), Fosfolipsse A
1211 (B) Contra Soro Antifosfolipssa A (ABg) e Crotspotin !} (A) Contra Soro Anti-
crotapotin {Ab,). ApéSs Difuslo em Agarose a 2%, as Liminas forsm Coradas com Negro
de Amido



Figura A8 ~ Imunodifuslio ~ de Fosfolipsse A (B) e Crotapotin (A) Irradiadas Contra Soro Antifot
folipase A (Abg) ¢ Soro Anticrotapotin (Ab, ).
1,2,3,4,5,8 Correspondem Respectivamente 8; Sem irradisr, Irradiedss @ 20, 60, 100,
200 ¢ 500 Krad
Apés Difuslo, em Agarose 8 2%, es Liminas foram Coradass com Negro de Amido
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ABSTRACT

Crotamine and crotoxin with the subunits - phospholipase A and crotapotin — ware obtained by purification

from Crotalus durimus terrificus venom.

Interaction studies ot the subunits using crotalic antimrum produced n Butantan Institute, indicated thet:
crotoxin is formed of crotapotin and phospholipsse A with the molar ratio of 1 1o 1; using crotapotin labelled with
126 iodine 1 was shown the presence of a soluble complex with the same antissrum,

iImmunological precipitin reactions wers carried out with rabbit specific ssra produced sgainst crotapotin,
phaspholipase A and crotoxin (crotapotin + phospholip A). Crotapotin sh d 10 be antigenic; crotapotin and
phosphoiipase A presented similar antigenic determinants; crotoxin antisarum reacted with the single components
cotapotin  or phaospholipase A; when crotapotin and phosphotipese are mixed to form synthetic crotoxin some
antigenic determinants were masked in the process of interaction.

Crotamine, s sirongly basic protein, interacted with crotapotin 1:1, without hidd iganic deter
once the maximum of precipitation was obtained with the proper antiserum for crotapotin.

Carbamilation of lysines residues of crotapotin produced a decrease of the immunoiogical activity suggesting
that, st feast, 1 iysine is a part of the snligenic site of crotapotin; carbamilation of two lysi of phospholip A &d
not modify the enzymatic and i logical activities of the enzyme.

Asgining sesidues of crotapotin and phospholipase A were blocked by reaction of guanidinum groups with
phenylglyoxal ot different pH values. Enzymatical actwity of phospholipase A appearad to be dependent of pH and
reaction time. Arginines of crotapotin did not appesr 10 be important in the immunological property.

L)) IJI'

Crotoxin :adioiodinated with Na ~ | and their separation through DEAE Sephadex A-25 in crotapotin
snd phospholipase A l"l showed that the tyrosines of phospholipase A sre more susceptible 1o labeiling then
crotapotin,

Gamma irradiation of squeous solutions of crotapotin snd phospholipase A produced modificstions in the
ultraviolet spectra. A decrease of the enzymatic activity occured ss 8 function of radiation dosis. Immunological
activities of crotapotin snd phospholipsse A were not sltered.
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