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TOXINAS DO VENENO DE CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS.
INTERACAO PROTEINA — PROTEINA E CINETICA DE
TROCA ISOTOPICA HIDROGENIO - TRICIO

José Roberto Rogero

RESUMO

A Fosfolipase A, Crotapotin e Crotaming tosam puuficadas a pasty do veneno de Crotalus durissus terrificus.
Mediante anjlise de aminoicidos das protefnas ficou estabelecido um peso molecular 13400 para Fosfolipase A, 8300
para Crotapotin e 4880 para Crotamina. Crotapotin interage com Fosfolipase A (DL50=0,55 mg/Kg peso} dando um
complexo estavel durantz a filtrac§o em get Sephadex G 75 fino, quando a propor¢3o molar de interagdo é 1:1. O
complexo fermado é cerca de 10 vezes mais taxice do que a Fosfolipase A sozinha, guando injetado i.p. em
camundorigos (D LSO =0,05 mg/Kg peso). Estes fatos levam a supor que a Crotoxina,'toxina neurotbxica cristalizdvel do
wveneno de Crotalus d. terrificus, resulta da interagio Crotapotin-Fosfolipase A na propor¢io molar 1:1, A Crotapotin
interage com Crotamina (Dl—c,,) = 0,2 mg/Xg peso), formando um complexo dissocisvel durante a filtragdo em gel
Sephadex G 75 fino. Quando o complexo formado “in vitro na propor¢do molar de 1:1 & injetado em camundongas
apresenta uma toxicidade cerca de 4 vezes maior do que a Crotamina sozinha (DL50=0,2 ma/Kg pesa). O estudo da
cinética de troca isotopica H/T foi feito em Fosfolipase A, Crotapotin, Crotamina e Crotoxina, utilizando o método de
filtracdo em colunas de Sephadex G 25 “coarse’’. O melhor ajuste dos dados experimentais de troca H/T de Fosfolipase
A apresenta uma equaclo que é compnsta de duas exponenciais, caracterizando duas classes de hidrogénios. Mostra
também que a Fosfolipase A tem 68% dos hidroglnios tsoricamente trocdveis, muito répidos e, nSo apresenta
hidrogénios com velocidades de troca proxima daqueles envolvidos em alfa-hélice. A Crotapotin pela mesma analise n80
apresenta hidrogénios envoividos em alfa-hélice e 83% dos teoricamente trociveis, sJo rapidamente trocados com o
solvente. A Crotamina peta medida da cindtica de troca H/T, apbs um aquecimentc inicial com 3H10 8 70°C por 2
horas, mostra que dos hidrogénios teoricamente troc4weis, 31% sfo lentos. Quando o aquecimento inicial  prolongado
na mesma temperatura por 18 horas, os hidiogénios fentos diminuem para 11%. A aplicacfo da tdcnica de medida da -
cinética de troca H/T na Crotoxina, mostra o aparecimento de 26 hidroghnios que trocam com velocidades ssmelhantes
Aqueles envolvido™ em alfa-hélice. Este fato sugere que possivelmente ocorreria uma mudanca conformacional apds a
intsrag3o Fosfolipase A -- Crotartin, originando a Crotoxinae.

I - INTRODUGAO E PROPOSITOS

A Crotoxina, protefna neurotéxica do veneno Crotalus durissus terrificus, foi pela primeira vez
isolada e cristalizada por Slotta e i-raenkel-Conrat‘sm, em 1 938. Estudos por eletroforese com aparelho
de Tiselius'®0) ¢ por ultraoentrifugacao"”’, mostraram ser a Crotoxina ume proteins homognea de
peso molecular aproximadamente 30000.

Durante algum tempo a Crotoxina permaneceu como uma prote(na homoginea e cristalizével
spesar de apresentar além da neurotoxicidade, atividade fosfolipbsica(" )

Em 1956, Neumann e Habermann‘“’ prc-urando retirar da Crotoxina a atividade
fosfolipasice, identificaram uma nova protefna que continha a mesma aclo téxica da Crotoxina, porém

Aprovada psre publicaclo em eagosta/1878.



com uma atividade fosfolipasica menor. 'A esta nova protefna eles denominaram Crotactina. Entretanto
esta nova toxina ndo pode ser purificada e isolada em quantidade que possibilitasse sua caracterizagdo
mais detalhada'39-40’

A primeira evidéncia definitiva da existéncia na Crotoxina de duas protelnas diferentes,
apareceu com o tratamento da protefna pelo fluordinitrobenzeno, que em fungdo da solubilidade em
&gua possibilitou o isnlamento de duas dinitrofenil-protefnas que se diferenciavam em muito nas suas
composigdes de aminoa’cidos(zg).

Apos um longo perfodo onde su temos trabalhos realizados por Vital Brasil et alij'43.81.82,83)
sobre a farmacologia da Crotoxina, dois grupos de pesquisadores liderados por Hendon e
Fraenkel-Conrat'*”’ = Rubsamen et alii'’® publicam no mesmo ano de 1971, o fracionamento da
Crotoxina em coluna de troca idnica, isolando e caracterizando duas . otefnas diferentes.

Estas protefnas se diferenciavam em primeiro lugar pela composicdo de aminoacidos, uma
extremamente 4cida e outra extremamente bésica e, pela toxicidade, que mostrava que a protefna Acida
ndo era toxica e a proteina bdsica tinha toxicidade baixa. A protefna dcida potenciava a bisica e por isso
foi chamada Crotapotin. A protefna bdsica foi identificada como sendo uma Fosfalipase A (EC 3.1.1.4.).
As duas protefnas se recombinavam dando origem 3 Crotoxina.

As caracterfsticas das subunidades da Crotoxina e a interacdo entre elas, t8ém merecido uma
série de publicagBes no< Ultimos anos'5:42:48,49,70)

A Crotamina, protefna tbxica de uma variedade de veneno de Crotalus d. terrificus, foi isolada @
caracterizada por eletroforese por Gongalves e Vieira(36), em 1950.

A Crotamina anteriormente, purificada por Amberlite IRC 50'°2) e SP Sephadex C25(59’,
estudada quanto ao seu peso molecular'33:34) ¢ quanto a sua agao farmacolbgica(1°'3"32), teve sua

seqiéncia de aminodcidos determinada recentemente mostrando um peso molecular de 4880'%8)

E uma protefna muito basica de pt: 10,3(32’ que apresenta, quase sempre, na purificagdo do
veneno global poi filtragdo em gel Sephadex G 75 uma contaminacdo com uma fracSo 4cida revelads por
Cheymol et aii' 10 apbs cromatografia em troca idnica com Carboximetil Sephadex C 25.

Os propésitos deste trabalho foram em primeiro lugar pela técnica de filtragdo em gel, definir
nas toxinas purificadas as estequiometrias das interacdes Crotapotin-Fosfolipase A e
Crotapotin-Crotamina, bem como, a toxicidade dos complexos formados; em segundo lugar aplicando a
técnica de troca isotbpica hidrognio-tricio, estudar as possfveis mudangas conformacionais que
ocorreriam pela interag8o entre as protelnas citadas.

A técnica de filtragdo em gel para determinar constantes de associaco de protelnas, interagbes
protefnas-peptideos, etc. tem sido muito usada com base no trabalho de Hummel e Drever‘5°’ com o
chamado ““método do poco"“'ze'56’.

No nosso caso a8 intencfo primordial foi a de tentar isolar o complexo formado e daf
determinar as propor¢cBes molares de interagBes. As participacbes da Crotapotin nos complexos com a
Fosfolipase A e com Crotamina, foi melhor visuslizada com o uso ‘de Crotapotin marcada com '2%1,
como tracador,

O estudo do comportamento estrutural de uma prote/na em soluclo pela técnica de troca
isoiépica hidrog8nio-deutério, foi feito pela primeira vez na Insulina por Llndemrom-ung'e”, om
1 965,

Vérios trabalhos se seguiram, utilizando sempre o mesmo método inicial, splicando-o em
prote(nas como Ribonuclease'®!! ¢ & Lisozima'52:53) Destes trabainos foi possivel destacar que
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peptideos simples ou polipeptideos com conformagdo ao acaso em solugdo aquosa, trocavam seus
hidrogénios labeis (aqueles ligados a O, N, S) ccm o solvente, em poucos minutos. Por outro lado, uma
protefna nativa troca os hidrogénios peptfdicos com uma velocidade consideravelmente mais baixa. Estes
hidrogénios da protefna que trocavam com o solvente com velocidades muito baixas, foram inicialmente
definidos como participantes das pontes de hidrogénio de uria alfa hélice. Mais tarde porém, com o uso
da técnica de RX para esclarecer as estruturas conformacionais de algumas protefnas, verificou-se que
ndo havia concordancia entre as porcentagens de alfa hélice e as porozntagens de hidrogénios lentos
obtidos pela troca H/D ou H/T.

A técnica original de Linderstrom-Lang que envolvia uma série muito grande de operag¢des, tais
como, liofilizagdo, aquecimento a 60°C, congelamento, etc. foi elegantemente modificada por
Englander(zm, em 1963.

O autor passou a utilizar tricio e a retirar o excesso do is6topo por filtragdo ripida em
pequenas colunas de gel Sephadex G 25 “‘coarse”. Pela quantidade de trfcio carregada pela protelna,
podia-se calcular 0 nimero de hidrogénios que foram trocados.

A técnica desenvolvida por Englarder passou a ser muito utilizada no estudo da conformacdo de
muitos compostos, tais como polipept(deos(24‘3°'69'84), protefnas”'”"s'aa’, 4cidos nucléicos 73) e
hormdnios de crescimento(g’. As colunas de gel Sephadex foram cigumas vezes substitifdas por uma
microdialise rdpida, com resultados muito semethantes' 2!

No nosso trabalho aplicamos a técnica de medida da velocidade de troca isotbpica
hidrogénio-tricio, com a utilizagdo de colunas de gel Sephadex G 25 “coarse”.

, A tecnica foi inicialmente empregada as protelnas isoladas, para nos dar uma idéia da
conformacdo destas em solucdo e, em seguida foi usada no estudo das possiveis mudangas
canformacionais que ocorreriam pela interagdo Fosfolipase A-Crotapotin.

Il — MATERIAIS E METODOS
1.1 — Purificagdo de Crotamina, Crotapotin e Fosfolipase A

As protefnas usadas neste trabalho foram purificadas a partir do veneno bruto e seco de
cascavel brasileira (Crotalus durissus terrificus),

Foram trabalhados dois tipos de venenos, sendo que s um deles denominado por Gongalves em
1 956‘32) variedade crotaminicus, continha crotamina. Em ambos os casos a tecnologia de purificacSo
foi a mesma, diferenciando-se apenas sobre qual protefna se dcsejava obter.

Os métodos utilizados para essa purificagdo foram os empregados em 1971, por Hendon e
Fraenkel-Conrat'®?) e Rubsamen et alii”a’, com algumas modificacdes.

Cerca de 200 mg de veneno bruto seco, foram dissolvidos em 10 ml de 4cido acético 0,1 M,
separando sobrenadantr por centrifugagdo a 10 000 rpm, e desprezando o precipitado. O sobrenadante
foi submetido 3 filtracdo em uma coluna de 3 cm x 80 cm de gel Sephadex G 75 fino. Com um fluxo de
0,5 ml por minuto recolheu-se 10 mi por tubo de efluente num coletor de frac8es Giison, acompanhando
o pertil cromatugiatico coin win ynonitor de UV equipado cum fiitro para 280 nm e registraaur,

A maior quantidade em massa e consequenteme,ite, 0 maior pico de absorbincia a 280 nm do
perfil cromatogréfico, pertence & Crotoxina.

Os tubos correspondentes ao pico de Crotoxina foram separados, juntados e liofilizados num
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liofilizador Virtis, modelo 10-100, Quando o veneno contém Crotamina, aparece no perfil
cromatografico mais um pico logo apds a Crotoxina, ocasionando uma separacio mais diffcil, quase
sempre com contaminag3o cruzada, das duas protefnas.

A Crotoxina liofilizada foi algumas vezes recromatografada nas mesmas condi¢3es usadas pars o
veneno, sem porém mostrar melhoria no seu estado de pureza.

O segundo passo da punificacfo foi o fracionamento da Crotoxina em coluna de troca idnica,
realizada a 4°C.

Cerca de 100 mg de Crotoxina foram dissolvidos em 5 ml de tampdo 4cido formico-formiato de
amdnio 0,05 M, pH 3,5. A esta mistura levemente turva, acrescentou-se algumas gotas de acido férmico
dilufdo até obtengcdo de uma sclugdo Iimpida.

A amostra assim trabalhada, foi colocada sobre uma coluna de 0,9 cm x 40 cm de SP Sephadex
C 25, equilibrado com tamp3o formiato 0,05 M, pH 3,5. A elui¢3o foi feita com volume total de 400 mi
de um gradiente linear salino de 0 a 3 M de NaCl.

O perfil cromatogréfico foi acompanhado através de um monitor UV Gilson equipado com
registrador e, fracBes de 4 ml do efluente foram coletadas num coletor de fragles também Gilson, com
um fluxo de 0,2 mi/minuto.

Os picos correspondentes a Crotapotin, Fosfolipase A e Crotamina, foram recolhidos e
separadamente dialisados contra dgua deionizada até reacdo negativa para cloreto com nitrato de prata.

Os sacos de didlise utilizados foram previamente tratados com uma mistura de anidrido
acético-piridina, na proporcdo de 1:1, por 12 horas, para redugdo do didmetro dos poros, afim de evitar
perda de protefnas no processo de didlise.

A Crotamina e a Fosfolipase A foram recromatografadas vérias vezes em SP Sephadex C 25 nas
mesmas condicBes anteriores, até obter-se um pico (nico e homogéneo de cada protelna.

A Crotapotin foi recromatografada véirias vezes em colunas de 0,9cmx 30cm de DEAE
Sephadex A 25, equilibrado com tampo formiato 0,056 M, pH 3,5 e elufda com 300 mi de um gradients
linear salino de 0 a 3 M de NaCl, afim de se obter um pico Unico e homogéneo de Crotapotin.

As prote(nas cromatograficamente puras foram dialisadas, liofilizadas e estocadas sob vicuo em

dessecadores mantidos na geladeira.

11.2 — Eletroforese em Gel de Poliscrilamida

O processo empregado foi o descrito por Davis''?) em 1 964, usando-m equipamento espec(fico
da Canalco, modelo 120, com tubos de vidro de 0,4 cm por 7,5 cm.

11.2.1 — Eletroforese de Crotapotin

A eletroforese foi feita em tubos contendo gal de poliacrilamida a 7%. Em cads tubo colocou-se
50 ul de amostra na concentraciio de 2 mg de Crotapotin por mi de tamplo Tris-glicina pH9,6. A
corrida foi efetuada utilizando-te o0 mesmo tamplo nas cubas, o eletrodo colocado na posicio normal

{polo positivo na parte inferior) € uma corrente de 3 mA por tubo, duranis uma hors.

Apds a corrids o gel fci retirado dos tubos e colocado por 30 minutos em dcido tricloroscético



{TCA) a 12% pars fixag3o da protefna. Em sequida, o gel foi lavado varias veres com 4gua e corado com
Comassie Brilliant blue R 250. A descolora;80 foi feita com lavagens seguidas com uma mistura de
metanol:4cido acético:H; O na propor¢o em volume uc §0:75:875,

Apbs a descoloragdo os géis foram fotografados.

11.2.2 - Eletroforese de Crotamina e Fosfolipase A

A eletroforese foi realizada em tubos contendo gel de poliacrilamida a 15% O tampfo utilizado
foi o de betaalanina — 4cido acético, pH 4,3 e a concentragdo da amostra de 2 mg/ml do mesmo
tamp¥o. Efetuou-se a corrida com 3 mA por tubo, durante uma hora. Os géis foram fixados, corados e
descorados como no item 1.2.1,

1.3 — Anélise de Aminoacidos

A composicio de aminoicidos foi determinada nas protefnas gue mostraram apenas uma banda
na eletroforese em gel de poliacrilamida. Utilizou-se analisador de amino4cidos Beckman, modelo 120 C.

11.3.1 — Anélise do Padrio de Amino4cidos

Uma solugdo estoque padronizada (Aminoacid Calibration Mixture-Beckman) serviu de padrio
para determinar as constantes relativas as 4reas correspondentes a cada aminoécido.

Amostras contendo 0,1 umol de cada aminoicido foram dilufdas em tampdo citrato 0,2 N,
pH 2,2 e analisadas nas colunas contendo: resina PA 35 {Custom Resin type PA 35 — Beckman) elufdas
com tamp3o citrato 0,35 M, pH 5,8 para os aminoédcidos bdsicos; resina AA 15 (Custom Resin type
AA 15 — Beckman) eluldas com tampdo citrato 0,2 M, pH 3,28 e, em sequida com mesmo tampfo com
pH 4,25, para os aminoicidos neutros e 4cidos.

11.3.2 — Anilise das Prote/nas

Dois miligramas das prote/nas {Crotapotin, Fosfolipese A e Crotamina) foram dissolvidos em
1,0 ml de 4cido clorfdrico 6 N, em ampolas especiais gue permitiram, ap6s dissolugdo das protefnas, o
sey fechamento sob vicuo. Em seguida, as amostras foram colocadas a 120°C por 10h, 20h & 24 h,
para a hidrélise.

Apbs o tratamento as amostras foram lavadas trds vezes com égua bidestilada e sscadas sob
vicuo na presenca de pentdxido de fésforo. Em seguida dissolvidas em 0,6 mi de tampSo citrato e
analisadas segundo procedimento usual.

1.4 —- Medida das Atividade Enzimética da Fosfolipase A

O processo empregado foi 0 descrito por Habermann et 811! onde ums suspensdo de gema de
ovo ¢ utilizada como substrato. A Fosfolipase A age na lecitina presents na gema, dando a lisolecitina
que na presnca de gldbulos vermelhos provoca hemolise, que é quentificada pela absorbincia a 678 nm.
Foi utilizado para as leituras de absorbéncia um espsctrofotdbmetro Carl Zeiss, modelo PMQ (1.

A curva padrfo de hemblise foi obtids com s Fosfolipase A pura ds seguinte maneirs: Q, 5, 20,
30, 40, 50 ug de Fosfolipase A por 60 ul de soluglo fisiologica forem pipetados sobre 60 ul de gema de



ovo fresca e, logo apds agitacdo as amostras foram incubadas a 37°C por duas horas. Em seguida, 4 ml
de suspensio de globulos vermelhos a 0,6% em soluglo fisiologica foram adicionadas aos tubos
pré-incubados de Fosfolipase A de gema de ovo. Os glbbulos vermelhos utilizados foram obtidos de
sangue de rato, lavados com solucdo fisiolbgica e separados por centrifugac3o repetindo-se essa operacdo
por trés vezes.

Os tubos contendo Fosfolipase A, gema de cvo e gidbulos vermelhos foram agitados e
incubados a 37°C por 40 minutos. ogo a sequir as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos, e os sobrenadantes foram lidos a 578 nm.

Todos os outros testes de atividade enzimdtica de Fosfolipase A foram realizados usando-se
solucdo contendo 1 mg de Fosfolipase A/ml solugdo fisioldgica, calculando-se porcentagem de hemblise
através da curva padrdo.

11.5 — Determina¢do da Presenga de Fatores Coagulantes

O veneno de Crotalus d. terrificus é muito rico em enzimas que tem a capacidade de coagular
outras protefnas. A estas enzimas ou complexos enzimaticos proteolfticos denomina-se ‘‘coagulase’’ ou
“fatores de coagulac3o”.

Para certificar-se de que a Crotamina, Crotapotin e Fosfolipase A ndo apresentavam
contaminacdo pela “coagulase’”, aplicou-se nas proteinas puras o teste descrito por Goncalves'”’ em
1956, que usa a coagulacdo do fibrinogénio: a 0, 100, 200, 500 ug de Fosfolipase A, Crotamina e
Crotapotin, adicionou-se 1m! de solucBo de fibrinogdnio humano a 1 mg/mi de solugdo fisioldgica.
Usou-se como padrdo positivo 100 ug de veneno bruto de cascavel.

As amostras foram incubadas a temperatura ambients por 30 minutos e obssrvadas quanto a0
aparecimento do codgulo.

11.6 — Dosagem das Proteinas

A determinagio do conteido protéico foi feito pelo ' vtodo descrito por Lowry et 2lii{62) gm

1951, usando-se soro albumina bovina para curva padrio.

O coeficiente de extinglo molar foi determinado pela absorbdncia a 280 nm de solucBes de
1 mg/ml, em cubas de quartzo com um cm de percurso 6ptico, no espectrofotdmetro Cari Zeiss PMQ 11,

1.7 — Curvas de Absorbincias das Proteines

As curvas de absorbincias de Fosfolipase A, Crotamina e Crotapotin foram reslizadss no
sspectrofotdmetto Carl Zeiss, modelo PMQ Il utilizando-se cubss de quartzo com 1cm de percurso
botico. Para Fosfolipsse A ¢ Crotapotin, absorbncia foi medids em tamplio Tris 0,06 M, pH 8,08, na
concntrecso age 1,36 mg/mi ¢ U8 mg/ml respectivaments. Para a8 Lrotamine, usou-se tamplo tostatu
0,01 M, pM 7,3, ne concentraciio de 1 mg/ml. '

11.8 = Determinaclio de Grupos 8H Livres
Pars o constetaclo da existéncie de grupos SH livies nas promines, utilizou-w 0 método descrito

por Etiman''® “em” 1959, que use a cisteina como pedro e o resgente écido
5,6’ dit.obis-2-nitrobenz6ico-Sigma.



Inttoduziv-se na téenica as moditicagdes propostas por Simizu!79! em 1972, que sequem: a

0,5 ml da solugdo de protefnas contendo 0,1 myg, juntou-se 0,88 mi de tamplo Tris 0,1 M, pH 8,0,
0,03 ml de solugdo de EDTA 0,1 M no mesino tampdo e 3,0 ml de 4gua destilada para completar o
volume. Em sequida, adicionou-se 3 mistura 002 ml do reativo de Ellman (20mg de acido
5,5 ditiobis-2-mitrobenzéico em 5 mil de tampdo Tris 0,1 M, pH 8,0).

Apos 10 minutos fez-se a leitura de absorbdncia em 412 nm contra branco contendo somente
Tris, EDTA, sgua e OTNB.

Para esclatecer a existéncia de yrupos SH livres, porém ‘escondidos’” e ndo acessfveis ao
reagente, adicionou-se ao meio 0,06 mi de uréia 0,01 M, na tentativa de expor 3 reac#o os SH livres
porventura existentes.

1.9 — Marcagdo e Crotapotin com '*%}

O método para marcacio de protefna com '?'1, foi publicado por Greenwood et alii'3®', em
1963.

A sequéncia das reacBes foi a sequinte: a 5 ug de Crotapotin dissolvidos em 0,5 mi de tamp3o
fosfato 0,25 M, de pH 7,4, juntou-se um mCi de Na' 231 contidos em aproximadamente 2ul. A seguir,
juntou-se 20 ul de uma solugio (2,65 mg/ml de tampdo fosfato) do oxidante cloramina T.
Imediatamente ap6s, juntou-se 20 ul de uma solugdo de metabissulfito de sodio {4,8 mg/ml de tamp3o
fosfato), para parar a reagio.

A protefna marcada foi ent3o purificada por filtragio em gel Sephadex G 50, empacotado numa
coluna de 35 cm:1 cm, previamente equilibrado com o mesmo tamp3o utilizzdo para marcacdo e que
serviu para eluir a coluna num fluxo de 1 mi/minuto.

Os tubos resultantes da eluigdo, contendo aproximadamente 1 ml cada um, foram contados no
contador de radiacdo gama Tobor (Nudear Chicago) para a identificacdo do pico de protefna radioativa.

11.9.1 — Controle Eletroforético do Pico de Crotapotin 231

Paa controle da existéncia de iodeto livre ou de material radioativo degradado na amostra
coletady, foi efetuada uma eletroforese da seguinte maneira; alfquotas das amostras foram colocadas em
fitas (papel Whatman n? 1) de 2,5cm: 33cm e submetidas a eletroforese por uma hora em tamp8o
fosfato 0,25M, pH 7,4, com 3 mA por fita. Utilizou-se Nal como carregador para localizer o 2% livre
porventura existente,

Apbs a eletroforese, as fitas foram reveladas com solu¢fo de acetato de chumbo a 10%. Em
mguida, as fitas foram cortadas no sentide transversal. em pedacos de 1 cm e, contados no contador de
radiac3o gama (Nuclear Chicago —~ série 1185). '

Foram utilizados produtos marcados contendo no méximo 5% de iddo na forms de jodeto o
com auséncis de fracBes protéicas degradadas.

11.10 — Determinaglo da DL, das Prowinas

A determinacio da toxicidade da Crotapotin, Fosfolipase A e Crotamina foi feits pelo c4iculo
da dose letal 50% pelo método de Reed e Muonch”‘", em 1037,



A medida da DI op toi realizada em camundongos suissos com peso aproximado de 25 g cada
um, pela via intragperitoneal, utilizando 6 grupos de 6 camundongos cada, mais um grupo controle.

De cada protefna foram feitas as sequintes diluicdes: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, e 1/32, sendo a
diluicdo inicial da protefna 1/1 de 500 ug/mi de solucdo fisiol6gica.

Ac seis diluigBes acima foram injetadas num volume de 0,2 ml usando para cada diluicio um
grupo de 6 animais.

As mortes e sobrevidas foram anotacas 24 horas ap6s as injecdes. O célculo foi feito da seguinte
maneira:

X = % de mortalidade na diluigdo logo acima do valor que provocou 50% de morte ou
mais.

Y = % de mortalidade na diluigdo logo abaixo do valor que pro;:ocou 50% de morte ou
mais.

N
1t

diluigdo inferior ao valor que provocou 50% de morte.

d.p. = distancia proporcional.

log 2 = logar{tmo decimal do fator de dilui¢do, no nosso caso 2.
J 50 - Y
p. =
X-Y

C=1logZ + {dp x log 2}

O antilog de C forneceu a diluigdo exata em que ocorreu 50% de morte, e, consequentemente a
concentrac3o em mg/Kg de peso.

Quando da medida da DL50 dos complexos Crotapotin-Fosfolipase A e Crotapotin-Crotamina,
realizou-se sempre a mistura das protefpas mantendo a primeira ailuicfo 500 ug de protefna total, obtida
pela soma das massas das duas protefnas misturadas, mas em propor¢des molares de 1:1. O célculo da
DL5° do complexo foi feito da mesma maneira descrita, porém deu-se maior importincia & quantidade
de prote/na tbxica injetada (Crotamina ou Fosfolipase A), comparando-se o resuitado obtido, com o
encontrado pela injec3o da protefna tOxica sozinha.

11.11 — Medids da Velocidade de Troca Isotdpica Hidrogdnio-Tricio

A medida da velocidade de trocs do tricio incorporado A prote/na com o solvents, “exchange
out”, fol realizada usando-se a técnica descrita por Englandor‘zo’, em 1 963. A técnica foi aplicada d
Crotamina, Fosfolipase A, Crotapotin e Crotoxina cristalizada 3 vezes e gentilmente fornacida pels
equipe do professor Oswaldo Vital Brasil da UNICAMP-SP,

A téenica publicada por Englander consta dos ssguintes pessos: inicisimente s protefns ¢
incubada em determinedas condicBes de pH e tempersturs ns presenca de 4gus triciade numa
concentraclo aproximada de 10° cpm/ml (contagens por minuto), a seguir o excesso de tricio 6 retirado
pels filtraco répide em coluna de gel Sephadex G 26 grosso de 3 cni:8 cm, empacotads e equllibrada



com o tampdo escolhido. Os tubos que contém a protefna triciada sfo recolhidos e os seus volumes
juntados ; a partir deste instante inicia-se a contagem do tempo de “exchange out”’. Retira-sa aliquotas de
mpos em tempos e filtta-se em outra coluna nas mesmas condi¢Bes anteriores. Apds a eluig3o, nos
tubos que contém o pico de protefna determinase a absorbdncia a 280nm e a quantidade de
radioatividade ; o cdlculo do ndmerv de hidrogénios por mol de protelna que permaneceram n3o
trocados, ou seja, cujo trfcio ndo passou para o solvente decorrido determinado tempo, é feito da
sequinte maneird:

C/A
n® Ha/mol = — x 111 x ¢

onde:
Ha = hidrogénios aparentes
C = contagem da radioatividade em cpm/ml carregaca pela protefna
C_ = radioatividade inicial de incuba¢do em cpm/mi
A = absorbincia das amostras a 280 nm
111 = concentragdo de dtomos de hidrogénio na dgua

€ = coeficiente de absorcdo molar

Na realidade, o nimero de hidrogénio por mol é -alculado utilizando-se um valor médio das
atividades especfficas (C/A) dos tubos que comp3em o pico da protefna. € possivel obter na regido de
maior concentracdo de protefna, pelo menos 4 valores de C/A que variam entre s{ num maximo de 5%
e, somente a média destes valores é que foi utilizada para calcular o n® Ha/mol, no tempo escolhido.

11.11.1 — Medida do “Exchange-Out” em Crotamina

As colunas para separacio do excesso de *H, O foram empacotadas com gel Sephadex G 25
grosso, previamente equilibrado com tampfo formiato 0,1 M, pH 3,0. Contendo 3 cm x 8 cm de gel, as
colunas foram mantidas 3 temperatura de 3°C por meio de um banho de circulagio Savant e eluidas
com o mesmo tamp3o mantido também a 3°C.

O fluxo das colunas foi sempre fixado em 1 mi/10 segundos e a troca dos tubos foi feita
manualmente de 10 em 10 segundos.

Foram utitizadas duas experiéncias com Crotamina, variando apsnas o tempo de incubaclo da
protefna com 4gua triciada.

Na primeira, 12 mg de Crotamina foram dissolvidos em. 1 ml de tamplo formiato 0,1 M,
pH 3,0, e em seguida adicionou-se gotas de >H,0 na concentracBo sproximada de 4 mCi/m! dando ume
medids da radioatividade inicial de aproximadamente 10® cpm/mi. Uma siiquota dests amostra fol
retirada para determinacfo da radioatividade inicial. Em seguida s amostra fol incubada por 2 horss em
benho termostatizado a 70°C. Apbs a incubacBo e resfriamento, 8 smostra fol colocads em benho de
ghlo,

Na segunda experidncia, o procedimento fol 0 mesmo mudando se apenas o tempo de incubsclio
para 18 horas & 70°C.
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Os passos sequintes foram: filtrag3o na primeira coluna de G 25, reunido dos volumes dos tubos
que contém o pico de protefna, iniciando-se o tempo de contagem de safda do tr(cio da protefnha para o
solvente ; de tempos em tempos retirou-se 1 i deste “pool” para filtragdo numa segunda coluna e,
finalinente, calculou-se a atividade especffica C/A de cada tubo, a seguir usada para obtencSo do n? de
H/mol de prote(na.

O coeficiente de extingdo moiar usado foi de 11650 M~' x cm™', calculado pela absorgdo a
280 nin de uma solugdo de 1 mg de Crotamina por ml de tamp3o formiato 0,1 M, pH 3,0, » zondo-se um
peso molecular 488058

11.11.2 — Medida do “Exchange-Out”’ em Fosfolipase A

Cerca de 16 mg de Fosfolipase A foram dissolvidos em 1 mi de tampdo formiato 0,1 M, pH 3,0.
Adicionou-se gotas de &gua triciada suficientes para dar uma radioatividade inicial proxima de 10°
cpm/mi e, incubou-se a 70°C por 2 horas. )

Os passos seguintes foram os mesmos descritos nc item 11.11.1, utilizando-se as mesmas
condig¢Ges para a fiitragdo.

O valor do coeficiente extingdo molar usado no ciiculo do n? H/mol, foi calculado pela
abscr¢do a 280nm de uma solugio 1 mg de Fosfolipase A/ml de tamp3do formiato 0,1 M, pH 3,0. Este
valor foi 225121 ' x em™!, baseado num peso molecular 13400 calculado por andlise de amino3cidos.

11.11.3 — Medida do “"Exchange-Out’’ em Crotapotin

Cerca de 20 mg de Crotapotin foram dissolvidos em 1 mi de tampJo formiato, 0,3 M pH 3,0,
Adicionou-se a sequir gotas de >H, O para obter uma contagem de radioatividade final proxima de 10°
cpm/mi. A amostra foi entdo colocada para incubar em banho de 4gua mantido a 60°C por 2 horas.

As colunas para filtracdo, bem como, os demais detalhes de procedimento, foram estabelecidos
nos itens anzeriores.

O valor usado do coeficiente de exting3o molar da Crotapotin foi 9074 M~} x ecm™?, calculado .
da mesma maneira descrita nos itens anteriores, usando-se um peso malecular de 8300 calculado com
base na anélise de aminoacidos.

11.11.4 — Medida do "Exchange-Out” em Crotoxina

Cerca de 20 mg de Crotoxina foram dissolvidos em 1 mil de tamp3o formiato 0,1 M, pH 3,0,
dando uma solugSo levemente turva, pois o valor do pH fica proéximo do pl da Crotoxina:4,7.
Adicionou-se entdo gotas de 4cido férmico difufdo para acertar o pH, tornando a soluclo Ifmpida. Em
seguida, colocouse gotas de *M,;0 para dar ao meio uma radioatividade de aproximadamente 10°
cpm/ml. A incubag3o foi feita em banho a 70°C por 2 horas.

Os passos seguintes de filtracio em gel, leitura de absorbincia e medida de rad : atividade, foram
efetuados da maneira descrita nos itens anteriores.

O valor do coeficiente de extingio molar da Crotoxina foi de 30597 M~ x cm™! calculedo do
mesmo modo descrito, utilizando um vzlor para peso molecular de 21700, obtido pelas andlises de
amino4cidos de Fosfolipase A e Crotapotin, considerando a Crotoxina co no resultants da interacBo das
duas protefnas, na propor¢3o molar de 1:1.
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11.11.5 - Medida da Radioatividale

Para todos os casos em gue se necessitou medir a radioatividade do tricio presente na protefna,
utilizou se o liquido de cintilagio de Rvayu’ em 1 960.

Este Ifyuido de cintilagdo é composto des seguinwes reagontes:

Naftaleno 60 g
PPO 44
POPOP 02g
Metanol 100 mi
Etilenoglicol 20 mi
Dioxano q.s.p. 100 mi

Nesta formulagdo temos: como soluto primério fluorescente o PPO (2,5 difenil-oxazol), como
soluto secundirio fluorescente o POPOP { p-bis | 2-(5-feniloxazolil)]benzeno}s o dioxano, etileno
glicol, metanol e naftaleno como solventes.

Para medida da rudioatividade foi utilizado um contador de cintilacio Nucliear Chicago, modelo
ISOCAP 300.

A radioatividade dos itens 11.1 a 11.4 foi medida da seguinte maneira: 5ul da amostra
incubada foram adicionados a 5 ml do Ifquido de cintilag3o, agitados e contados por 10 minutos.

Apbds a segunda filtrac30 na coluna de gel Sephadex G 25, dos tubos que continham a protefna
radioativa foram retirados 100 ul adicionados a 5 mi de Ifquido de cintilag3o, apés a agitagSo, colocado
para contar por 10 minutos.

11.11.6 — Célculo da Eficiéncia de Contagem

Para o cllculo da eficidncia de contagem, foram utilizados vérios padr8es fornecidos pels
Nuclear Chitago que continham valores de “quenching” diferentes. Com os valores obtidos nas contagens
destes padrOes, estabeleceu-se a curva de eficiéncia do aparetho, usando 0 método de relacfo de canais.
Assim, com os valores de contagens no canal A/ contagens no canal B ern abcissa e a % de eficidncia em
ordenada, tracou-se uma curva de eficiéncia.

Quando da contagem das amostras, os valores da relacio de canais A/B foram colocados ns
curva padrfo e dafl estabelecidas as eficiéncias de contagens, extrapolando-as para 100% de eficidncia.

Tomouwse o0 cuidado, de tempos em tempos, dz refazer 8 curva de eficincia padrlo pers
werificar, as possfveis mudancas ocorridas nas condigBes de medida do cintilador I/quido.
1IL11.7 — Céiculo do NaGmero de Hidroginio Teoricamente Trociveis

Os hidrogfnios que teoricamente slio trocdveis com o solvente s uma velocidade mensurével slio

aqueles ligados a r xig8nio, enxofre e nitrogénio. Os hidrogénios ligados s carbono tdm uma welocidade
troca isotbpica muito lenta e, nfo foram considerados no nosso trabalho.
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O cdileuto do numero de hidrogénios que teoricamente s30 trocaveis pelo tricio foi feito com
base na andliss de aminodcidos, levando se em consideracdo os hidrogénios de cadeia lateral e os
peptidicos.

Em todas as experigncias de troca isotdpica hidrogénio-tricio foram usadas condi¢Bes proprias
de incubagdo, supondo-se que todos os hidrogénios teoricamente trociveis foram substitufdos pelo tricio.

11.11.8 — Ajuste dos Dados Obtidos pela Troca Isotbpica H/T

Os dados ohtidos pela medida da velocidade de troca de trfcio pelo hidrogénio, culocados em
grifico contia os respectivos tempos, delineavam uma curva que aparentemente representa uma func¢io
exponencial. Sequndo Hvidt e Nielsen 5“, a curva que representa a velocidade de troca isotopica H/T, é
a resultante de uma soma de exponenciais do tipo de decaimento radioativo. Considerande este fato, foi
feito para os pontos obtidos neste trabalho um ajuste para obten¢3o da melhor curva que passa pelos
pontos experimentais. Este ajuste de soma de exponenciais foi realizado com auxflio do computador
IBM/370, modeio 155.

O programa utilizado foi desenvolvido pelo National Institute of Heaith, Laboratory of
Theoretical Biology, por Mones Berman e Marjory F. Weiss em 1974, Este programa é denominado
SAAM (Simulation Analyses and Modeling) e foi utilizado na vers3o n? 25.

Todas as andlises e ajustes foram realizadas no Centro de Processamentos de Dados do Instituto
de Energia Atdmica.

11.12 — Intera¢3o das Protefnas

O estudo da interagdo entre as protefnas, Fosfolipase A + Crotapotin e Crotamina + Crotapotin,
foi realizado com o intuito de definir as proporgdes molares de interagdo. Para tanto foi utilizada a
aomatografia em coluna de gel Sephadex G 75 fino com a intengdo de isolar os complexos formados. A
coluna usada para este estudo foi sempre a mesma, com as seguintes caracter(sticas: coluna refrigerada da
Pharmacia Uppsala de 100 cmx 0,9 cm, e.ipacotada com Sephadex G 75 fino até altura de 80 cm,
elulda com tamp3o formiato 0,1 M, pH 3,5 que previamente equilibrou o gel. O fluxo foi sempre
mantido em 0,2 mi/minuto. Os efluentes passavam por um monitor de UV LKB, modelo Uvicord
11 8300, sendo a absorbdncia evidenciada com aux(lio de registrador grifico e recolhidos em coletor de
fracdes LKB, modelo Ultrorac 7000.

Nos efluentes recolhidos foi doseada, pelo método de Lowry, s concentracio das protefnas,
utilizada depois no cdiculo da proporgdo molar de interag3o.

11.12.1 — Medida das Areas dos Picos

Um outro método usado para o chiculo das propor¢Des de lnmoclb foi 0 da medida das dreas
dos picos obtidos pels absorclio a 280 nm dos efluentes da coluna.

Mantendo-se sempre 83 mesmas condicBes de cromatografia, foi rulviudo, em primeiro luger, 8
medida da édrea obtida por ums soluclo de concentraclo conhecide de Crotamins, Fosfolipase A ¢
Crotapotin,

Nas experidnciss de interaclo utilizou-se excesso de uma prote/na em relaclio d outra obtendo-se
portanto um pico que correspondia 80 da proteina que nlio participou do complexo. Pela comparaco
com os vslores de dreas de quantidades de proteina conhecidas e, sabsndo-se o total colocado na coluna,
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pode-se zab alar quanto de protefna poarticinon do compleso & consequentemente guanto  constituiu

exonsse.

As miedidas das dreas toram efetuadas com um planfmetro da KEU FEEL & ESSER Co. N. Y.,
modelo 4236 M,

1.12.2 - Interagdo entre Fosfolipase A 8 Crotapot:

O estudo da interagdo que ocorre entre a Fosfolipase A e Crotapotin foi realizado como
descrito nos itens 11.12 e 11.12.1. Foram realizadas uma série de experiéncias nas quais se procurou variar
a concentragdio de protefnas na coluna, modificando o excesso de uma ou de outra. Uma das
experiencias foi: 26 mg de Fosfolipase A foram dissolvidos em 0,5 mi de tampdo formiato 0,05 M,
pH 3,5; 0,8 mg de Crotapotin foram dissolvidos em 0,5 ml de tamp3o formiato 0,05 M, pH 3,5; a coluna
a 4°C de ¢! Sephadex G 75 fino, equilibrada e empacotada com o mesmo tampdo, foi de 80 cm:
0,9 cm ; as solugdes de Crotapotin e Fosfolipase A foram juntadas e colocadas na coluna; a eluigdo foi
feita com o tampdo citado mantendo-se um fluxo de 0,2 mi por minuto.

Os efluentes foram coletados, doseados, e a drea do pico de Fostolipase A em excesso foi
medida. Os doseamentos e os valores de drea foram uiilizados nara a determinagdo da proporgdo molar
de interagdo.

11.12.3 - Cromatografia de Crotoxina

Com o intuito de comparar o volume efluente obtido para o complexo Crotapotin-Fosfolipase
A com o da Crotoxina, fez-se a seguinte experiéncia: 2 mg de Crotoxina cristalizada trés vezes, dando
uma s6 banda na eletroforese em gel de poliacrilamide, foram dissolvidos em 1 m! de tampdo formiato
0,05 M, pH 35 e colocados na mesma coiuna descrita no item anterior. A eluigdo foi feita com o mesmo
tampdo e o fluxo mantido a 0,2 mi por minuto.

11.12.4 — Interagdo entre Fosfolipase A e Crotapotin Utilizando Crotapotin — ' 251 como Tragadar

Para confirmar a participa¢do efetiva da Crotapotin na intera¢cSo com Fosfolipase A. utilizou-se
Crotapotin -- !2%] misturada 3 protefna fria, como tracador.

A experiéncia foi a seguinte: 1,5 mg de Fosfolipase A foram dissoividos em 0,5 ml de amplio
formiato 0,05M, pH 3,5; 1,0 mg de Crotapotin dissolvidos em 0,5 m! do mesmo tamplo e 60 ul de
Crotapotin — ‘%1, foram juntados « a amostra resultante colocada na coluna de gel Sephadex nas
mesmas condicles anteriores.

As absorbincias dos efluentes foram lidas a 280 nm e as radioatividades forsm determinadss no
contador gama.

11.12.5 — Intersclio entre Crotamina ¢ Crotapotin

Para o estudo da interacio entre estas duss proteinas utilizou-se a mesma tecnologia empregada
nos itens 11,12.1,, 11,12.2. ¢ 11.12.3.
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A cromatogiatia toi feita emn coluna de gel Sephadex G 75 de 80 cm: 0,9 cm, equilibrada e
empacotada com tamp3o tormiate 0,05 M, pH 3.5, que tamb¥m serviu para eluir a coluna com um fluxo
de 0,2 mbt/minuto,

Foram realizadas v8rias experidncias na tentativa de isolar o complexo formado e elucidar a
proporgdo molar de interacdo.

11.12.6 — Intera¢do entre Crotamina e Crotapotin Usando Crotapotin — 1251 como Tragador

Para demnnstrar que realmente a Crotamina interage com Cratapotin, utilizou-se Crotapotin —
Y255 como macador.

As condigBes de cromatografia foram as mesmas descritas no item anterior. Uma das
experifncias realizadas foi a seguinte: 3,0 mg de Crotamina foram dissolvidos em 0,5 ml de tamplio
formiato 0,05 M pH 3,5; a 0,8 mg de Crotapotin dissolvidos em 0,5 mi do mesmo tampdo, adicionou-se
20ul de Crotapotin — 125). a5 solugdes foram juntadas e colocadas na coluna. A concentracdo e
tad;oatividade Jdos ¢Huentes foram determinadas.

tHl — RESULTADOS
111.1 — Purificag3o de Crotamina, Fosfutfipase A e Crotapotin

As protelnas utilizadas neste trabalho foram isoladas e purificadas a partir do veneno bruto e
seco de cascavel brasileira (Crotalus d. terrificus).

A individualizagdo das protefnas no veneno foi feita pela filtragcio em Sephadex G 75 como
mostra a Figura 1. Esta representa um perfil cromatogrdfico de amostra de veneno contendo crotamina
e, orde os picos |1l e 1V correspondem A Crotoxina e Crotamina respectivamente.

Procurou-se sempre reunir somente amostras dos tubos da regifo de maior concentrag3o de cada
pico, para se evitar contaminagdes cruzadas. As protelnas assim recolhidas foram liofilizadas e
separadamente submetidas aos proximos passos de purificagSo,

A Figura 2 mostra os padrdes de absor¢do a 280 nm obtidos pelo fracionamento das Crotoxins
em coluna de gel SP Sephadex C 25. Nesta figura podem ser visualizados, pelo menos seis picos onde os
| e VI correspondem respectivamente 3 Crotapotin e Fosfolipase A. Os picos M, HIf e IV sfo picos
intermedidrios de piotelnas nSo identificadas. Os picos que correspondem 3 Crotapotin e Fosfolipase A
sdo recolhidos, dialisados contra dgua deionizada e liofilizados.

A Figura 3 mostra a recromatografia final da Fosfolipase A, apbs vérias passagens em SP
Sephadex C 25, evidenciando apenas um pico que foi considerado cromatograficaments homogéneo.

A Crotapotin como nfo se ligs ao SP Sephadex, foi recromatcarafada vérias vezes em DEAE
Sephadex A 25, até que se obteve um pico Gnico e homogéneo, o que § nostrado na Figura 4,

A Crotamina isolada na filtrag3o do veneno em Sephadex G 76 foi também recromatografada
em coluna de gel SP Sephadex C 26 e seu perfil cromatogréfico estd mostrado na Figurs 5. Pela
observaclo caracter/stica, apés injecSo, do efeito da Crotamina em camundongos, ou sejs, paralizecio das
patas posteriores, foi possivel identificar no gréfico da Figura b os picos 11, IV e V com atividade de
Crotamina. O meterial do pico V, obtido com 9 cromatografis de vériss smostras de Crotamina em SP
Sephadex, foi recolhido, dialisedo e liofilizado. A prote/na foi seguidas vezes repassada no mesmo gel até
obtencllo de pico Gnico @ homoglneo, como esté mostrado com trago cheio na Figure 5.
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Figura1 ~ Filraglo do Veneno Global em Coluna de Gel Sephadex G 75. Perfil Cromatografico da Filtracio de 300 mg de Veneno Total/10 ml de Acido
Aditico 0,1M. Fluxo de 0,5 mi/min com Recolhimento de 10 mi/tubo. Coluna de Gel Sephadex G 75 Fino, de 3 cm: 80 cm, Equilibrada e Eluida
com Acido Acético 0,1 M
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Feura2 — Cromatogratia de Crotoxina em SP Sephadex C 25. Perfil Cromatogrdfico Obtido pelo Fracionamento de 100 mg Crotoxina/5 ml de Tampdo
Formiato 0,05 M, pH 3,5 em SP Sephadex C 25, Equilibrado com Tampdo Formiato 0,05 M, pH 3,5 e Eluido com Gradiente Linear Salino de

0a 3 Mde NaCl. Coluna de 0,9 cm: 40 cm, Fluxo de 0,2 mi/min com Recolhimento de 4 mi/tubo.
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Figura 3 — Recromatografia de Fosfolipase A em SP Sephadex C 25. Recromatografia de 100 mg de Fosfolipase A/2 mi de Tampdo Formiato 0,05 M. pH 3.5
em Coluna de SP Sephadex C 25 Equilibrado com Tampdo Formiato 0,05 M, pH 3,5 e Eluido com Gradiente Linear Salino de 0 a 3 M de NaC!.
Flwo de 0,2 mi/min com Recolhimento de 4 mi/tubo. Coluna de 0,9 cm: 40 cm
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Figurs 4 — Recromatografia de Crotapotin em DEAE Sephadex A 25. Coluna de DEAE Sephadex A 25, Equilibrada com Tampdo Formiato 0,06 M, pH 3,56
e Eluido com um Gradiente Linear Salino de 0 a 3 M de NaCl. Fluxo de 0,2 mi/min com Recolhimento de 4 ml/tubo. Amaostra Contendo 100 myg
de Crotapotin/2 ml de Tampiéo Formiato 0,05 M, pH 3,5. Colunade 0,9 cm: 30 cm
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Figura§ — Cromatogratia de Crotamina em SP Sephadex C 25. Com Linha Tracejada Temos a Cromatografia de 200 mg de Crotamina/3 mi de Tampdo For-
miato 0,05 M, pH 3,5 ¢ Eluida com um Gradiente Linear Salino de 0 a 3 de NaCl. Com Traco Cheio Temas a Recromatografia Final de 100 mg
do Pico V/mi do Mesmo Tampdio Apds Virias Passagens. Os Picos 111, IV e V tém Atividade de Crotamina
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111.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Diante da possibilidade das protefnas cromatograficamente homogéneas nfio estarem realmente
puras, foram realizadas eletioforeses em gel de poliacrilamida para verificar a pureza av nivel
eletroforético. A Figura 6 mostra o aparecimento de uma (nica banda para Fosfolipase A, Crotamina e
Crotapotin indicando protelnas eletroforeticamente puras.

1.3 — Presenca de Fatores Coagulantes

Nas pintefnas consideradas puras realizou-se 0 teste de coagulacdo do fibrinog2nio descrito por
Goncalves(” , em 1956,

O teste revelou auséncia completa Je fatores coagulantes contaminando as protefnas. Como
referéncia usou-se veneno bruto que apresenta alto poder de coauuv!acio sotre o fibrinogénio.

111.4 — Dosagens das Prote(nas

O doseamento das protefnas consideradas puras realizou-se pelo método convencional Lowry et
ah“sz’ usando soro albumina bovina, Sigma. ;3ra se construir a curva padro.
Todos os pontos da curva padr8o bem como das amostras a serem doseadas, foram feitos em
tiplicata. Os resultados mostraram que apbs a liofilizagdo as proteinas ainda continham cerca de 10 8
15% de 4gua.

111.6 — Andlise de Aminoécidos

A Tabela | mostra os dados obtidos pela andlise de aminodcidos num analisador Beckman
120 C. Os resultados evidenciam que sdo despreziveis as diferencas encontradas com a variagSo do tempo
de hidrblise de 10 h, 20 h e 24 horas.

A soma dos valores médios para cada amino4cido, serviu pars o célculo do peso molecular das
prote(nas.

Para cads partids nova dss proteinas purificadas, reslizou-se uma séris de anédlises de
sminodcidos obtendo concorddncia com os dados mostrados na Tabels |.

Os pesos moleculares calculados com base ns anflise de aminodcidos foram os seguintes: 8300
para Crotapotin, 13400 pars Fosfolipase A e 4880 pare a Crotamina.
111.6 — Absorglo des Protainas no UV

As curves de absor¢So no UV da Fosfolipase A, Crotapotin e Crotamina estBo mostradss ne
Figure 7. '

A Crotamins @ s Fosfolipase A apresentam um méximo de shsorclo em 280 nm, enquanto que
s Crotapotin #m um méximo em 278nm, Estes méximos foram utilizados pers o chiculo dos
coeficientes de sbsorcBo molar das trés protefnas, ou sejs, 9047 M™' xcm™' para Crotapotin,
22612M-"! x cm™! pare Fostolipase A e 11650 M™! x cm™" para Crotsmina.

111.7 — Medids de Atividede Enrimética da Fosfolipase A
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Figurs 8 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamina

A —Eletroforese de 50 ul de Crotapotin (2 mg/mi) em Tamplo TRIS-glicina pH 98,5,

Corrida de 1,0 hora com 3 m A/tubo, Utilizando o Mesmo Tampio nas Cubas ¢ Gel de
Poliacritamida a 7%.

B8 —Eletroforese de 50ul de Fosfolipsse A (2 mg/mi) em Tamplo Bete-slamina pH 3,4,
Coriids d¢ 1,0 hora com 3 m Aftubo, Utilizando © Mesmo Tamplo nas Cubes ¢ Gel de
Poliscrilamids s 16%. .

C —Eletroforese de 60ul de Crotamina (2 mg/mi) e Templo Bets-alamins pH 4,3. Corrids
de 1,0 hora com 3 m A/tubo, Wtilizando o Mesmo Tamplic nas Cubes ¢ Gel de
Poliscritamida » 16%.

Apos as Corridas as Amostras Foram Fixadas com TCA a 12% por 30 minutos, Corades
com Comassie Brilliant Blue R 260 ¢ Descoradss com uma Mistura de Metanol: Acido
Acttico: H0
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Analise de Aminodcidos de Fosfolipase A, Crotapotine Crotamina®

» oot Fosfolipase A Crctapotin Crotamina
\ N\, - .

sa. N\ 10h 20h 24 h M |10h 20h 24h M [10h 20h 24h M
Lys 93 90 95 93] 18 17 17 17188 90 91 8,9
His 18 - 1,7 1,71 08 07 10 08120 20 22 20
Arg 93 88 95 92|17 14 1,7 16 |17 20 19 18
Asp 90 90 90 90 1100 100 100 100 |19 21 19 19
Thr 65 63 64 64} 35 36 36 36| - - - -
Ser 55 60 62 59| 43 43 43 43125 27 28 28
Gl 90 93 9.2 92 {1286 124 126 12518 20 18 18
Pro 43 48 46 46| 40 43 43 42 |37 31 32 31
Gly 110 108 108 109 88 83 88 86|49 50 650 49
Ala 58 58 57 58| 53 35,0 50 51| - - - -
Cys 118 1130 122 123|116 120 119 118164 66 65 55
Val 20 18 19 1] 08 05 05 05| - - - -
Met 23 20 19 211 07 07 07 o708 10 08 08
lle 40 40 36 391 21 1,7 1,7 18]112 098 11 1,0
Leu 58 60 55 58| 08 10 10 09]07 09 09 08
Tyr 856 100 94 86| 1,7 24 24 22(08 09 07 o8
Phe 65 68 654 59.| 25 2% 21 22117 20 19 18
Trp** - - - 20| - -~ - 10 - - - 20

A tabela mostra os valores obtidos nes endlises de eminoécidos pela hidrélise das proteinas a 120°C,
durante 10 h, 20 h e 24 horas num snalisador de aminodcidos Beckman, modelo 120 C. Mostra
também os valores médios (M) para cads aminodoido apds ss snélises

Dados obtidos espectrofotometricamente.
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Figura7 — Curvas de Absorbinciss de Crotemine (C), Foslolipsse A (B) ¢ Crotepotin (A). Espectros de
AbsorcSo de Crotapotin (0,6 mg/m! de Tampllo Tris 0,06 M, pH 8,068), Fosfolipase A
0,6 mg/m! de Tamplo Tris 0,06 M, pH B8,08) ¢ Crotamine {1 mg/ml de Tamplo Fosfeto
0,01 M, pH7,3)
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A Figura 8 mostia a curva-padrdo de atividade enzimitica da Fosfolipase A pura, tendo como
substrato uma suspensdo de gema de ovo fresca. Em todas as experiéncias, tanto de purificacdo quanto
de interagdo, em que se suspeitou da presenca de Fosfolipase A, mediu-se a atividade enzimatica pela
mesma técnica, usando a curva padrdo para comparagao.

111.8 — Determinag3o de Grupos SH Livres

Foram realizados para Fosfolipase A, Crotamir.a e Crotapotin puras, os testes de presenca de SH
livres, utilizando o método colorimétrico de Eliman modificado por Simizu 79), que usa acido
5,5"-ditiobis-2-nitrobenzoico, Sigma, como reagente e a cistefna como padrdo.

Os resultados mostraram que mesmo em presenca de uréia ndo aparecem SH livres, devendo
estar todos comprometidos nas pontes S-S das cadeias polipeptidicas.

11.9 — Interag3o entre a Fosfolipase A e Crotapotin

O estudo da interagdo entre as protefnas foi realizado pela filtracdo em gel Sephadex G 75,
mantendo-se sempre as mesmas condigoes de fluxo, temperatura, altura do gel, volume de amostras,
volume recothido por tubo, etc. variando apenas as concentracdes das protefnas colocadas na coluna.
Foram realizadas uma série muito grande de experiéncias, onde se procurou através o doseamento das
protefnas e a medida das dreas dos picos, evidenciar a propor¢do molar de interagdo.

Na Figura 9 tem-se os padrdes de filtragdo na coluna de Sephadex G 75. O grifico A representa
a filtraco de uma amostra de Crotoxina cristalizada e eletroforeticamente pura. O grafico B representa o
cromatografia de uma amostra contendo excesso de Fosfolipase A e, no grdfico C uma amostra contendo
excesso de Crotapotin.

Na Tabela Il tem-se dados obtidos para um grupo de experidncias de interagles entre
Fosfolipase A e Crotapotin, usando a técnica de fiftracdo em gel Sephadex G 75. Os dados de
concentracio da amostra, concentracdo do complexo formado e do excesso de proteina, foram
calculados pelo método Lowry e confirm-dos pela medida da 4rea dos respectivos picos.

11.10 — Interaglo entre Crotapotin e Crotamina

A Figura 10 mostra uma das experiéncias de interac§o Crotapotin-Crotamina realizada com @
técnica de filtrac3o em gel Sephadex G 75.

A Tabela 1] mostra os dados obtidos para concentracdo de amostra, concentracio de protefnas
dos picos, medidas pelo doseamento de Lowry e confirmadas pela medida das dreas dos picos.

A Tabela (Il mostra também os valores da proporcSo moler de interaclo entre
Crotapotin-Crotamina nas experiéncias realizadas, evidenciando ums inconstdncia pars os valores obtidos
de propor¢io molar de intarac3o.

111 = Interagio entre Fosfolipase A e Crotamina com Crotapotin Contendo Crotapotin '2%| como
Tragador

Para demonstrar a participacfo de Crotapotin nos complexos Crotapotin-Fosfolipsss A e
Crotapotin-Crotamina, reslizamos experiéncias de interaclo em gel Sephadex G 75, utilizando na
composiclo das smostres colocadas na coluna, Crotapotin marcada com 135)  Nestes w08 & proteins
marcada foi misturada sntes da interacBo com a protelna fria.
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Figura8 —~ Curva de Atividede Hemolftics de Fosfolipcm 2, Incubeclo Inicial de Fosfolipsse A em
Soluclo Fisioldgics com Gema de Ovo Frescs por 2 horas 8 37°C. A este MisturaJ untsse

umas Suspenso a 0,6% de Gidbulos Vermelhos de Rato em Soluclio Fisiolbgics ¢ Incubase
por 40 minutos 8 38°C.

Apbs Cantrifugacho, as Amostras sbo Lides Quanto # Absorblincia em 678 nm
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Figurs 9 — Interacdo entre Crotapotin e Fosfolipess A. Perf(s Cromstogréficos Obtidos pels Filtracho em
Gel Sephadex G 75 Fino, Coluns de 0,9 cm: 80 cm, ﬁquilibndo ¢ Elufdo com Tamplio

Formisto 0,05 M, pH 3.6,
A —Cromatografia de 2 mg de Crotoxina/m! de Tamplo Formisto 0,06 M pH 3,6,

8 —Cromatografis de 3,25 mg de Fosfolipass AN,5 m! de Tamplo Formiasto 0,06 M, pH 3.6

+ 1,6 mg de Crotapotin/0,6 mi do Mesmo Tampdlo.
C -Cromatografia de 1,6 mg de Crotapotin/0,5 ml de Tampfo Formisto + 1,3 mg de Fosfoli-

pese A/0,5 mi do Mesmo Tamplo.
Para as Experidncias A, B ¢ C Foram Mantidos Fluxo de 0,2 mi/min. e 4 mi/tubo de Volume

E fluente.
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Tabela N

Interacio Crotapotin—Fosfolipase A na Filtrag3o em Sephadex G 75°

Proporgdes ProporgBes
Exper. Prot. total na amostra Compliexo de interaciio
A:B B:A
" {mg) {umoles) (mg) (umoles)
1 29 2:1 21 11
2 34 1:2 2.1 1.
3 48 1:1,2 3,46 LHI I <
4 256 1.1:1 2,34 1:1.04
6 25 1,1:1 2,24 1:0,81
6 25 1.1:1 2,05 1:1,05
7 25 1.1 2,32 1:0,89
8 2,5 1.,1:1 2,13 1:186

A tabels mostrs os valores de proteins total na amostra, proporgBes molares de Crotapotin (A) para
Fosfolipase A (B) colocadas na coluns de gel Sephadex G 75 mg do complexo formado e proporgSes
de interacSo apds a filtraglo.
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Figure 10 — interaclo entre Crotapotin ¢ Crotamina. Perfil Cromatografico Obtido pela Filtracao em Coluna de 0,9 cm: B0 cm de Gel Seohadex G 75 Fino,
de Amostra Contendo 3 mg de Crotamina/0,5 ml de Tamp3o Formiato 0,05 M pH 3.5 + 0,8 mg de Crotapotin/0,5 ml do Mesmo Tampdo, Equi-
librado ¢ Elufdo com Tampio Formiato 0,05 M, pH 3,5. AC é o Complexo Formado. Fluxo de 0,2 mi/min., com Recolhimento de 4 mi/tubo.
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Tabela 111

interagdo Crotapotin—Crotamina na FiltracSo em Gel Sephadex G 76"

ProporgBes ProporcBes
Exper. Prot. total na smostre Complexo dg interagio
C:A C:A
no (mg) (umoles) (mg) {umoles)
1 6,68 41 1,6 11
2 380 6:1 112 1:4
3 3,06 06:1 0,50 %11
4 2,81 a:1 0,48 111
5 3,62 6:1 0,98 121

A tabela mostrs os valores de proteina total na amostra, proporgSes molares de Crotamina (C) pera
Crotapotin (A) colocadss na coluna de gei Sephadex G 76 mg do complexo formado e proporeles
de interacdo spos a filtraclo.



A Figura 11 mostra os pertls cromatoyratice e radivativo obtidos nas interacdes realizadas. O
grafico A remesenta o resultado da interagdo Crotapotin-Fosfolipase A e no B a interagdo
Crotapotin Crotamina,

syura evidencia claramente a participagio da Crotapotin nos dois complexos.

11.12 — Determinagio da oL,

A determinacgio da DLg, foi feita para Crotamina, Crotapotin, Fosfolipase A e para os
complexos Crotapotin-Fosfolipase A, Crotapotin-Crotamina na proporgio molar de 1:1.

A Tabela IV apresenta as porcentagens de mortalidades para as virias diluicSes de cada protelna
ou dos complexos, assim como os valores da DL50 obtidos.

Tabela IV

Toxicidade de Crotamina, Fosfolipase A e dos Complexos AB e AC"

—
% Mortalidade % Mortalidade
Diluigdes Fosfolipase A Crotamina AB AC
1t 100 100 100 100
1:¢ 83,3 833 83,3 100
1: 66,6 50,0 83,3 83,3
1:8 50,0 33,3 66,6 16,6
1:18 16,6 (V] 33,3 0
1:32 0 0 0 0
DL50 0,55 mg/Kg 0,8 mg/Kg 0,05 0,20
mg/Kg mg/Kg

* A tabela mostra as porcentagens de mortalidade paras cada diluicio obtidas pela injecBo i.p.
em camundongos, de Fosfolipase A, Crotamina e dos Complexos Crotapotin-Fosfolipase A
(AB), Crotapotin-Crotamina (AC). Mos:ra também ss DL50 caiculedas pelo método de
Reed e Muench, das proteinas isoladas e dos complexos AB, AC.

111.13 — Medida da Velocidade de Trocs Midroginio-Tricio

O método utilizado fol descrito por Englander"o’, em 1 963. Pars 0s tempos pequenos como 1
minuto, 2 minutos e 3 minutos utilizou-se a téciica com uma coluna 35, ou sejas a amostrs apds
colocada ns coluns de G 25 era elufda até sproximadasmente 2/3 da altura totsl para eliminar 0 axcesso
de *H,0 e, em seguids o fluxo da coluna era interrompido durante o tempo de 1 min., 2 min, ¢ 3 min.,
para logo apbs, iniciar-se novaments 8 eluico.
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Figura11 — Interaclo Crotapotin—Fosfolipase A, Crotapotin~Crotamins Contendo Crotspotin—'2%1,
em Gel Sephadex G 75. Coluna de 80 cm: 0,9 cm de Gel Sephadex G 76 Fino, Equilibrado

o Eluldo com Tamplo Formisto 0,06 M, pH 3,6. Fluxo de 0,2 mi/min Recolhendo-se
4 m!Aubo.

A —~ Amostra Contendo 3 mg de Crotamina/0,5 ml do Momﬁ Tamplo + 0,8 mg de Crots-
potin + 20 ul de Crotapotin—'?%1/mi do mesmo Tampdo.

8 - Amostra Contendo 1,6 mg de Fosfolipsse A/0,6 mi de Tamplio + 1,0 mg de Crotspotin
+ 60 ! de Crotapotin—"2%1/0,6 mi do mesmo Tamplio Usado ns Cromatografie



A Figura 12 mostra a separacs> que ocorre quando se utiliza a técnica descrita acima. Para os
tfempos mais fongos de incubacdo, utilizou-se a técnica de duas colunas, que sem divida é muito mais
eficiente na separacdo.

H1.13.1 — Troca de Hidrogénio-Tricio na Fosfolipass A
A Figura 13 mostra a curva obtida através de um ajuste dos dados de n? H./mol de proteina,

contra tempo de salda do tricio da protefna para o solvente. Os dados sobre 0s quais foi feito o melhor
ajuste s3o encontrados na Tabela V.

O tratamento dos dados pela computacdo, assim como os valores obtidos, encontram-ss no
Apéndice 2.

A equacdo que representa a soma de duas exponenciais ¢ que melhor se ajusta nos dados
experimentais da troca H/T da Fosfolipase A foi a seguinte:

-4
Hy = 71 x e 09 x 10 " t 4 5Q x ¢°0.055

onde 0,055 e 0,9 x 1074 representam as constantes de velocidade de trocas e, 59 e 71 os nGmeros de
hidroginios de cada classe.

Os dados de radioatividade inicial, radioatividade carregada pela proteinas e absorbancias a
280 nm das amostras, que originaram os valores médios C/A e conseqientemente o n® H./mol de
prote(na, para cada tempo considerado, podem ser vistos no Apéndice 1.

111.13.2 — Trocs de HidrogBnio-Tricio na Crotapotin

Os dados experimentais obtidos para o n? H /mol de Crotapotin com 0s respectivos tempos de
incubagSo, s80 mostrados na Tabela V,

O melhor sjuste obtido pela computagBo dos dados experimentsis foi pela soma de duas
exponenciais, 0 que é§ mostrado na Figura 14,

O modo como foi feito o ajuste ¢ 0 mesmo do item anterior ¢ 0s seus parimetyos podem ser
encontrados no Apéndice 2,

A equacio da somea de duas exponencisis que originou a Figurs 14 foi:
H(l! =22 x 011 x 1072 ¢ + 84 x 0221

Os valores 0,11 x 10°2 ¢ 0,22 sSo ss constantes de velocidade des clames com 22 ¢ 84
hidrog8nios respectivamente.

Os valores de n? H /mol de Crotapotin, nos respectivos tempos de incubaclio, originsram dos
resultsdos de radioatividsde wcm radioatividsde carregads pels proteina e absorblinciss 8 280 nm des
smostras que podem ser encontrados no Apéndice 1.
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Separaco de Radiostividade Carregada Pela Proteins do Excesso de *H;0 na Filtracho
em Sephadex G 25 ‘‘Coarse’’. Amostrs Contendo 3,42 mg de Fosfolipase A/ 0,8 ml de
Tamplo Formisto 0,9 M, pH 30 + *H;0 Dando umas Radiostividede Inicial de
10* cpm/ml, foi incubsda por 2 h 8 70°C e Resfriads. Filtraclo am Coluns de 8 cm: 3 cm
de Gel Sephadex G 25 “Coarse’ Resfriads 8 3°C com Fluxo de 1 mi/10 segundos, Reco-
lhendo-se 1 mi/tubo. Apbs a Amostra ter Percorrido 2/3 da Coluns, o Fluxo foi Intesrom-
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Figurea 13 -

Curva de Trocs T/H da Fosfolipase A. Ajuste Ubtido pele Computaco dos Dedos Expert
mentais de n? hidrogénios Aparentes | H.) por mol de Fostolipese A. A Curwe Represents
83 Velocidiades de Salda do Tricio Incorporado & Prote/na, pera 0 Solvents (Exchange out)
Obtidss pelo Método de Filtraco em Colunas de Sephadex G 26 “Coasrse’, Mantidss
8 3°C, Equilibradas ¢ Eluldas com Tamplio Formiato 0,1 M, pH 3,0
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Tebela V

Troca Isotépica H/T da Fosfolipase A e Crotapotin®

Fosfolipase A Cratapotin

2h s 70°C 2h » 60°C
Tmm Hn Tmin Ho Tmln Hu Tmin Hn
1 156 102 74 1 85 1320 5
2 128 140 69 2 83 1380 5
3 123 150 n 6 654 1440 4
4 113 240 70 10 30 - -
5 104 300 70 30 27 - -
8 106 360 89 60 23 - -
15 100 420 64 90 22 - -
20 98 1110 89 120 19 - -
27 89 1200 68 170 18 - -
30 78 1440 64 210 19 - -
56 ” 1470 62 240 16 - -
72 73 1500 58 270 16 - -
76 69 1800 60 300 16 - -
90 70 - - 410 16 - -

A tsbels mostrs 0 nimero de hidroginios aperentes (H ) por mol de Fosfolipase A ¢ Crotapotin nos
respectivos tempos de “excha e out”.
A incubacBo inicisl com *H,0 foi de 2 h a 70°C para Fosfolipase A e 2 h 2 60°C para Crotspotin.
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Figurs 14 — Curve de Troca T/H da Crotspotin. Aju-te Obtido pels Computaclo dos Dados Experi-
mentsis de n? Hidrogénios Aperentes (H )/mol de Crotapotin. A Curvs Representa ss
Velocidades de Saldas do Tricio Incorporado & Prote/ns, pars o Solvwnte (Exchange out),
Obtidas pelo Método de Filtraclo em Colunas de Gel Sephadex G 25 ‘Cosrse’’, Mantidas
8 3°C, Equilibradas e Elufdas com Tamplo Formisto 0,1 M, pH 3,0
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111.13.3 — Troca de Hudrogdnio-Tricio na Crotoxina

Na Tabela VI tem-se os dados experimentais obtidos para o no H./mol de Crotoxina nos
respectivos termos de incubacg3o.

A Figura 15 mostra o ajuste feito pela computacio dos dados experimentais da Tabela V1, cujos
valores estdo no Apéndice 2.

O melhor ajuste para a Crotoxina foi obtido pela soma de trds exponenciais fornecendo a
seguinte equagdo:

= -0,13x 10721 + 26 x @ 00121 4 32 5 0161
Hyy = 96x e

Os valores de radioatividade inicial, radioatividade carregada pela pr;)tafna e absorbincias que
originaram os niumeros da Tabela VI estdo escritos no Apéndice 1.

A Figura 15 também mostra uma curva tebrica obtida pela soma dos dados de troca H/T pars

Fosfolipase A + Crotapotin com intuito de comparar esta simples soma com os dados experimentais de
troca H/T rla Crotoxina que é o produto da recombinacio entre Fosfolipase A e Crotapotin.

111.13.4 — Troca de Hidrog8nio-Tricio da Crotamina

Os resultados da troca H/T da Crotamina esto escritos na Tabela VI. Foram realizadas para
Crotamina experiéncias com variaco no tempo de incubacdo inicial: uma com 2 horas de incubagSo da
proteina com *H,0 a 70°C e outra com 18 horas de incubacSo também a 70°C.

Os dados experimentais foram ajustados no computador e o resultado destes sjustes estfo na
Figura 16.

Os valores de radioatividade inicial, radioatividade carregads pela prote(na ¢ sbsorbiincias que
permitiram o céiculo do n? H_/mol de Crotamina para cada tempo considerado, estio no Apdndice 1.

O Apindice 2 contém os parBmetros encontrados pela computacio dos dados.
’
Os melhores ajustes aos dados experimentais surgiram da soma de duas exponenciais pars ambas

as experidncias. Para 0 caso da incubaclo inicial de duas horas a 70°C, a equagio obtida foi:

My = 26 x 07085107t 4 38 4-0.26

Para incubaclo de 18 hores a 70°C, a equacBo obtida foi:

Hyy = 16 x 07033x10°% 1 4 g, 4-0.016¢

11.14 — Medida de Radioatividede

A Figure 17 mostra s curva de porosntagens de eficidnciss pers os padrBes de radiostividede



Tabela V!

Troca Isotépica H/T da Crotoxina e Crotamina”

Crotoxina Crotamina
2h a 70°C 2h.a 60°C

Tmin Hu Tmin Hl Tmm Hl Tmm H.
1 143 150 94 58 6 24

2 154 240 94 47 20 24

3 147 280 98 7 29 40 2
5 132 300 91 10 3 55 19
12 112 310 93 15 29 60 4
15 137 360 2 48 28 150 186
30 119 420 92 55 26 165 15
35 m 480 87 88 30 180 17
55 102 930 87 97 25 210 15
60 107 960 85 120 23 220 13
70 103 1020 88 180 22 240 16
75 " 1260 86 345 18 260 16
90 104 1320 78 410 20 270 16
100 112 1430 81 480 20 290 16
120 104 1490 7% 1410 12 1380 10
130 97 - - 1490 9 1440 10
150 086 - - 1650 10 - -

* A tabels mostrs o nGmero de hidroginios apsrentes (H.) por mol de Crotoxina e Crotamins nos
respectivos tempos de “‘exchange out”’,
A incubsgo inicisl com >H,0 foide 2h 8 70°C para s Crotoxing ¢ 2 h e 18 h 2 70°C para Crotamina.
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Figurs 15 —~ Cruve de Troca T/H ds Crotoxine. Ajuste Obtido pels Computaclo dos Dedos Experi-
mentais de n® Hidroginios Aparentes (H.)/mol de Crotoxins. A Curva Represents as Velodi-
dades de Saids do Tricio incorporado & Proteina, pars 0 Solvente {Exchange out), Obtidas
pelo Método de FiltracBo em Colunes de Gel Sephadex G 26 “Cosrse”, Mantides 8 3°C,
Equilibradas e Elu/ides com Tamplio Formisto 0,3 M, pH 3,0. A Curw A+B Represents
8 Soma Tedrica da Equecio Obtide pelo Ajuste s0s Dados Experimentais de no He/mol
de Crotspotin + 8 equaclo Obtids pelo Ajuste sos Dados de nO'H./mol de Fosfolipess A
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Figura 186 — Curvas de Troca T/H ds Crotamina. Ajustes Obtidos pela Computacio dos Dados Experi-
mentais de n® Hidrogénios Aperentes (H,)/mol de Crotaminas. As Curvas Representam as
Velocidades de Safds do Tricio Incorporsdo & Prote/ns, pars o Solvante (Exchange out),
Obtides pelo Método de Filtraclo em Colunas de Gel Sephadex G 26 “Cosrse’’, Mantidas
# 3°C, Equilibradas ¢ Eluldes com Tamplo Formisto 0,1 M, pH 3,0. Na Curve |, Temos
os Valores Obtidos Apds s incubaclo Inicisl da Protefna com *H,0 a 70°C por 2 hores.
Na curve I, Ap6s 8 IncubacBo Inicial com *H;0 8 70°C por 18 horas
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CONTAGENS CANAL A/CONTAGENS CANAL B

Fugura 17 — Curva de % Eficidncia Obtide no Contador de Cintilagho ISOCAP/300. Curwe Padro de
Eficiéncis Obtide no Contador de Cintilaclio 1ISOCAP/300 (Nuclear Chicago) com Radio-
stividede Conhecida de Amostres PedrSes (Nuclesr Chicago} Contendo ““Quenching’’,
Utilizando o Método ds Relaclo de Canais pera Corrigir 8 Eficncie des Amostres Triciadss



42

conhecida, contra os valoies da relacio de canais A/B. Esta curva foi utiliz.dy para 0 caliealo das
ehcien vis e contagens das amostras gue continham tricio.

IV — DISCUSSAQ

A anatise dos resultados deste trabalho necessita e primeiro ‘ugar que retirtemos da literatura
alguns dados sohie as protefnas por nos purificadas.

A Crotapotin é uma protefna muito icida (A) de ponto isoelétrico por volta de 3,4-3,7(3'48),
desprovida de toxicidade, com peso molecular entre 8400-9400“7'48’

A Fosfolipase A é uma proteira muito bdsica (B) de ponto isoelétrico entre 8,4-9,7‘3'48’, com
baixa toxicidade e peso molecular de 13000 de acordo com Hendon e Fraenkel-Conrat'4?) ¢ 16294 de
acordo com Breithaupt et alii'>.

A Crotamina é uma protefna muito basica {C) de ponto isoelétrico 10,3‘32), altamente tOxica,
com peso molecular 48808}

Os resultados da analise de aminoacidos da Fosfolipase A e Crotapotin descritos na Tabela |,
apresentam pequenas diferencas dos obtidos por Hendon e FraenkeI-ConratM”. Estas diferencas
representam 4 a.a." a mais na Fosfolipase A e 3 a.a. a mais na Crotapotin. O ponto principal discordante
& o nGmero de cistefnas, onde temos 12 para A e para B enquanto que o referido autor encontra 11, Os
resultados obtidos no item 111.8 mostram que n3o foi possfvel detectar grupos SH livres nas protefnas
mesmo em presenga de uréia, o que nos leva a crer que o numero de cistefnas deva ser par ¢ os SH
estejam comprometidos em pontes de enxofre.

Na Tabela | temos também dados da composi¢c3o de aminoédcidos da Crotamina que concordam

muito bem com os publicados por Laure‘se’. A Crotamina também ndo apresenta grupos ¢ibis livres
reforgando a hipbtese da existéncia de 3 pontes de enxofre envolvendo as 6 cistefnas.
Gongalves e Polson‘as’ em 1947, utilizando equipamento de Tiselius, analisaram o
comportamento eletroforético das protelnas do veneno-de Crotalus d. terrificus. Usando pH 8,6 a 7,7
puderam verificar o aparecimento de uma protefna muito bdsica mais tarde caracterizada como
Crotamina; nesses valores de pH era evidente a existéncia de complexos entre protelnas com cargas
positivas e negativas. Para minimizar a interagcdo proteina-protefna foi preciso aumentar a forga idnica ou
realizar a eletroforese a ~H 3,0 onde segundo os autores as protefnas possufam a mesma carga e
forneciam diagramas eletroforéticos com imagens especulares nos ramos ascendente e descendente da
cdlulaem U,

Com o isolamento e a caracterizacdo da Fosfolipase A e Crotapotin em 1971 por Hendon ¢
Fraenkel-Conrat'4?) ¢ Rubsamen et ali'’® ficou evidenciado que 8 Crotoxina resulta .da interaclo
eletrostitica entre as duas proteinas e que ocorre um fendmeno sinergistico quanto 3 a¢Bo neurotdxics.

A possibilidade de ocorrerem interacBes entre protefnas de cargas opostas que resuitem num
sumento de toxicidade, foi levantada por Jeng e ankal-Conm‘“', em 1976. Os autores estudando 8
toxing de um cogumelo (Volvariefla volvaces), a volvatoxina, que como na Crotoxina, tem uma s¢lo
toxica resultante des interacSo de duas protelnas nfio tdxicas 3O que de mesmos pontos isoelétricos:
pl 5,0, denominadas A; e A;, verificaram que a volvatoxina A; intersge com a Fosfolipase A
sumentando cerca de 6 vezs s toxicidade ds lecitinase.

Como o complexo s6 se forms com 8 proteina A; da volvatoxing e como foi infrutifera o
tentative de se sumentar a toxicidade da Fosfolipase A, pela presenca de outras protefnas écides, supBSem
08 sutores que o sinergismo nfo pode ser explicado simplesmente por interacBes poliidnicss.

®s.0. = sminoécido



43

O surgimento destes complexos hibridos, mais o constante aparecimento de um contaminante
proteico carregado negativamente, durante as purificagdes de Crotamina por nbs realizadas, que mais
tarde identificamos como sendo a Crotapotin, levou-nos a estudar a possfvel formacdo de um complexo
Crotamina Crotapotin.

Na Figura 9, mostramos que A e B interagem formando um complexo estivel, ndo dissocidvel
na filtracao de gel, com um volume efluente igual ao obtido para a Crotoxina pura e ndo fracionada. As
mudangas quantitativas de uma protefna em relacdo a outra, ou seja, excesso de B em relagdo a A ou
vice-versa, n3o alteraram o volume efluente do complexo AB, como mostramos nas partes B e C da
Figura 9.

A Tabela Il mostra claramente que em qualquer que seja a proporgdo molar A : B colocada na
coluna, forma-se um complexo AB estivel na propor¢do molar de 1: 1.

Pela mesma técnica pudemos comprovar como mostramos na Figura 10, Crotamina {C) e
Crotapotin (A) interagem formando um complexo que ¢é entretanto dissociavel pela filtragio em gel, pois
com qualquer propor¢do molar A: C colocada na coluna, temos sempre como resultado o aparecimento
de 3 picos AC, A e C na ordem crescente de volumes efluentes. Desta maneira pela técnica de filtragdo
em Sephadex G 75 foi dificil chegarmus 3 exata propor¢3o molar de interagio como constatamos nos
dados da Tabela ill. Os dados de medida de concentragdo de protelna e area dos picos forneceram
propor¢des molares variadas, sugerindo que ocorre uma dissociagio expontinea do complexo AC,
durante a passagem pelo gel.

Este fato n3o causa surpresa, uma vez que, outros autores como por exemplo Hartley e
Smeaton'4®! na interacdo entre Barnase e seu inibidor Barstar e Cuatrecasas e Hollemberg“” numa
revisdo sobre interacdo protelnas-membranas constataram a impossibilidade de em alguns casos definir as
proporgdes molares de interacdo pela filtracio em gel Sephadex, devido a dissociagdo dos complexos
formados.

Entretanto, Nakazone et a1ii'65.66.67.75) o nosso taboratério demonstraram de maneira
elegante, utilizando técnicas imunolégicas, que o complexo AC se forma realmente na propor¢do molar
de 1:1.

O aumento da toxicidade da Crotamina e da Fosfolipase A, pela interacio com Crotapotin pode
ser verificada na Tabela IV, onde temos as DLso obtidas para B e C isoladas e para os complexos AB e
AC. Nota-se que a acdo toxica da Fosfolipase A é aumentada cerca de 10 vezes pela interagio com
Crotapotin e a toxicidade da Crotamina é aumentada cerca de 4 vezes, quando estd complexada com
Crotapotin.

Mais uma evidéncia da partic‘pacdo de A na formac3o dos complexos AC e AB pode ser
visualizada na Figura 11 que resulta de experidncias nas quais usamos Crotapotin marcada com 281,
como tragador.

Como j4 dissemos o fendmeno de sinergismo que ocorre pela interacBo entre as protelnas, nfo ¢
somente produzido pela aproximaclo eletrostética, alguns fatores estruturais devem estar envolvidos pars
que » formacdo dos complexos seja possivel. '

Do ponto de vista conformacionsl o que se conhece sobre Crotamins, Crotapotin e Fosfolipase
A, é realments muito pouco.

Breithaupt et ai'%) em 1974, apbs a reduclo e slquilscho ds Crotapotin, ssparsram por
filtraclio em gel 3 cadeiss peptidicas, sugerindo que a protefna na sua estrutura original contém as 3
cadeios unidas por pontes de enxofre. Sugerem os autores sinda que a Fosfolipass A & uma cadels
polipept(dica intramolecularmente ligads por pontes de enxofre.



Em 1975, Paradies e Bveithéupt”o’ através das medidas de sedimentagdo, viscosidade e

difusdo, sugerem que a Crotoxina seria uma esfera com raio de Stokes 22,5 A e uma relagdo axial 1: 3,
enquanto que a Fosfolipase A seria assirnétrica, com uma relagdo axial muito alta e a Crotapotin
assumiria uma formacio de um elipsdide oblato de revolucdo.

Em 1976, Hampe e Goncalves‘“) trabalhando sobre a dispersdo 6Optica rotatéria da Crotamina
encontraram um espectro totalmente atipico. Os mesmos autores em 1 978 analisando a dispers3o 6ptica
rotatdria em vérios valores de pH, definem a presenca de 3 contdrmeros diferentes, com pH de transico
2,6 do confdrmero | para o H e 9,7 do confdrmero |l para o 111148),

A anilise dos confdrmeros pelos autores sugerem que a Crotamina seria uma esfera com grau de
compactagdo decrescente com o aumento do pH.

O estudo do comportamento estrutural de proteinas em solugdo, pela medida da velocidade de
troca hidrogénio/tricio, tem merecido um certo destaque nos Gltimos anos. Assim podemos citar
importantes trabalhos com mioglobina e hemoglobinaus'?s'?s’, conformacdo do virus de Mosaico do
Tabacom, dcidos nucléicos‘n’, anidrase carbbnica”” e outras, que utilizam a tecnologia da filtracdo
em Sephadex G 25 e a interpretagdo matemdtica originaimente aplicada por Linderstrom-Lang‘G”, em
1955, Esta andlise considera que a velocidade de troca hidrogénio-tricio {ou deutério) é representada,

para a lisozima, como uma soma de 4 exponenciais do tipo de decaimento radioativo.

O ndmero de exponenciais encontrado representa o nimero de classes de higdrogénios
caracterizadas pelos pardmetros destas exponenciais.

O mesmo tipo de andlise tem sido utilizada por outros autores como por exgmplo:
Englander(zm, em 1963, estudando a ribonuclease encontra o melhor ajuste na soma de 4 expanenciais
para a curva de velocidade troca H/T definindo 4 classes de hidrogénios, ou seja, uma classe | que seria
rapidamente expostos ao solvente com t,, da ordem de segundos; uma classe Il que seria hidrogénios
peptidicos em “random-chain” com t, entre 4-10 minutos; uma classe Il seria composta por
hidrogénios peptidicos envolvidos em alfa-hélice com ty, por voita de 160 min. e a classe IV hidrogénios
pept(dicos ou de cadeias laterais, escondidos na estrutura protéica.

Duas criticas principais surgiram 10s trabalhos mais recentes, a primeira se refere § relagdo
direta da porcentagem de alfa-hélice ao numero de hidrogénios da classe Ill, uma vez que, as medidas
realizadas por diversas técnicas nfo forneciam os mesmos resultados'54’, Hoje j4 se procura associar a.
velocidade de troca H/T de uma prote/na 3 localizagio dos seus hidrogénios, se estio mais ou menos
expostos ao solvente.

A segunda critica estd muito bem fundamentada no trabalho de Laiken e Printz'®7). Os autores
» referem 3 obtencdo do melhor ajuste dos pontos experimentais pela computacio dos dados,
constatando que é possivel, 8 partir dos mesmos dados, obter-se ajustes razodveis contendo duas ou trés
exponenciais. Fica evidente que, 8 escolha entre a existdncia de duas ou de trds exponenciais, leva &
erros na interpretaco dos resultados.

Entretanto consideramos qus as critic as ndo invalidam os bons resultados obtidos por trabalhos
mais recentes, principalments aqueles qus procuram analisar as curvas exponencisis do ponto de vista
comperativo., '

Outro fato qus devemos considerar é a existdncie dos efeitos isotdpico quimico e cinético nas
experidnciss de troca isotopica H/T e H/D. A existdncia do efeito isotdpico cinético jé havis sido
demonstrada por Englmder‘m' em 1 983 na ribonucleass, ou seje, 3 prote/na deuterada perdia deutério
pera o solvents mais lentamente do que 8 triciada.

Em 1069, Englander e Poulsen'?4! trabaihando com poliaminobcidos confirmaram s existincis
de um efeita isotbpico de equilfbrio para os hidvoginios dss ligacSes peptidicas ou sefs, o equilfbrio
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entre T/H no polimero é 21% maior do que T/H no solvente. A partir deste feito os autores passaram a
incluir na equacdo utilizada para o céalculo do niimero de hidrogénios por mol, o valor 1,21,

H=(111€/1,21C, ) (C/A)

Nos calculos destes trabalhos ndo consideramos os possiveis efeitos isot6picos, passando a nos
referir ac nimero H/mol como numero de hidrogénios aparentes por moI(H./mol).

Considerando também que se a computacdo dos resultados ndo fornecem nameros exatos para
os hidrogénios ou constantes de velocidades, com certeza ela nos dd uma i.nagem do comportamento
estrutural da proteina em solugdo e essa imagem ¢ que nds utilizamos para analisar os resuitados deste
trabatho.

Duas linhas de pensamentos diferentes sobre a interpretacdu do aparecimento de hidrogénios
lentos nas proteinas, tem sido austeramente discutidas nos ultimos anos.

A primeira linha admite que ocorre na protefna em solugdo o que é chamado de “respiragio”
ou flutuacdes da estrutura protéica, ou ainda desnaturacGes reversiveis e localizadas, acompanhadas por

destruic8es de pontes de hidrogénios e conseqientemente exposicio ao solvente para a
troca(25'27'5"63)

D=sta linha destacamos o trabalho de Nakanishi e Tsuboi‘“’ sobre a flutuacdo da estrutura da

lisozima. Apbs experiéncias com troca H/D com ou sem a presenca de LiBr como desnaturante, os
autores sugerem que existe na lisozima uma conformagdo N e uma conformacio D. Na conformagdo N
ocorre 44 pontes de hidrogénios peptfdeo-peptideo, as mesmas encontradas no estado cristalino. Na
conformacdo D as pontes s30 quebradas e os 44 hidrogénios estdo livres. Em solug3o, a conformaco N
estd presente, mas quando é adicionado LiBr a quantidade da conformagio D aumenta. Os autores
imaginam ainda um ndmero de diferentes conformac¢des D,, D,, etc. nas quais algumas das 44 pontes de
hidrogénio da lisozima estariam quebradas e outras intactas.

A segunda linha de pensamento interpreta o aparecimento de hidrogénios lentos, pelas
diferentes acessibilidades ao solvente dos vérios hidrogénios, ou seja, o nimero de hidrogénios lentos
numa protefna nativa é igual ao niGmero de hidrogénios com acessibilidade ao solvente restrita, e estes
podem ou nfo estar envolvidos em pontes de hidrogénios intra-moleculares. Dentro sinda desta linha, o
mecanismo de exposicJo ao solvente pode e provavelmente deve, envolver flutuacBes da proteina, mas
estas flutuacBes nJo envolvem necessariaments quebra de pontes de hidrondni-

Desta linha destacamos os trabalhos de Browne et al'®’, wickett et alli'87) e principaiments as
publicacBes de Ellis ¢ Woodward'18-29-91) gue aplicam a téenica de troca isotépica H/T no inibidor da
tripsine de s0ja, na tripsina e no complexo formado pela interacdo das duas protelnas.

A idéia fundamental do trabaltho reside na obtencSo das curvas cinéticas das proteinas isoladas,
para o seguir apls 8 interaclo das proteinss, anslissr o comportamento cinético de troca H/T no
complexo. Os sutores observam que ocorre uma grande diferencd entre 8 cinética do complexo ¢ »
simples soms dss cinéticas des proteinss isoladss. A cristalografis de RX descartou a possibilidede do
retardamento da velocidade de troca, ser explicado pelo aparecimento de pontes de hidroginio.

Nume discussSo muito bam feits os sutores propBem que s stenuaclo da cindtica de troca apds
8 formaclo do complexo é devido primariamente ds mudancas na distribuiclo des velocidades ds trocs
em funclo das mudancas da acessibilidede 80 solvente, mas ums pequens contribuiclo por formacio de
pontes de hidroginio nSo é descartads pelos autores.
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Ui tato importante que é aceito pelos dois grupos de pesquisadores é de que 2 transporte de
hidrogeo se taz segundo a teoria de Eigen“s'”', que determina trés fases para a reagio de
transteréncia: @ primeira fase seria a colisdo por difusdo do doador de hidrogénio com o aceptor para » -
formacio de uma ponte de hidrogénio no complexo ; a sequnda seria o equilfbrio de redistribuicio do
proton entre os dois membros; e a terceira seria a dissociagio do complexo com o préton, se a reacdo
teve sucesso, indo para o aceptor.

A analise dos resultados de cinética de troca H/T, aplicada a Crotapotin, Crotamina, Fosfolipase
A e Crotoxina, pode ser feita considerando os fatos citados acima, mas ndo pode decidir sobre uma ou
outra explicagdo das cinéticas encontradas, pela falta de maiores informagBes sobre as referidas
proteinas.

Pela andlise de aminoicidos temos que o niumero de hidrogénios teoricamente trocéveis da
Fosfolipase A é 223, sendo que destes, 122 sdo hidrogénios peptfdicos e, 101 sdo hidrogénios de cadeias
laterais e de grupos terminais. A Figura 13 nos mostra o ajuste feito sobre os dados experimentais de
troca H/T da Tabela V, cujo desenvolvimento matemético pode ser visto no Apéndice 2.

A equagdo que originou este ajuste nos fornece a existéncia de duas classes de hidrogénios,
sendo que aqueles mais rapidos, impossiveis de serem determinados pela técnica, s3o obtidos por simples
subtracdes do total tebrico. Assim terfamos

Classe 1| = 93 H muito répidos

n

Classe It = 59 H com ty, = 12,6 minutos

Classe 11l = 71 H com ty, = 128 horas

N3o aparece na Fosfolipase A a ciasse de hidrogénios envolvidos em alfa-hélice cujo ty, seria de
2 a 2,5 horas. Observa-se também que 68% dos hidrogénios teoricamente trocdveis s§o répidos, mesmo
considerando o fato de trabatharmos a pH 3,0 que estd préxime do rl-l minimo ou do pH onde a
velocidade de troca isotdpica é mfinima, que estd entre pH2 e pH 4127 por outro tado sabemos que a
Fosfolipase A é uma enzima que produz . hidrblise de ésteres de dcidos graxos ligados 3 posicBo 2 de
1,2 diacil-sn-fosfoglicfdeos”"'73’. Sabemos também que estes substratos sfo insol(iveis e se encontram
na forma micelar.

Estudos sobre mecanismos de aclio da Fosfolipam A de Nail"", de veneno de Crotalus
sdamanteus'85.86) ¢ principaimente sobre a Fosfolipase A de pincress de pueo'"'”'”', tam
mostrado que 8 enzima tem preferdncia sobre substratos na forms micelar ¢, que neste caso necessita
penetrar na micela para hidrolisar a ligacSo ésteres.

O nGmero grande de hidrogénios répidos encontrados na troca H/T da Fosfolipsse A, portanto
scessiveis so solvente e possiveimente solvatados. facilitsriam a interaclo com o substrato ns forma
micelsr também solvatado.

Na Figuia 14 temos o melhor sjusts feito pars a Crotapotin pels computaclio dos dados
experimentais da troca H/T ds Tabela V, cujos per8metros slo encontrados no APENDICE 2.

O nGmero de hidroginios teoricamente trocéveis caiculados pela anéliss de sminoécidos é 130,
sendo que destes, B1 sJo hidroginios peptidicos o, 4D sBo das cadeiss latersis ¢ de grupos terminsis. Da
equaclo que originou o sjuste temos:

Classe | = 24 H muito répidos

Closse |l = 84 H com ty, = 3,6 minutos
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Classe Il = 22 H com 1, 7 10,5 hotas

N3o aparece na Crotapotin a exponencial caracteristica da alfa-hélice com 1y, de 25 horas e
83% dos hidrogénios tedricos s3o rapidamente trocados com o solvente.
Paradies e Breithaupt”m mostraram que a Crotapotin é composta de trés cadeias polipeptidicas
unidas por pontes de enxofre e que a proteina em solugdo apresenta-se na forma de um elipsbide oblato
de revolucdo com relacdo a/b = 3. Este fato mostra que a Crotapotin é mais esférica que a Fosfolipase A
o que poderia explicar o aparecimento de um maior namero de hidrogénios rapidos na Crotapotin.

Por outro lado, do ponto de vista de acessibilidade ao solvente sequndo Welch e Fasmannw”,
protefnas pequenas devem trocar seus hidrogénios com velocidades maiores do que protefnas de alto
peso molecular e sem duvida tanto a Crotapotin quanto a Fosfolipase A sio consideradas protefnas
peguenas.

O fendmeno de sinergismo que ocorre na interacio ndo é inespecifico ou somente uma
aproximac3do entre protefnas de cargas oposias; devem ocorrer algumas mudancas estruturais
possibilitando a formag3o de um complexo altamente toxico que € a Crotoxina.

Na Figura 15 temos o melhor ajuste aos dados experimentais (Tabela Vi) da troca H/T da
Crotoxina cujos parametros podem ser encontrados no Apéndice 2.

O nGmero de hidrogénios teoricamente trocéveis, calculados pela anélise de amino4cidos é 353,
sendo que destes, 203 s3o hidrogénios peptidicos e, 150 sio de cadeias laterais e grupos terminais. Da
equacdo que originou o ajuste temos:

Classe. t = 199 H muito rapidos

Classe It = 32Hcomt, = 4,3 minutos
Classe 11l = 26 H com 1, = 58 minutos
Classe IV = 86 H com t,, = 90 horas

Na Figura 15 temos também a curva que representa a3 soma teérica das exponenciais da
Crotapotin + as da Fosfolipase A, considerando a interagio com propor¢ao molar 1: 1,

Em primeiro lugar devemos ressaltar que pela simples comparacdo das curvas da Figura 15,
vemos que a Crotoxina apresenta uma curva mais lenta do que a da soma das duas protelnas que a
compdem. Em segundo lugar pelos dados obtidos peio ajuste, temos o aparecimento de uma nova classe
de hidrogdnios com ty, = 58 min. podendo ser identificados como participantes de pontes de hidrogénios
que surgiriam da intera¢do Fosfolipase A-Crotapotin.

No geral podemos dizer que pela interagdo Fosfolipase A — Crotapotin aparecem ra Crotoxina
cerca de 13% a mais de hidrogénios lentos que a simples soma das protefnas isoladas.

Segundo Paradies e Breithaupt”o’ pela interacSo da Fosfolipase A-Crotapotin, a liberacio de
4qua é scompanhada por uma liberago de fons H' da Fosfolipase A resultando num decréscimo na carga
positiva, pelo estabelecimento de pontes de hidrog2nios entre grupos carboxil da Crotapotin por voita de
pH 6,0. Por outro lado os 26 hidrogénios que trocam com velocidade proxima daqueles participantes de
aifa-hélice poderiam sugerir @ pressnca de aproximadamente 8 voltas de uma espiral constituindo-se
numa razodvel alteracfo estrutural e que seria, quem sabe, o ponto de ligaclo aos receptores e
conseqientemente responsdvel pelo grande aumento de toxicidade.



Na Figura 16 temos os ajustes aos dados experimentais (Tabela V1) da troca H/T da Crotamina
em duas condigBes iniciais de incubagio: uma com 2 horas a 70°C e outra com 18 horas a 70°C.

Na Crotamina temos 86 hidrogénios teoricamente trocéveis, sendo que destes, 44 sJo peptfdicos
e 42 s§o hidrogénic, 2m cadeias laterais e de grupos terminais. Das equagcBes que originaram os ajustes
teremos:

]

Classe | = 22 H muito ripidos

2h a 70°C Classe I

38H com ty, = 3 minutos

Classe 11} 18 horas

1]

Classe | = 61 H muito répidos

18h s 70°C Classe Il

9H com ty, = 43 minutos

Classe 111 16H com ty, = 35 horas

A Crotamina é uma protefna compacta e altamente resistente 3 temperatura‘“"s’. Com
aquecimento de 70°C por 18 horas, a Crotamina manteve sua toxicidade plenamente.

Os valores de troca H/T nos mostram que a Crotamina nfo apresenta hidrogénios envolvidos em
pontes, concordando com os dados j§ publicados de ORD'4445) 05 31% de hidrogénios lentos que
aparecem apbs a incubagSo de duas horas a 70°C, diminuem para 18% se a incubaco prossegue até 18
horas e, hé o aparecimento de um grupo de 9 hidrogénios com t,, = 43 minutos, que é intermedisrio
entre os encontrados para hidrogénios peptfdicos livres ou aqueles comprometidos em pontes de
hidrog!nios‘zo’.

Estes fatos podem sugerir uma ‘‘abertura’’ da proteina sem no entanto levar s ums
desnaturacfo.

Por outro lado, do ponto de vista de acessibilidade ao solvente podemos dizer gue 8 Crotamina,
como uma protefna pequena de peso molecular 4880, troca seus hidrogénios rapidamente mantendo um
nicleo contendo 26 H lentos, que diminuem para 16 H quando o aquecimento passa de 2 horas a 70°C
8 18 horas na mesma temperatura.

V - CONCLUSOES

1) A Crotapotin interage com Fosfolipase A, formando um complexo astével, na proporclo
molar de 1 : 1, sumentando 8 toxicidade da Fosfolipase A cerca de 10 vezes.

2) A Crotapotin interags com Crotamina, formando um complexo dissocidvel pels filtracho
am gel, cujs toxicidade quando e propor¢io molsr do complexo 6 1:1, & cerca de 4
vezes maior que 8 Crotamina sozinha,

3) A Crotapotin, Fosfolipase A @ Croto_mina quando astudadas pels medida ds velocidade de
troca H/T, spressntam comportamento cinético que pode ser representado pels soma de
duss exponenciais.
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A cinética da troca isotépica H/T da Crotamina submetida a um aguecimento com *H,0
a 70°C por duas horas e 18 horas, mostra que para um maior tempo de incubac3o ocorre
um aumento do niimero de hidrogénios rapidos com consequente diminuicdo dos lentos.

A cinética de troca H/T da Crotoxina difere da cinética obtida pela simples soma
Fosfolipase A + Crotapotin, evidenciando o aparecimento de uma terceira exponencial
cujos pardmetros se assemelham 30s caracteristicos de hidrogénios envolvidos em
alfa-hélice.



APENDICE 1

O Apéndice 1, contém os valores de Absorbincia (A), contagens por minuto (cpm/mi) e

contagens por minuto/Absorgo (C/A) para cada tubo ap6s a filtracSo das amostras contendo protefna +
TH,0.

Contém também, os valores de radioatividade inicial da incubacdo protefna + 3H10(C°) e 08
tempos de “exchange out’’.

Finalmente o Apéndice 1 contém o n® de hidrugénios calculados para cada amostra (H)
submetida 3 filtrac3o, com base na equacdo:

H/mol = (E x111/C, ) (C/A)

Foram utilizados para o cdiculo do n® H/mol, valores médios de C/A que tinham uma varia¢lo
entre si de no miximo 5%.



CROTOXINA

C,=7.86x 10°* cpm/mi tempo = 1 min

C,=7.18x 10® cpm/ml tempo = 2 min

C, = 7.24 x 10° cpm/mi tempo = 3 min

17 18 19 19 20 21

tubo 20 2 22 23 24 25 19 20 21 22 23 24
A 060 078 070 05 037 023 (05 072 069 055 039 027 (035 050 048 042 033 025
cpm/ml | 20016 22516 23319 18561 11834 8117 (19392 22948 21479 18323 13742 9227 {11390 14655 15247 13368 11620 9126
C/A | 33360 28866 33312 33144 31983 34540 {34628 31872 31128 33314 35235 34174 132542 29310 31764 31828 35212 36504 'j
H 143 154 147
Co =9,29 x 10* cpm/ml tempo = 5 min Co =9,29 x 10® cpm/mi tempo = 12 min Co =9,5x 10° cpm/mi tempo = 15 min
tubo 19 20 20 22 23 24 14 15 16 17 16 19 16 17 18 19 20 b3
A 017 015 015 011 008 005 (006 013 019 020 015 0,70 (012 o018 022 017 0,1 0,08
com/ml | 6617 6553 5184 4008 2665 1608 |1890 4252 6193 6341 5786 3052 5475 7387 8576 6396 4476 3220
C/A |38923 43686 34560 36436 32812 32160 [31500 32707 32594 31705 38573 30520 | 45623 41038 38981 37623 40690 40250
H, 132 112 137

19



CROTOXINA

Co =95 x 10° com/ml tempo = 30 min

Co =9,29 x 10° cpm/ml tempo = 35 min

C, =9.29 x 10° cpm/mi tempo = 55 min

twbo 15 16 17 18 19 20 18 19 20 21 22 23 17 18 19 20 21 22
A 01 022 022 018 014 010 (08 O0,17 0,15 015 011 009 (0,14 015 0,12 0,91 009 0,06
com/ml| 4879 7499 7543 5968 4820 3903 5738 5404 5738 4311 3192 2737 (4207 3923 3208 2919 2523 1752
C/A | 32526 34016 34286 33155 34428 39030 | 31877 31788 38253 28740 29018 30411 30050 26153 26733 26536 28033 29200
H 119 m 102 -
Co =9,5 x 10° cpm/ml tempo = 60 min Co =9,29 x 10%cpm/mi tempo = 70 min Co =9,5x 10® cpm/mi tempo = 75 min
tubo 18 15 20 21 22 23 18 19 20 21 22 23 16 17 18 19 20 21
A 019 022 o021 0,37 012 008 009 0415 020 0,8 036 0,14 024 . 024 0,19 014 0,11 0,07
cpm/ml | 6210 6634 6240 5543 3621 2848 |2431 4381 5662 5207 4995 3802 (7445 7602 6009 4945 3519 3106
—CIA 32684 30154 29714 32605 30175 35600 | 27011 29206 2831(:1 28927 31218 27157

31020 31675 31626 35321 30600 4447

107

103

m

LA°]



CROTOXINA

wbo

t
}; C°=9,29110' cpm/mi tempo = 90 min C°=9,5x10" cpm/mi tempo = 100 min C°=9,29x10" cpm/mi tempo = 120 min ’
Eu 15 16 17 18 19 18 19 20 21 22 23 17 18 19 20 21 22 |

A 012 013 011 010 009 009 (019 019 019 017 013 008 (006 013 018 020 0,19 014
e J
~cpm/mi - 3380 3622 2980 2980 2665 1722 |6445 5823 6163 5356 4092 3002 1‘ 1643 4036 5322 5735 5088 4294

- — e

. C/A . 28166 27861 27090 29800 29611 24600 33921 30805 32436 31505 31476 33355i27383 31046 29566 27975 28266 30671 -
L ’

; _ | |

. W 104 112 | 104

I —d

‘ C,=9.5x 10® cpm/ml tempo = 130 min , = 9.5 x 10® cpm/ml tempo = 150 min C,=9,29x 10® cpm/ml tempo = 190 min !

tubo 16 17 18 19 20 21 18 19 20 21 22 23 15 16 17 18 19 20

A 015 0,122 024 022 016 011 009 0,16 023 023 0,19 0,90 (014 0419 020 0,97 011 0,07

jr—

¢cpm/ml | 4036 5183 8003 6129 4418 3121 (2537 5090 6207 6266 5060 4291 |3740 4848 5191 4476 2876 2162 |

+ ——

C/A | 26906 23559 33345 27859 27612 26008 {26989 31812 26986 27243 26631 4291026714 25515 25955 26329 25008 26145

H, 87 96 94




CROTOXINA

! C,=9.29x 10* cpm/ml tempo = 240 min C,=9.5x 10® cpm/ml tempo = 280 min C,=95x 10® cpm/mi tempo = 300 min @

|
tubo 20 21 22 23 24 25 ; 13 14 15 16 17 18 16 17 18 19 20 P

ke

A 0.18 0.19 o018 013 0.1 0,07 i0,17 021 020 o015 0,13 006 i0,14 021 021 021 015 012
|

. cpm/ml | 5981 4842 4711 3730 2719 2212 ;4776 5971 6577 4044 2767 2040 j3342 5258 5937 4940 4524 3034 |
. |

C/A | 32227 25484 26172 28692 24718 31600 i2m94 28433 27885 26960 21284 34000 i’23871 25038 28271 23523 30160 25283 |

" | - "

S

b —

J i -

i C,6=9.29x 10® cpm/ml tempo = 310 min C,=95x 10® cpm/mi tempo = 360 min | , =9.6x 10® cpm/ml tempo = 420 min i

wbo 16 17 18 19 20 2 16 17 18 19 20 21 18 19 20 21 22 23 '

A 013 019 020 0,17 013 009 0,18 025 023 0,17 033 007 (048 023 023 020 0,14 0069

Ecpmlml 3322 5517 5135 4760 3201 2385 15232 6585 6085 4992 3456 1977 (4629 6017 6057 4958 3974 3076

C/A | 25553 29036 25048 28000 24623 26500 29066 26340 26456 29364 26584 24712 [ 25716 26160 26334 24790 28385 34177

H 93 93 92




CROTOXINA

C,=9.5x 10® cpm/mi tempo = 480 min

C,=7,18x 10® cpm/ml tempo = 930 min

C,=718x 10® cpm/mi tempo = 960 min

wbo | 17 18 19 20 2 22 18 19 20 222 2 23|17 18 19 20 21 2
A |009 019 026 023 022 016 |03 012 011 008 006 003 {010 016 014 014 009 006
*cpm/ml 2935 4641 6151 6844 5416 3841 (2839 2603 2136 1596 1192 917 1809 3319 3869 2675 2172 1307
C/A | 30572 24425 23657 29756 24618 74006 21838 21691 19418 19950 19866 24131{ 18090 20743 27635 19107 24133 21783 °
i H, 87 87 85
C,=7.18x 10* cpm/ml tempo=1020min | C_=7,18x 10° cpm/ml tempo = 1260 min | C_ =7,18 x 10° cpm/mi tempo = 1320 min
wbo { 18 19 220 2 22 23 {15 16 17 18 19 20|20 2 22 23 24 5
A {005 009 013 011 OM 008 |005 011 015 015 012 007 {011 013 012 011 008 005
com/mi | 1063 2427 3427 2337 2204 1855 [1048 2033 2476 2919 2461 1294 | 2036 2407 2293 1916 1822 1132
C/A | 21260 26966 26361 21245 20036 2061120960 18481 16506 19460 20508 18485| 18509 18515 19100 17600 21690 19517
H, 88 88 78

55



CROTOXINA

C, =9.29 x 10* cpm/mi tempo = 1430 min o =9.29 x 10° cpm/ml tempo = 1490 min
tubo 16 7 18 19 20 2 15 16 17 18 19 20
A 011 o018 02 019 014 008 |00 018 022 020 016 011

!
<
0

cpm/mi 2440 3897 4533 4343 3068 2011 2199 4133 4840 4083 322N 2134 ‘

|

C/A 22181 21650 22765 22857 ° 21914 25137 | 20942 22961 22000 20415 20443 19400

H a1 75




FOSFOLIPASE A

' [ C,=59x 10° cpm/mi tempo = 1 min C,=53x 10® cpm/ml tempo = 2 min C,=4.05x 10° cpm/ml tempo = 3 min ;

f |
]

tubo 12 13 14 18 16 17 8 9 10 1" 12 13 16 17 18 19 20 21

A 1012 018 019 018 018 018 {006 043 084 076 045 0,28 ‘0,37 0,74 089 082 061 04
}

‘ cpm/ml l §735 6772 7094 6715 7458 - 2526 12072 21955 21080 11894 9423 (8620 15344 17572 15744 12058 8515
C/A 45880 37622 37366 37305 41433 - 42100 28074 26136 27736 26431 33653 122986 20735 19743 19200 19767 20768 g
1
|
M 156 128 123 |
C, =3,16 x 10° com/ml tempo =4 min C, =5.96 x 10° cpm/ml tempo =5 min C, =5.99 x 10* cpm/mi tempo = 6 min
tubo 17 18 19 20 21 22 10 11 12 13 14 15 7 8 9 10 1R 12

A 073 10 1.2 09 065 038 /016 044 069 075 064 040 013 048 065 055 048 039 !

cpm/mi| 14256 19142 21513 17656 12064 7570 |4048 11342 16554 18251 17097 14545 (3143 15560 16542 14992 16228 -

C/A 19528 19142 17927 18391 18560 19921 | 25300 25777 23991 24384 . 26714 36362 24176 32416 25449 27258 33808 -

H 13 104 106

LS



FOSFOLIPASE A

r ! C, =5x 10® cpm/mi tempo = 15 min C, =7 x 10° cpm/ml tempo = 20 min C, =7 x 10° cpm/m! tempo = 27 min
tubo , n 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 17 18 19 20 yA 22
A 022 0S50 049 046 047 030 | 004 0,15 021 023 0,16 009 (007 0,16 022 024 025 o227 ‘
cpm/ml . 4503 10010 9863 9568 - - | 1932 4296 6038 5855 4583 2862 |1777 4037 5527 5800 4406 2739 '
| |
! C/A | 20468 20020 20128 20865 — - 48300 28640 28752 25456 28643 31800 25385 25231 25122 24166 17624 13042 i
f H, 100 98 89 ‘l
L -
: ! C, =904 x 10® cpm/ml tempo = 30 min 0 =7 % 10® cpm/ml tempo = 56 min C,=7x 10® cpm/ml tempo = 72 min !
im—tu!:m [ 19 20 21 22 23 24 18 19 20 r4 22 23 16 17 18 19 20 21 :
2 A i 008 008 009 007 005 003 |006 014 030 026 O2v 0,14 008 016 022 022 0,18 0,13 ;
cpm/mi i 1988 2404 2516 2066 1988 - 1463 3051 6527 5404 3934 3051 |1700 3877 4334 4864 4048 3335
C/A 24850 30050 27995 29514 39760 -~ 24383 21792 21756 20784 18733 21792 {21250 24231 19700 22109 21881 25653
H, 78 7 73

89



FOSFOLIPASE A

C,=9.04x 10® cpm/mit tempo = 75 min

C,=9.04 x 10? cpm/m! tempo = 90 min

C, =7 x 10° cpm/mi tempo = 102 min

—
1
|
y

]

4
weo | 19 20 20 22 23 24 |18 198 20 2 2 23 |20 2n 2 2 24 25
‘ A ; Jo6 009 0111 Q1t 008 006 (004 006 006 006 007 006 ?0,06 015 021 023 023 0,18
cpVmi | 1466 2594 2925 2541 1883 1356 |1171 1518 1950 1680 1761  — ?1516 3331 4576 4530 4939 3714 |
\ k | !
C/A 24433 28822 26590 23100 23573 22600 {27880 25300 29545 26350 25157 - ;25266 22206 21790 19695 21473 20633 |
H,, 69 70 74
[ 7
C, =904 x 10° cpm/mi tempo = 140 min C,=7.42x 10® cpm/ml tempo = 150 min 1 C,=7.42x 10® cpm/mi tempo =240 min |
tubo 13 14 15 16 17 18 20 21 22 23 24 25 19 20 2 22 23 24 l
A (006 003 010 008 004 - 017 028 023 023 019 015 014 023 031 030 023 0715 ’
cpm/mi| 1332 2227 2333 1791 1095 - [4326 6032 5689 4946 4060 3090 ﬁ2889 5515 6303 6182 4970 2796 J}
C/A | 22200 24744 23330 22387 27375 - 25447 21542 24734 21504 21368 20600 (20635 22978 20336 20606 21608 18640
H 69 7 70




FOSFOLIPASE A

’ C,=742x 10® com/ml tempo = 300 min

C,=7.42x 10® cpm/mi tempo = 360 min

C,=742x 10® cpm/m| tempo = 420 min ’

l tubo f 7 8 9 10 11 12 " 12 13 14 15 16 20 27 22 23 24 25 !
.r A E 006 057 047 014 004 003 (0,14 022 025 0,19 0,14 0 041 015 025 028 029 021 0,18 ‘
;Wml ; 1287 11859 9716 2828 - - 2701 4587 5416 3542 3016 - 10051 4614 5477 5078 3884 2857 |
C/A 21450 20805 20672 20200 - - 19292 20850 21664 18642 21542 — 67006 18456 19560 18135 18495 15443 I’
| -
H 70 69 64 '
C, =5.25x 10* cpm/mi tempo = 1110 min C,=5.25x 10® cpm/ml tempo = 1200 mi; :o =7 x 10® cpm/ml tempo = 1440 min ——g
tubo 18 19‘ 20 21 22 23 172 18 19 20 2 2; 20 21 22 23 24 25 N
A 004 006 005 005 0,03 - 006 008 007 007 003 002 | 0,19 . 020 023 017 0,92 0,08
cpm/mi| 821 960 798 8 473 - 855 1256 1037 1013 - - 2852 3653 4204 3016 2325 1683
C/A 20625 16000 15960 16620 15766 -~ 14260 15700 14814 14471 - - 15010 18265 18278 17876 19375 21037
L4 69 68 | 64




FOSFOLIPASE A

-

C, =5.52 x 10* cpm/ml tempo = 1470 min

C,=7x 10® cpm/ml tempo = 1500 min

[ C,=7x 10* cpm/mi tempo = 1800 min

|

—t
tubo 19 20 21 22 23 24 19 20 21 22 23 24 ' 19 20 3 22 23 24
— -
A 006 008 008 006 004 003 {011 020 023 025 O 014 i0,03 006 007 007 006 0,05
cpm/mi 1127 1059 1098 927 595 422 j1093 3879 3464 4093 2790 19%0 i709 1116 1411 1337 1128 1049
C/A ﬁ:'18783 13237 13725 15450 14875 14066 | 15390. 19395 15060 16372 15500 14214 T23633 18600 20157 '9100 1;8; 20980 '
n, | 62

58

60




CROTAPOTIN

Co =557 x 10* com/ml tempo = 1 min

C, =5.73x 10°* cpm/mi tempo = 2 min

C, =833 x 10% cpm/ml tempo =5 min

RN S—

| tubo 17 18 19 20 21 22 12 13 14 15 16 17 21 22 23 24 25 26

% A 020 026 022 014 008 004 /015 025 030 025 013 008 1006 006 010 008 2,07 - i

' cpm/ml i 12789 12777 10333 6444 3645 2506 |7227 12949 14811 12880 8960 - 1708 2809 4500 3838 3309 - l

o/t | = —
r

C/A ‘ 63945 49142 46968 46028 45562 62250

48180 51796 49370 51520 68923 -

28466 47150 45000 47975 47277 —

H, 85 83 54
! Co =6,31 x 10® cpm/mi tempo = 10 min Co =8,33 x 10® cpm/m! tempo = 30 min Co =6,31 x 10° cpm/mi tempo = 60 min
, tubo 18 15 20 21 22 23 20 4 22 23 24 25 19 20 21 22 23 24
: A 1004 005 005 004 003 - |007 035 016 016 013 009 :002 005 004 004 003 -
L
; cpm/ml | 674 1060 954 B46 557 — |2740 3593 3916 3426 2887 2:2¢ |560 791 676 615 419 -
C/A | 16850 21200 19080 21150 18566 -~ |38055 23953 24123 21412 21385 22574 {28000 15820 13520 15375 13966 —
H 30 27 23

29



CROTAPOTIN

C,=8.33x 10® cpm/ml tempo = 90 min

C,=833x 10? cpm/ml tempo = 120 min

C,=833x 10® epm/ml tempo = 170 min

1

| wbr i 2 18 19 20 2 2| 20 2 22 23 24 25 |16 17 18 19 20 2
P A 1008 016 023 019 010 004 {010 012 013 012 011 010 (009 010 008 007 006 - |
| com/mi | 1617 3228‘ 4320 3261 1875 1006 | 1726 2132 1834 2101 1709 1770 |1527 1494 1267 1230 937 - 1
ﬁcm 20212 20175 18782 17163 18750 25150 17260 17766 141-07 17508 17354 17700 16966 14940 15712 15375 15616 - f
H_ 2 20 18
! C, =685 x 10* cpm/ml tempo=210min | C_ =6,85x 10° cpm/ml tempo=240min | C, =8,33x 10° cpm/mi tempo = 270 min
wbo [ 20 22 22 23 24 26 | 17 18 19 20 2 2 |17 18 19 20 21 22 |
]
A |008 012 011 010 009 005 |006 008 009 003 008 007 |009 014 015 014 012 007 |
com/mi| 411 1275 1315 M2 878 65 |53 749 922 997 776 503 |14s1 1752 1969 2078 1496 918
C/A | 5137 10626 11954 11220 9755 113008950 9367 10244 11077 9700 7185 [16233 12314 13126 14842 12466 13114
H, 16 15 15




CROTAPOTIN

:L C,=833x 10* cpm/mi tempo = 300 min C,=6.31x 10® cpm/ml tempo = 410 min C,=6,85x 10% cpm/ml tempo = 1320 min ]
: i }
i tubo . 14 15 16 17 18 19 16 17 18 19 20 2 17 18 19 20 21 22 1‘
A . 011 017 019 003 007 005 003 005 004 005 004 004 | 004 008 0,10 0,2 011 0,08 _1‘
cpm/mi ! 1548 2394 2619 1342 410 342 239 447 372 446 203 193 249 253 281 223 351 255 |
L C/A 14072 14082 13784 14911 5857 6840 | 7966 8940 9300 8920 35075 4825 | 6225 3162 2810 1858 3190 3187
M 16 15 5
C,=6.85x 10® cpm/mi tempo = 1380 min C,=6.85x 10® cpm/ml tempo = 1440 min
% tubo 20 21 22 23 24 25 16 17 18 19 20 21
A 008 0,10 0,11 0,20 0,07 - 009 0,10 011 0,09 - 0,06
cpm/mi; 204 381 4068 259 258 - 222 267 288 185 - 149
C/A 3675 3810 3690 2590 3685 - 2466 2670 2618 2055 - 2483
M, 5 4



CROTAMINA — 2 horass de Incubagio a 70°C

C,=9.01x 1C* cpm/mi tempo = 7 min

C,=9.01x 10® cpm/ml tempo = 15 min

C,=9.01x 10® cpm/ml tempo = 48 min 1‘

tbo

20 2 22

! 23 24 25 13 14 15 16 17 18 20 21 22 23 24 25 |
| A 011 04 016 070 007 003 (002 033 013 008 003 - 006 010 011 011 0,10 006
i cpm/mi - 2111 2846 3287 2055 1484 892 - 2801 2731 1617 792 - 1302 2045 2273 2187 2000

1608 |

i

C/A 19190 20328 20543 20550 21200 29733| - 21546 21007 20212 26400 - 2170C 20450 20663 19881 20000 26800 |
H_ 29 29 28 J
C,=9.01x 10* cpm/ml tempo = 55 min C, =9.01 x 10® cpm/mli tempo = 88 min C, =9.01 x 10® com/mi tempo = 97 min
tubo 16 1?7 . 18 19 20 ra) 20 21 22 23 24 25 18 19 20 2 22 23 J
A 005 013 017 0,17 008 007 |003 009 0,94 0,92 0,10 - | 010 016 0,96 0,i1 005 0,03 '
cpm/ml | 945 2425 3075 3061 1804 164, (1130 1772 2918 2546 2040 - 1818 2961 2657 1990 948 777
C/A 18900 18653 18018 18005 22550 23514 | 37666 19688 20842 19584 20400 - 18180 18506 14731 18090 18960 22852
H. 26 30 25

99



CROTAMINA — 2 horss de Incubagiio a 70°C

C,=3.93x 10* com/ml tempo = 1 min

C, =504 x 10® cpm/ml tempo =5 min

C, =5,76 x 10® cpm/mi tempo = 10 min

10

; tubo 13 14 15 16 17 18 20 22 X 24 26 27 19 20 i) 22 23 24
‘ A 01 018 030 036 040 -~ |[012 046 057 059 035 022 [046 05 061 045 034 025
L
? cpm/mli: 1998 3316 5210 6090 6907 — | 2163 8583 10173 10806 6479 3917 (8261 10243 10210 7786 5625 4110
C/A | 18163 18422 17366 16916 17267 - 18025 18671 17487 18315 18511 17804 17958 17361 16737 17302 16544 16440
H 58 47 39
3
i C,=9.01x10° cpm/ml tempo=1490min | C_=9,01 x 10" cpm/ml tempo = 1550 min
wbo | 24 25 26 27 28 29| 19 20 21 2 23 2
A 00 01312 033 01 007 004 |007 012 0,15 015 0,11 0,07
cpm/mi | 1222 788 583 683 4N 272 486 915 975 1117 803 611
C/A 12220 6550 7561 6209 6728 6B00 | 6942 7625 6500 7446 7300 8728
H 9




CROTAMINA ~ 2 horss de Incubagio a 70°C

C, =9.01 x 10° cpm/ml tempo = 120 min

Co =9,01 x 10® cpm/mi tempo = 180 min

C,=9.01x 10® cpm/ml tempo = 345 min

! wbo ; 23 24 25 26 r{ 28 19 20 21 22 23 24 19 20 N 22 23 24 |
' A i 0% 0722 OMW 009 007 004 005 0,10 0,17 010 008 0,05 f 005 0,10 020 010 009 004 !
com/ml | 1720 1962 2305 1517 1138 770 1021 1534 1604 1671 1557 768 615 1343 2425 1487 1040 -

12300 13430 12125 14870 11555

1 [ 1

C/A 15636 16350 20954 16855 16257 1833320420 15340 14581 16710 19462 15360 -
Hm 23 22 18
. C, =9.01 x 10® cpm/mi tempo =410 min C,=9.01x 10® cpm/ml tempo = 480 min C,=9.01x 10® ¢cpm/mi tempo = 1410 min 1
tubo ra) 2 23 24 25 26 20 3 22 23 24 25 ra 22 23 24 25 -
A 006 008 010 01 009 - 007 009 009 070 008 005 (007 010 01t 0,90 0,08 - %
cpm/mi| 8168 1059 1355 1897 1302 - 942 1256 1285 1342 1091 999 593 873 937 1236 679 - )
C/A ‘ 13600 13237 13550 17245 14466 - 13457 13955 14277 13420 13637 19980 {8471 8730 8518 12360 8487 -
H - 20 20 _ 12

{9



CROTAMINA — 18 horas de Incubagio a 70°C

¥ !
*;— I Co = 8,36 x 10° cpm/ml tempo =5 min ' C0 =8,36 x 10® cpm/ml tempo = 20 min Co = 8,36 x 10® cpm/m! tempo = 40 min |

—_—

tubo l 18 19 20 21 22 23 15 16 17 18 19 20 19 20 21 22 23 24

A |0.04 009 014 012 009 0,07 IiO,OG 012 018 016 013 008 1009 o092 017 012 011 008 !

—

1 ;

:cpln/mli670 1470 2225 1858 2388 1795 | 909 1715 2351 2502 1957 872 l,'1981 1606 2314 1634 1575 1060 |

t

C/A 16730 16333 15892 15816 25866 25642| 15150 14291 13061 15637 15053 10000 |22011 13383 13670 13616 14318 13250 |

E H 24 24 1

m

C,=839x 10® cpm/ml tempo = 55 min C, =836 x 10® cpm/ml tempo =60 min C, =8.39x 10® cpm/mi tempo = 150 min |

¥
tubo 17 18 19 20 20 22 17 18 19 20 3] 22 2 22 23 24 25 26 I

A 012 027 020 015 o008 005 (008 04 017 096 032 007 (006. 011 013 013 014 0N

cprn/mli 1180 3445 2570 1851 829 552 1660 1783 2238 2693 1778 1026 (644 1104 1406 1321 1492 -

e

C/A | 9833 12759 12850 12340 10362 11040 20750 12735 13164 16831 14816 14657 {10733 10036 10815 10161 10657 -

H 19 2 16

89



CROTAMINA — 18 horas de Incubagiio a 70°C

1

' C, =8.39 x 10° com/ml tempo = 165 min C, =8,36 x 10° cpm/ml tempo = 180 min C, =839 x 10° com/m( tempo =210 min |

; —

wbo i 17 18 19 20 21 22} 17 18 19 20 2 22 |24 25 26 27 28 29
— -

i

A 1006 015 020 018 011 006 |02 019 017 014 006 005 [092 013 014 012 009 007 |
— : =1
cpm/ml | 1006 1472 1986 1900 1121 588 | 1677 2115 1811 1478 972 872 (1201 1658 1344 1230 916 744 |
C/A | 17100 9813 9930 10555 10190 8966 | 13985 11131 10652 10557 16200 17740 |10008 12753 9600 10250 10177 10628 |
H_ 15 17 15 J

:[ Co =8,39 x 10° cpm/mi tempo = 220 min Co =8,36 x 10° cpm/ml tempo = 240 min Co = 8,39 x 10° cpm/mi tempo = 260 min
!
tubo | 14 15 16 17 18 19 18 19 20 0 22 23 ‘ 23 24 25 26 27 28
; i
A | 008 012 033 0,12 0,0 009 {007 010 0,94 0,13 0,31 0,09 30,10 0,14 013 013 0,12 009 !

!cnmlml 1235 1055 1121 1082 807 893 | 722 1486 1808 1497 1358 B850 (968 2044 1515 1384 1149 B54

C/A 15437 8791 9623 9016 8070 9922 | 10314 14860 12914 11515 12345 10625 {9680 14600 11807 10646 9575 9488

H 13 16 15




CROTAMINA — 18 horss de incubaclio a 70°C

! C,=8.36x 10° cpm/mi tempo = 270 min

C,=8.36x 10® cpm/ml tempo = 290 min

C, =8.36x 10® cpm/mi tempo = 1380 min

wbo | 19 2 21 22 23 2] 15 16 17 18 19 20 20 22 22 23 24 25 x
L a io,n 018 020 015 010 - |00s 014 015 016 012 009 011 012 012 009 008 005 |
Ccpm/mi 1151 1917 2002 1819 1005 - | 668 1538 1611 1773 1730 1611 730 72 636 608 483 263 |
C/A | 10653 10650 10460 12126 10050 - | 11133 10985 10740 11081 14416 17500 6718 6050 6300 6755 6037 5260 [
L M [ 16 16 10

;[ C, =3.36x 10* cpm/ml tempo = 1440 min
E tubo 10 1" 12 13 14 15
; A 006 018 024 0,19 0,10 0,04
com/mi | 395 1274 1544 1220 1138 707
C/A 6500 7077 €433 6421 11380 17675
H 10

0L



n

APENDICE 2

O Apéndice 2, contém os par@metros obtidos pela computaglio dos dados experimentais do n?
de H/mol de cada protefna.

Os ajustes foram alcancados num Computador 1BM/370, modeio 156 do Centro de
Processamento de Dados do IEA, através um programa denominado SAAM (Simulation, Analysis snd
Modeling) na versdo n® 25, desenvolvido pelo National Institutes of Health no Laboratory of Theoretical
Biology por Mones Berman e Marjory F. Weiss.
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ABSTRACT

Phosphotipase A, Crotapotin and Cvotamlne were putified from the vs\nom f Cvo‘llulus duro&uuonm:ut Fhe
AMINOACId COMPasiNOns ot pum.-ms showed rriolecular weigths\13400 kw—ﬂhospbol;& 300 for Gretepotin and
4880, torCiatanune. Faom Sephadex gel filtration (5-36-trme) expesiments, stable complex u 'ormed bv mteracnon
(13 molar tano) of Phospholipase A |LDSO~0 55 mg/Kg! in mice) and Crotapotin, Roeembmanon & Crotapotin
with Phosphohpase A in 1:1 motar ratio, increases. }he toxicity of Phospholipase A app‘oxommw 10 fold ta
LD50—005 my/Kg. These facts indicate Crotoxin as a product of 1; molar ratio interaction ot Crotapotin and
Phospholipase A, Fvorr{ Sephadex gel filtration (G675 fwre) experiments,’ unslable complex is formed by interaction of
Crotapotin and Crotamine (LD 50 =0,8 mg/Kg, in mice), The *'in vitro’” combination of Crotapotin and Crotamine (171
molar ratied muedﬁsZthe toxicity of Crotamine approxummelv 4 f(old to LD50 0,2 ﬂg,ﬁﬁg In psotein
tritium-hydrogen exchange experitnents, the back exchange kinetic of(,\nuum labelled P
Geotamine and Crotoxn were measured in gel filtration columns of Sephadex G 25 “coarse’’, 'Hvthen-fn or
experimental data of H/T exchange of Phospholipase A shews two clearly distinguishabie kmeuc clasms of
exchangeable hydrogens. From the exchangeable hydroygens only 68% were rapidly exchanged and the occurrence of
hydrogens envolved in alpha-helix was practically absent. Five Crotapotin has no hydrogens of algna-helix and 83% of
exchangeable hydrogens were rapidly exchanged with solvent. The H/T exchenge kioetics of Crota'nine)ifter a initisl
heating in tritiated water at MW showed th,et 31% o{ x _{geable hvergens were slowly exchanged with
* solvent. Imereasing the initial beou%:txoﬁa hours bLM-ouMno psatons diminished for 11%.
Fitting curves of enperimentst dats of H/T onehcmgo-—ol Crotoxin showed three exponential classes of exchangeable
hydrogens and about 26 protons have alpha-helix characteristic exchange rate These factr-suggeﬂ possible
conformational change atter Phospholipase A-Crotapotin mwracnon/l-' IV ‘("' u‘ -'( ’

' ’
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