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1.1. VENENOS DE SERPENTES PECONHENTAS

0 temor pelas serpentes sempre constituiu um
sentimento misterioso e incontrolavel no homem numa atitude
que originou numerosas lendas e crencas religiosas das anti
gas civi]izacﬁes. Somente no fim do seéculo XVII, Franéesco
Redi demonstrou a toxicidade do 1iquido que corria do apa

relthoe venenoso de uma vibora.

As serpentes sSo animais predadores'que utili-
zam seu aparelho venenoso para capfurar, matar as presas e
delas se nutrirem. O aparetho venenifero e constituido pe
las glandulas ou ceélulas secretoras e todo um aparato neces
sario para inocular a peg¢onha ou veneno na presa escolhida.
Entre as muitas especies de serpentes, varias espécies e
subespecies s3o consideradas venenosas, tendo sido agrupa
das em cinco familias: Colubridae, Elapidae, Hydrophidae |,
Viperidae e Crotalidae (TU, 1977). No Colubridae ‘somente
alguns geéneros 550 venenosos, nas outras quatro familias to

dos 0S géneros o0 sido.
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Os progressos das ciencias no século XIX, em
particular os da Quimica Organiéa e da Fisiopatologia, per
mitiram demonstrar nao S0 a natureza heterogénea G0sS vene-
nos de serpentes de composicao predominantemente protei
ca (BIEBER, 1979), como tamb&m grande parte de seus efei-
tos biologicos. Aproximadamente 90% dos seus constituin-
tes sao proteinas responsaveis pela sua complexidade e pro
propriedades biologicas, e o restante formado por compostos
de baixo peso molecular tais como peptideos, nucleosideos e
diversos Tons. 0 conjunto das descobertas sobre fatores he
morragicos, coagulantes, anticoagulantes, proteoliticos, 1i
beradores de substéncias farmacologicamente ativas e as am

plas revisoes anteriores levaram HARRIS (1984) a agrupar os

venenos de serpentes em quatro classes:

1) Neurotoxinas pods-sinapticas, que se ligam
aos receptores da membrana pos-sinaptica, causando um blo

gqueio neurcefetor;

2) Toxinas cardiotoxicas, que interferem com a

integridade funcional de membranas biologicas;

3) Neurotoxinas pré-sinapticas que inibem a 1i

beracdo de acetilcolina dos terminais nervosos motores;

4) Miotoxinas que danificam as fibras muscula -

res.
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0s venenos de serpentes nido sao somente comple
X0S na sua composicao quimica, mas também na sua diversida-
de de acﬁes, Nenhum outro produto natural apresenta uma
mistura t$0 efetiva de diferentes fatores, exercendo simul
taneamente efeitos toxicos sobre os sistemas sanguineo, res
piratorio, cardiovascular e/ou nervoso. Consequentemente,
o uso do veneno bruto ou fracaes impuras nas investigabaes
cientificas muitas vezes leva a ebservacaes e resultados
contraditorios ou dibios. Assim, para compreendermos a
extrema complexicidade dos venenos & importante extrairmos
deles os diversos constituintes e examinarmos suas proprige
dades individuais. Nas ultimas deécadas,-o desenvolvimento
de novos métodos e teécnicas bioquimicas para o isolamento e
purificacao dos componentes dos venenos e o consequente uso
de proteinas puras e bem caracterizadas nos estudos farma-
cologicos e fisiopatologicos, tém levado E-resu1tados mais
conclusivos, e a2 um melhor entendimento dos seus efeitos ,
seu mecanismo de ac&o a nivel mo?ecuiar, permitindo seu
uso como valiosos instrumentos de pesquisa. NEQ € raro se
encontrar nestas investigacﬁes, que uma mesma toxina pode
se apresentar sob varias formas, diferindo apenas em alguns
aminoacidos, como & o caso, por exemplo, da crotoxina do
veneno de cascavel que exibe dez diferentes formas no vene
no de uma mesma serpente, (FAURE e BON, 1987), ou que
certos componentes presentes no veneno de uma dada espg
cie, poderao estar ausentes naquele de uma especie vizinha.
Podemos mesmo observar variacﬁes dentro de uma espécie ,
dadas em funcao da idade, das condicoes de vida, (IWANAGA e

SUZUKI, 1979) e principalmente de subespecies e da
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distribuicao geografica destas. Ademais, tem-se em relevan
cia que fatores isolados ¢ - venenos revelaram-se extremamen
te uteis em diferentes dominios biologicos. Por exemplo, o
ativador do fator X da coagulacdo sanguinea isolado do vene
no da vipera de Russel Vipera russells, permite dosar o fa
tor X plasmatico humano, (BACHMAN e col., 1959:; DENSON s
196135 AURELL e col., 1977). A sintese de medicamentos anti
~hipertensivos se beneficiou com a descoberta no veneno
de Bothrops jararaca de um inibidor da enzima que ndo S0
potencializa a acao da bradicinina como converte a angioten
sina I em angiotensina II, (FERREIRA, S.H., 1965; BAKHLE ,
19683 ONDETTI e col., 1971). A L-aminoacido oxidase encon-
trada em todos os venenos de serpentes (IWANAGA e SUZUKI
1979), @ utilizada para a preparacio de acidos « - cetoni

cos {(MEISTER, 1956).

Dentre outros avancos da pesquisa cientifica ,
as A -neurotoxinas purificadas a partir do veneno de ser
pentes da familia Elapidae permitiram a identificacdo, iso
lamento e estudo do receptor nicotinico da acetilcolina
(CHANGEUX, 1981). Devido ao conhecimento da estabilidade e
abundancia de certos componentes proteicos dos venenos de
serpentes, estes sao também utilizados pelos fisicoquimicos
como proteinas modelo para a ressonancia magnetico nuclear,
(ARSENIEV e col., 1982) e o estudo do arranjo da estrutu-
ra espacial das proteinas (HOLLECKER e CREIGHTON, 1983) .
As cardiotoxinas (SARKAR, 1947) menos tdxicas do que as neu

rotoxinas (CHANG e LEE, 1963) sdo abundantes nos venenos
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das Naja e generos afins, sendo responsaveis por efeitos far
macologicos nas membranas de certas células notadamente car
diacas e musculares. Enfim, outros componentes do veneno
ativam constituintes que agem na hemostasia (SEEGERS e
OUYANG, 1979) afetando as func¢les plaguetarias, o sistema
fibrinolitico, o mecanismo da coagulacao, aumentando a per

meabilidade vascular com formaciao de edema e diminuicdo da

pressao arterial (HOFFMAN e BON, 1987).

Dentre as serpentes venenosas existentes no Bra
sil, destaca-se o genero Bothrops como responsavel por cer
ca de 90% do total de acidentes ofidicos ocorridos no pais
(ROSENFELD, 1971). Os venenos destas serpentes se caracte-

rizam por:

-~ Induzir estado de choque, causa mais frequente
de morte;

- Exercer . intensa.r.at?vidade "proteolitica
(VITAL BRAZIL e RANGEL PESTANA, 1909c; HOUSSAY e NEGRETE R
1918; MEBS, 1970); |

- Coagular o plasma sanguineo (VITAL BRAZIL e
VELLARD, 1928; ROSENFELD e col., 1959; KLOBUSITZKY, 1961);

- Liberar substéncias farmacologicamente ativas
tais como histamina e bradicinina (ROTHSCHILD e ROTHSCHILD, 1979);

~ Produzir hemorragias (VITAL BRAZIL, 1901 :
TAKAHASHI e OHSAKA, 1970; BJARNASON e TU, 1978; FABIANO e
TUu, 1981);

- Causar pronunciado efeito local com hemorragia

e necrose tissular ocasionando seqflelas com perda de tecido
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que pode Tevar a necessidade de amputacdo da extremidade

afetada (VITAL BRAZIL, 1911; JIMENEZ-PORRAS, 1973).

0 veneno de B.lanceolatus (Fer de lance) ser
pente que ocorre na Martinica e que tivemos a oportunidade
de estudar, independente de sua distribuicdo geografica -
distinta, apresenta a maioria destas caracteristicas. Ao
estuda-Tlas, focalizamos nosso interesse na atividade fosfo
lipasica, esforcando-nos por obté-la como um componente ho
mogeneo o0 qual, gracas a sua atividade antégénica, nos

possibilitou ainda sua caracterizacdo imunoquimica.

0 estudo da composicado antigenica dos venenos
ofidicos, em particular do genero Botkrops até entao pouco
explorado, levou SCHENBERG (1958, 1961 e 1963) a wutilizar
a teécnica de Ouchterlony nos venenos de 'B. jararaca e
B. neuwiedii e verificar a existéncia de grande numero de
componentes antigénicos nesses venenos como também diferen
cas imunologicas entre seis sub-especies no veneno de
B. neuwtedii. Outros autores lancando mdo da mesma téc-
nica utilizando venenos de varios géneros, inclusive bo
tropicos, concluiram que & possivel estudar a ..composi
cao antigénica dos venenos ofidicos (GRASSET e col., 1956 a
e b), determinar a existéencia de identidades antigénicas -
entre venenos de serpentes do mesmo genero (SCAVINI FERRARESI,
1962) e ate mesmo em geéneros bastante distantes (BOQUET e
col., 1969). A presenca de antigenos similares em vene-
nos de serpentes foi demonstrada inicialmente com anti-soros

comerciais (BOQUET, 1979; MINTON, 1979; TU e col., 1980).
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A analise eletroforetica do veneno de B. Jararaca mostrou
a presenca de 15 fracoes (SILLES VILLAROEL, 1972 :
SILLES VILLAROEL e col., 1973) e a imunce letroforetica ca
racterizou a natureza antigenica de duas enzimas 1isoladas
atraves de processos quimicos, em que uma delas era bastan
te heterogenea e que a outra representava apenas uma unica
fracao (URIEL e col., 1968). Todos esses autores acreditam
que a imunoquimica també@m podera fornecer subsidios a serem

utitizados em outros campos como da filogenia e da sistema

tica das serpentes botropicas.

Fatores hemorragicos isolados de B. neuwiedii
(NHFa e NHFb) e de B. jararaca (HFi, HF, e HF3) foram obje-
to de estudo comparativo com anti-soro monovalente prepara-
do em cavalo (MANDELBAUM e col., 1976). Apesar da  inexis
tencia de identidade imunologica, fato confirmado com anti-
soro especifico preparado em coelhos contra tais fatores, o
anti-soro especifico ndo somente neutralizou a atividade he
morragica de proteinas homologas, como tamb&m das heterold

gas (MANDELBAUM e col., 1988).

0 fato de GUTIERREZ e coi.,(?QS]L LOMONTE s
(39852 LOMONTE e c01.,(1987), terem demonstrado a incapacida-
de de antivenenos em neutralizarem o rapido desenvolvimento
do edema, e da mionecrose, fala a favor de que a lesao cau
sada pelos venenos botropicos se deva a uma somatoria de
efeitos isolados de diferentes componentes com distintas a

¢bes biologicas ou que atuem sinergicamente. Somente apos
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o seu isolamento poder-se-a estudar as diferentes combina-

-

coes e sinergismos possiveis.

1.2, TOXINAS PRE-SINAPTICAS COM ATIVIDADE FOSFOLIPASICA A2

Dentre as toxinas que apresentam neurotoxicida-
de pré-sinapticas, as mais estudadas sao as /9 - neurotoxi-
nas. As /3 - neurotoxinas como a crotoxina, sao fosfolipa
ses Az toxicas purificadas de venenos de serpentes, encon
tradas nas familias Elapidae, Crotalidae e Viperidae. Quan
do injetados por via periferica, causam a morte por parada
respiratoria bloqueando a liberacdo do neuromediador para
a juncgao neuromuscular, (HOWARD e GUNDERSEN, 1980
FRAENKEL CONRAT, 1982-83; LEE-e HO, 1982; HARRIS, 1984

H
CHANG, 1985; STRONG, 1987). 0O fato de que certas fosfoli-
pases A2 toxicas atraves de modificacSes quimicas podem se
transformar em fosfolipases eniimaticamente ativas, mas nao
toxicas (HOWARD e TRUOG, 1977; HENDON e TU, 1979) sugere
que podemos definir um sitio toxico para as /9 - neurotoxi
nas diferentes do sitio catalitico. 0 sitio toxico seria
responsavel pela 1igac§a'nas terminac¢coes nervosas. Como
nio esta completamente esclarecido que o sTtio toxico & o
mesmo para todas as /9 - neurotoxinas podemos em relacao a
estrutura e atividade, divid{-ias em tres grupos: as COmMpOS

tas de uma unica cadeia polipeptidica (monocatenarias), as
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compostas de duas sub-unidades 1igadas covalentemente
(/9 - bungarotoxinas) e as compostas de varias sub-unidades

nao ligadas covalentemente. (QUADRO I).

QUADRO I

AS PRINCIPAIS /2 - NEUROTOXINAS

1. Uma cadeia polipeptidica

NOTEXINA (s) KARLSSON e col., 1972; HALPERT e EAKER, 1975.
NOTECHIS II-5 (s) HALPERT e EAKER, 1976; MAGAZANIK e SLAVNOVA ,
_ 1978.

CERULEOTOXINA BON e CHANGEUX, 1977; BON e SALIOU, 1983; HO

e LEE, 1983.
CAUDOXINA (s) VILJOEN e col., 1982; LEE e col., 1982,
AMMODYTOXINA A (s) THOUIN e col., 1982; RITONJA e GUBENSEK, 1985.
2. Duas sub-unidades ligadas
' convalentemente
/2 -BUNGAROTOXINA (s) CHANG e LEE, 1963; ABE e col., 1977a; KONDO e

ol., 1978; 1982a; 1982b.

3. Varias sub-unidades nao
ligadas convalentemente
CROTOXINA (s) SLOTTA e FRAENKEL-CONRAT, 1938; VITAL BRAZIL
e EXCELL, 1970; CHANG e LEE, 1977; HAWGOOD e
SMITH, 1977; AIRD e col., 1985; AIRD e col.,

1986.

TAIPOXINA (s) KAMENSKAYA e THESLEFF, 1974; FOHLMAN e col.,
1977; LIND e EAKER, 1982; LIND, 1982.

TOXINA MOJAVE (s) CATE e BIEBER, 1978; GOPALAKRISHNAKONE e
col., 1980; HO e LEE, 1981.

PARADOX INA FOHLMAN, 1977.

TEXTILOTOXINA SU e col., 1983.

TOXINA DE P.FIELDI BATZRI-IZRAELI e BDOLAH, 1982; TSAI e col.,

‘ 1983.

(s) indica que a seqllencia e conhecida
As diferentes toxinas foram classificadas em relacdo @ ordem cronoldgica de
sua_descoberta seguida de uma ou mais referencias concernentes a sua purifi
cacdo, seu efeito pre-sinaptico e sua seqilencia de aminoacidos.
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Em todos os casos, ao menos uma das sub-unida
des & uma fosfolipase A, com seqUEncia de aminoacidos conhe
cida, muito parecida com a da fosfolipase A, de pancreas
ou da fosfolipase A2 nao toxica isolada dos venenos de ser

pentes. (FIGURA 1).

FIGURA 1

NOME SUB-UNIDADE SEQUENCIA
NOTEXINA @ - PLA
CERULEOTOXINA @3 - PLA
/2 -BUNGAROTOXINA ‘ INIB.TRIP

s— B B
| PLA

g |

CROTOXINA h A PARTE DE PLA
B PLA

22

of
9 PLA
TAIPOXINA 3¢ s PLA
PRO - PLA

Representacao esquematica de algumas £ -neurctoxinas. As sub- uni
dades de fosfolipases (PLA) s3o representadas sob a forma de um
hexagono.
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Do ponto de vista de toxicidade e de ligacao, o0s

tres grupos de toxinas podem ser assim caracterizados:

/9 -neurotoxinas monocatenarias: Comparando as
sequencias de diferentes fosfolipases A, monocatenarias toxi
cas e nao toxicas, DUFTON e HIDER, (1983) definiram um "s1
tio toxico" composto de quinze residuos, distinto do sitio
catalitico, mas o estudo das sequéncias posteriores anulou
estas conclusBes, (NISHIDA e col., 1985. Por outro lado ,
GUBENSEK e col., (1986) definiram na seqfiencia da ammoditoxi
na A tres residuos proximos do C-terminal que poderiam fazer
parte de seu sitio toxico, sendo estes os Unicos resVduos di

ferentes entre esta toxina e a ammoditoxina B, trinta vezes

menos toxica.

A /g -bungarotoxina, primeira neurotoxina isola
da do veneno de Bungarus multicintus (CHANG e LEE, 1963), e
um complexo covalente de duas sub-unidades diferentes (ca
dejas A e B) unidas por pontes dissulfeto (KONDO e col .,
1978; 1982a; 1982b). A cadeia A apresenta homologia com as
fosfolipases A2 (PLAZSI, enquanto a cadeia B @ homdloga aos
inibidores de tripsina de pancreas e a dendrotoxina que e
uma neurotoxina pré-sinaptica isolada do veneno de
Dendroaspis angusticeps, (HARVEY e col., 1984a; 1984b). Foi
proposto que a cadeia de B da /3 -bungarotoxina poderia ser
responsavel pela ligacao desta toxina sobre a membrana pré -

sinaptica (HARVEY e KARLSSON, 1982)., De fato, a cadeia B

tem uma seqlencia parecida com a dendrotoxina e da toxina I,
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duas proteénas de venenos de serpentes capazes de inibirem
o efeito farmacologico resultante da ligacao da /g-bunga-
rotoxina sobre as terminacﬁes nervosas (KONDO e col .,
1982a; HARVEY e KARLSSON, 1982; OTHMAN e col., 1982). 0
fato da a1qui3ac§o da cadeia A da /gm bungarotoxina pelo
brometo de p-bromofenacila reduzir a afinidade da /9- bun
garotoxina pela membrana prée-sinaptica sugere igualmente -
uma participacao da cadeia A (REHM e BETZ, 1982; OTHMAN e

col., 1982; REHM, 1984).

Entre as /9 -neurotoxinas compostas de varias
sub-unidades nao ligadas convalentemente, o grupo da croto
xina e da taipoxina & o mais bem estudado. A taipoxina -
formada por trés sub-unidades diferentes, o , 4 , ¥y .,
unidas por ligacoes néo covalentes (FOHLMAN e col.,1976 )
e a mais potente destas, tendo sido isolada do veneno de

Oxyranus scutllatus scutellatus.

As sub-unidades « e /2 s3o homologas as PLAs,
enquanto a sub-unidade 7 ‘& homdloga 2 prG-PLA2 de porco ,

com um octa peptideo N-terminal extra (KARLSSON, 1979).

A crotoxina isolada do veneno de cascavel sul
americana Crotalus durissus terrificus, por SLOTTA e
FRAENKEL-CONRAT em 1938, e formada por duas sub-unidades di
ferentes, unidas nao covalentemente: um componente basico
(crotoxina B) com atividade PLA,, . baixa toxicidade

(BREITHAUPT e col., 1975) varias iscformas (FAURE e BON

»

1987), e um componente acido {crotapotina) que nao tem
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atividade toxica nem enzimatica (HENDON e FRAENKEL-CONRAT ,
1971). A crotoxina difere da taipoxina e /2 -bungarotoxina
porque tambem interfere no sTtio pos-sinaptico da rneuro
transmissao (VITAL BRAZIL, 1966; BON, 1982). Das sub-uni-
dades isoladas a partir das duas toxinas somenté uma entre
elas (a sub-unidade B da crotoxina e a cadeia o{ da taipo-
xina) possui sempre toxicidade muito menor do gue aquela da
toxina nativa ou reconstituida. Foi proposto que a sub-uni
dade fracamente toxica possuiria o sitio toxico e poderia -
ligar-se de maneira nao especifica sobre virias membranas .
0 papel das outras sub-unidades seria de impedir esta liga
cdo nao especifica. Diferentes estudos de 1igac$o da croto
xina e suas sub-unidades sobre membranas de gldbulos verme
Thos (JENG e col., 1978), do Srgaa eletrico do peixe torpi
Ta rico em receptores de acetilcolina (BON e col., 1979) .e
de diafragma de camundongos (CHANG e SU, 1981), permitiram

propor um modelo para explicar este sinergismo. A sub-uni-

§

dade CB se liga de maneira‘nao especifica sobre as membra
nas, o0 que impede sua acio sobre as terminacﬁes.nervosas 3
na presencga da sub-unidade CA esta ligagao nao especifica e
suprimida o que permite a associacao CA-CB alcancar seu 1o
cal de acdo, onde o complexo CA-CB se dissocia, a sub-unida
de CB se liga a membrana e a sub-unidade CA permanece em
solucdo. Este modelo & chamado de "chaperon” (FOHLMAN e
col., 1976; JENG e col., 1978). Portanto, a sub-unidade CA
potencializa o efeito da sub-unidade CB nao em direcdo ao
seu local de a¢do mas impedindo sua ligacao sobre sitios

nao especificos. Isto e diferente do caso das toxinas como

a ricina, a colérica ou a diftérica, compostas igualmente -
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de uma sub-unidade enzimatica e uma ndo cata!?ticé. Em re
lacao a essas toxinas a sub-unidade n&o eﬁzimétic; reconhe
ce um receptor especifico presente sobre certas membranas,
sendo ela que conduz a sub-unidade catalitica até as c&lu
las alvos (NEVILLE e HUDSON, 1986). O0s efeitos das A -neu
rotoxinas sugerem que a ativkhde fosfolipasica seja essen
cial para a sua atividade biologica e que elas atuem alte

rando o transporte de Jons através das membranas.

1.3, GENERALIDADES SOBRE FOSFOLIPASES A2

As fosfolipases A, catalizam a hidrolise da 1i
gacao ester na posicdo 2 dos fosfolipideos (FIGURA 2), sen
do esta atividade calcio dependente. Encontram-se em gran
de quantidade em determinadas glandulas como o pancreas ,
nos venenos de serpentes, (VERHEIJ e col., 1981a; SLOTBOOM
e col., 1982; DENNIS, 1983) e em menor quahtidade dentro
de todo o organismo, (VAN DEM BOSCH, 1982; WAITE, 1985). De
sempenham importante papel na manutencao da arquitetura -
das membranas, (GAN ELEPANO e MEAD, 1978; YAWO e KUNO R
1983) participam da liberagdo do acido araquidonico pre
cursor das prostaglandinas e dos leucotrienos (FLOWER e
BLACKWELL, 1876; LOEB e GROSS, 1986) estando ainda envol
vidas na liberacao de neuromediadores e hormonios (MOSKOWITZ e

col., 19823 YAMAMOTO e «col., 1982; WADA e col., 1983;
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FIGURA 2

sITIOS DE ACKG DAS DIFERENTES FOSFOLIPASES E REACAO

CATALIZADA PELA FOSFOLIPASE AZ'

0
fl
0 CHy0-C-R, CH50- c--
RgC-0~C~H 0+ HO — R2C00H+HO-~C-H 0
CHs-0- ~P—0- PLA CHz0- P 0-[X]
0~ 2 0~

R, e R, representam as cadeias alifaticas dos acidos graxos. X € 0 grupo

p31ar %ue em geral e uma colina, uma etanolina, uma serina, um glicerol
ou um inositol.
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CAMORATTO e GRANDISON 1985); As fosfolipases, em particu
lar as fosfolipases A, tém sido bastante utilizadas como
instrumento de investigacao. Por exemplo, ANDERSON e ADA,
(1960), mostraram  atraves de uma fosfolipase de
Pseudechis porphyriacus que 0 virus da encefalite possui
um componente fosfolipidico; além disso por meio de dife
rentes fosfolipases e de uma esfingomielinase ZWAAL e
col., (1975) determinaram composicdes em fosfolipideos e
em esfingomielina das duas camadas da membrana de hema-
cias; do mesmo modo DEMEL e col., (1975) avaliaram a pres
sdo lateral da camada externa. HEINRIKSON e col., (1977}
dividiram'as fosfolipases A, de venenos de se 5&3%22 e defﬁ
pancreas em dois grupos; as fosfolig?ses A2 do primeiro -
grupo possuem residuos de cistQTn;ﬁ%és posigoes 11 e 77 e
correspondem as fosfolipases de pancreas e dos venenos das
familias Elapidae e Hydrophidae. As fosfolipases do segun
do grupo apresentam as seguintes diferengas: nao possuem
virios aminoacidos em torno da posicao 60 e apresentam re
s7duos de cisteina nas posicoes 50 e C-terminal correspon-
dendo aquelas fosfolipases dos venenos das familias Viperidae

e Crotalidae (FIGURA 3).

As estruturas tridimensionais de tres fosfoli-
pases A2 de pancreas de boi (DIJKSTRA e col., 1978; 1981 a
e b); de porco(DIJKSTRA e col., 1983)e a isolada do veneno
de Crotalus atrox,(KEITH e col., 1981; BRUNIE e col .,
1985) foram determinadas por difracaoc dos raios X e apre
sentam semelhancas (RENETSEDER e col., 1985). Alguns ele

mentos caracteristicos, tais como, tres ﬂ( -helices uma
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FIGURA 3

SEQUENCIA DAS DUAS SUB-UNIDADES DA CROTOXINA CB E CA (AIRD e COL., 1985;
1986) E DE DUAS FOSFOLIPASES NAO TOXICAS: DE PANCREAS DE BOI E DE VENENO
DE Crotalus atrox (FLEER e COL., 1978; KEITH e COL., 1981). 0 ALINHAMEN
TO DAS SEQUENCIAS FOI FEITO CONFORME RENETSEDER e COL., (1985).

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0

ALWQFNGM?KCKIPSSGPLLDFNN?EEYEELEGSETPVBDLBRE%QF;DSE?KQAKKLDSCKVL
SLVQFETEL IMKIAG-RSCLLWYSAYGCYCGWGGHGLPODATDRCCH VHDCCYGKAT =D =L mmme
HLLQFNKMIKFETR-KNAIPF YAF YCCYCOWGGEGRP+DATDRCCF VHDCCYGKL A K L e

SYGCYCGAGGQGWPQDASDRCCFFHDCCYAKLT—-G~C~»~

85 70 75 80 8 %0 95 100 105 110 115 120 125 130
v v v v v v v v v v v v v v

bl * hded * b
VONPYTNNYSYSCSNNE I TCSSENNACEAF ICNCDRNAA ICF SKV =P -YNKEHKNLDK-KNC
~NPKTVSYTYSEENGE I ICGG-DDPCGTQICECDKAAAICF RDNIPSYDNKYWLF PP-KDCREEPEPC
—NTKWDIYRYSL4+SGYITCGK-GTWCEEQICECDRVAAECI.RRSLSTYKYGYMF YPD~SRCRGPSETC
—NPT xxxxxxxxx~xDPCGTRICGCOKAAAICERNSHMDT pQF SP-ENCQGESQPC

QouR; + KouR; x re51duo nao sequenciado; - branco inserido
para alinhar as sequenc1as.

As estrelas (*) indicam os residuos que s@o conservados em todas as fos
folipases A seqiienciadas de pancreas e de venenos de serpentes.
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cadeia /? e uma alca, (residuos 25 a 42), chamada alg¢a de
1igac§s do %on calcio, conservada em todas as fosfolipases
A, ja seqﬁenciadas. 0 calcio e indispensavel para a ativi
dade enzimatica das fosfolipases A2 de venenos e de pancreas.
A 4 hélice N-terminal tem importante papel na atividade en
zimatica medida com lipideos organizados, (VERHEIJ e col .,

1981b; RANDOLPH e HEINRIKSON, 1982) enquanto que as outras

duas A -heélices contém os residuos do sitio ativo (FIGURA 4).

FIGURA &4

ESTRUTURA TRIDIMENSIOMAL DA FOSFOLIPASE A2 DE -PANCREAS DE BOI
DIJKSTRA e col., 1978.
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As neurotoxinas pre-sinapticas isoladas de vene \
nos de serpentes em geral apresentam atividade PLA2 intrin-
seca. Consideraveis evidéncéas sugerem que a neurotoxicida
de destas enzimas depende da atividade fosfolipasica (STRONG

e col., 1976; HALPERT e col., 19763 HOWARD e TRUOG, 1877) .

0 Fon C32+

participa da atividade catalitica e favorece a
interacao da fosfolipase com o substrato (DONNE -OP DEN KELDER
e col., 1981; DE BOSE e ROBERTS, 1983). OQOutros jons diva
lentes sao as vezes igualmente capazes de favorecer esta in

teracdo mas nao ativam a enzima ou o fazem levemente.

1.4, SUBSTRATO E ATIVIDADE ENZIMATICA

0 substrato das fosfolipases, os fosfolipideos
podem se apresentar sob dois estados: monoméri;o ou organi
zado. A atividade enzimatica das fosfolipases € mais eleva
da quando & medida com um substrato organizado. 0 estado
monomerico e o Unico encontrado gquando a concentracédo de
fosfolipideos esta abaixo da concentracio micelar critica
A utilizacao do substrato monomerico permite apenas estu-
dar o sitio catalitico da enzima sem interferir na etapa
de penetracao da fase lipidica; nesse caso, a cinetica clas
sica de MICHAELIS-MENTEN e aplicada a menos que a fosfolipa
se seja muito hidrofobica e se forme uma micela em torno

dela (VAN EIJK e col., 1983). 0s fosfolipideos, segundo
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sua cabeca polar e cadeias hidrofobicas, podem se organizar
sob varias formas sendo as mais frequéntes as micelares e
as de duas camadas (FIGURA 5). As micelares sao em geral
representadas pelos fosfolipideos de cadeias de Ecidos gra
x0s bastante curtas (inferiores a de; carbonos), entretanto,
podemos obter micelas com cadeias mais longas desde que se
utilizam detergentes {(micelas mistas). As fosfolipases A5
sio mais ativas sobre um substrato organizado, mas neste ca
so ndao seguem mais a cinetica classica de MICHAELIS - MENTEN
(YERGER e col., 1973; TINKER e WEI, 1979; JAIN e col.,
1986) e os residuos suplementares, diferentes dos residuos
do s7tio catalitico (PIETERSON e col., 1974) sao envolvidos
na atividade enzimatica. Tanto a etapa de penetracao na fa
se 1ipidica como a n&o absorc§0 da enzima desempenham impor
tantes papéis. Novos parametros sio levados em conta, em
particular a temperatura de transicao dos fosfolipideos s
sua pressao lateral como tambem a densidade de carga da su
perficie lipidica, (0P DEN KAMP e col., 1974; DEMEL e col.,
1975; HENDRICKSON e col., 1981). Para cada fosfolipideo e
para cada fosfolipase acima da pressao lateral podemos de
terminar pela tecnica de monomembranas (VERGER e DE HAAS ,
1976; PATTUS e col., 1979) o momento em que a enzima nao po

de mais penetrar nos fosfolipideos.
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FIGURA 5

DIFERENTES ESTRUTURAS ADOTADAS PELOS FOSFOLIPIDEOS DISSOLVIDOS
EM AGUA, SOZINHOS E EM PRESENCA DE DETERGENTES

gTriton X100 qomemsa)
Fosfolipideos €555 detergente [Colato

ESTADO MONOMERICO a

MICELAS

micela micela

inversa

s ..%;%% i
[ _

W
1

VESTCULAS C‘_-:-)
multimelar._ unilamelar de unilamelar de
10 000 R grande tamanho pequeno tamanho

500-2000 R 250 R
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Ao Tado da carga e da pressao lateral que po
dem influenciar a atividade enzimatica das fosfolipases |,
DENNIS e col., (1981) mostraram que a fosfatidilcolina, a
esfingomielina e outras moleculas anfipaticas com a cabeca
polar de colina funcionavam como ativadores. Esses compos
tos aumentaram de 5 a 20 vezes a atividade enzimatica da
fosfolipase sem aumentar a afinidade da enzima pela fase
1ipidica (ROBERTS e col., 1979; ADAMICH e col., 1979). Es
ses autores propuseram que a fosfolipase de Naja naja era
ativa sob a forma dimerica e ni3o sob a forma monomerica
(ROBERTS e col., 1977} e que os ativadores eram capazes

de induzir a dimerizacgao (PLUCKTHUM e DENNIS, 1985).

Componentes proteicos presentes nos. venenos
ofidicos tém sido isolados atrav@s da gel filtracdo e cro
matografia de troca ionica o que vem permitindo maiores es

clarecimentos de suas atividades biocldgicas.
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Nossos objetivos ao empreender o estudo sistamg
tico da peconha de Bothrops lenceolatus fToram isolar a
fosfolipase presente neste veneno, purifica-la e caracteri-

z3a-la quimica, biologica e imunoquimicamente.
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I11 - MATERIAIS E METODOS
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3,1, ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA FOSFOLIPASE DO VENENO DE
B. lanceclatus

2.1.1., CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO

0 veneno liofilizado (2q) de Bothrops lanceolatus
cedido pela “UNITE DE VENINS" do Instituto Pasteur (Paris-
Franca) foi dissolvido durante uma hora sob agitacao a
40C em 65 ml de acido acetico 5% pH 2.3. Apds a elimina-
cao do precipitado por centrifugacdo a 3020 x g, durante
30 minutos @ 49C em uma centrifuga Sorvall GSA,. 0 sobrena
dante foi aplicado a coluna (5 x 120 cm) de Sephadex G-50
previamente equilibrada a8 49C com a mesma solucao. O ma
terial foi eluido a uma velocidade de 50 mi/hora, coletan-
do-se amostras de 15 ml/tubo. A absorbancia das amostras
foi medida a 280 nm em espectrofotometro Uvikon 810 Kontron,
(Zurich Switzerland), utilizando-se cubetas de quartzo de
1 c¢cm de caminho 0tico. As atividades fosfolipasicas e

TAME-esterasicas foram analisadas individualmente em cada

amostra, utilizando-se os substratos lecitina de ovo e
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TAME respectivamente. As fracoes foram agrupadas, liofili-
zadas e conservadas a -209C em frascos hermeticamente fe

chados.

2.1.2, CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A fracao 3 (F3) (500 mg) obtida da  cromatogra
fia em Sephadex G-50 da primeira etapa do fracionamento foi
solubilizada em 140 m1 de tampao formato de am@nio 50 mM
pH 4.0 e centrifugada @ 3020 x g, durante 30 minutos @ 490C.
0 sobrenadante foi aplicado @ coluna (4 x 15 cm) de CM-celu
Tose (CM 52) Whatman equilibrada a 49C. A eluic@o do mate
rial foi iniciada com o tampao formato de amonio 50 mM  pH
4,0 em volume duas vezes superior ao da coluna seguida de
um gradiente linear de NaCl de 0 a 0.5 M dissolvido no mes
mo tampao. As amostras de 20 ml/tubo foram coletadas numa
velocidade de 90 ml/hora e as absorbancias determinadas 3
280 nm. A concentrac§0 de NaCl foi medida por condutime
tria e as atividades enzimaticas como na cromatografia de
exclusao. A fracao que apresentou atividade fosfolipasica

foi liofi]izada e conservada a -200C. A fracao F31 com

atividade fosfolipasica obtida da cromatografia em  CM-52
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foi refiltrada em Sephadex G6-50 nas mesmas condicdes descri
tas na primeira etapa do fracionamento. A fracdo F32 con

tendo a fosfolipase foi agrupada e liofilizada.

3.1.3. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA POR FPLC EM
COLUNA DE MONO-Q

A fracao F32 contendo aproximadamente 5 mg foi
dissolvida em 3.5 m] de tampao Tris-HC1 20 mM pH 6.75 .
aplicada a coluna de Mono-Q (HR 5/5) trocadora de Snion
previamente equilibrada com 0 mesmo tamp&o e analisada por
cromatografia 1iquida (FPLC). O material foi eluido 3 tem
peratura ambiente numa velocidade de 1 ml/por minuto com o
mesmo tampao de equilibrio contendo LiCl em varias concen -
tracoes formando um gradiente linear descontinuo de 0 a 1M.
As fracoes obtidas foram dessalificadas por gel filtracao

em coluna (1.5 x 5 cm) de Sephadex G.25 equilibrada com 1%

de acido acetico, liofilizadas e armazenadas 3 -209QC.
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3.2, ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

A atividade fosfolipdsica foi analisada de acor
do com DESNUELLE e col., (1955) e NIEFUWENHUIZEN e col.,
(1974), com algumas modificacﬁes propostas por RADVANYI e
cot., (1987). Como substrato foi utilizado a lecitina de
ovo na concentracio final de 75 mM solubilizada em <colato
de sodio ou Triton X-100 na presenca de NaCl (1060 mM) e
CaCl, (10 mM) apbs varias horas de agitacao na temperatura
ambiente. Aliquotas de 1.5 ml desta solucio foram intro-
duzidas na cubeta de um pH stat Radiometer RTS 822, (Radio
meter, Conpenhagen, Denmark) & 300C sob um fluxo de nitro
génio, mantendo-se automaticamente o pH em 7.5 com NaOH
(10 mM) como titulador. Iniciamos a reacao adicinando a
enzima em volumes menores do que 50 yl. A atividade fosfo
lipasica foi determinada pela inclinacao da reta e expres
sa em micromoles de NaOH por minuto ‘requerido para neutra
Tizar o acido graxo liberado. A atividade especifica era
determinada dividindo-se este valor pela quantidade (em mg )
de fosfolipase adicionada. Quando utilizamos a gema de
ove como substrato, disso]vemosrcada gema em salina fisio-
logica completando o volume para 100 ml mantendo o pH 6.5
na cubeta de experimentacao. Durante a purificacio da fos
folipase A, a atividade enzimatica foi primeiro ensaiada
em todas as fragdes utilizando-se o ensaio colorimétrico -
baseado na mudanca de pH devido & liberacdo de acidos gra

xos {(LOBO DE ARAUJO e RADVANYI, 1987) em microplaca MR 700
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(Dynatech Chantilly, USA). As fracoes com atividade fos
folipasica foram analisadas no pH stat utilizando a e

citina solubilizada pelo colato de sodio.

3.2.1. EFEITO DO P-BROMOFENACIL BROMETO SOBRE A
ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

A inativacao da fosfolipase foi processada como

previamente descrito por RADVANYI e col., (1982).

A fracgao F32 isolada do veneno total de
Bothrope lanceolatus com atividade fosfolipasica foi
incubada a temperatura de 300C em 0,5 ml de tampdo Tris

HC1 50 mM pH 7.4 contendo 100 mM de Nacl e TmM de EDTA por
15 minutos. Em seguida a reac¢aoc foi desencadeada adicio -
nando-se 5 yl de p-bromofenacil brometo 10 mM e/ou 5 ul de
acetona. Aliquotas da mistura foram testadas em diferen
tes intervalos de tempo, medindo-se a atividade fosfolipa-
sica no pH stat utilizando-se a'1ecitina de ovo solubiliza

da por colato de sodio como substrato.
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3.3, ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi rea
lizada na presenca de SDS em placa de 1 a 1.5 mm de espes
sura segundo o metodo de LAEMMLI, (1970). As amostras fo
ram dissolvidas em tampao Tris-HC1 150 mM pH 8; sacaro-
se 15%; SDS 4% contendo 2% de mercaptoetanol e aquecidas em
banho de agua fervente por 10-minutos. Aliquotas de 30 pl
contendo 50 pg de proteinas foram aplicadas em cada po¢o
de gel polimerizado com o auxilio de uma seringa capilar .
A eletroforese foi processada em temperatura ambiente com
uma corrente constante de 35 mA. 0 tempo de eletroforese
foi determinado pela migracao do Azul de Bromofenol utili-
zado como indicador. ApoOs a migracao o gel foi fixado e
corado durante uma hora E temperatura ambiente em 'solugdo
contendo metanol 46%, acido acéetico 8%, Coomassie Brilliant
Biue G-250 0.25% e agua 46%. 0 excesso do corante =~ foi
eliminado sob agitacdao constante em uma mistura de metanol
25%, acido acetico 10% e agua 65%. Para determinar o pe
so molecular, proteinas padroes foram utilizadas: Aprotinin
(6.500), A - Bungarotoxin (8.000), Carbonic Anhydrase
(30.000), Cytocrome C (13.000)}, Chymotrypsinogen A
(25.000), Glucagon (3.500), Phospholipase A, from porcine
pancreas (14.000), Soybean Trypsin Inhibitor (21.500).
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3.5.1. ISOELETROFOCALIZACAO EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A isoeIetrofoca]izacao em gel de poliacrilamida
foi processada em presenca de ampholine utilizando-se pla
cas de vidro (10 x 24 cm) de 1 a 3 mm de espessura sepa-
radas por uma borracha de 2 mm, presas com pincas metalicas
de modo a formar entre elas um espag¢o retangular que foi
preenchido com 60 ml de gel para po?imerizacao. Duas horas
apos, foram retiradas as pincas, a borracha e com o auxilio
de uma espatula uma das placas foi elevada. A placa de 1mm
contendo o0 gel polimerizado foi colocada numa cuba refrige
rada do aparelho LKB Multiphor 2117. Tiras de papel (elec-
trode paper strips) previamente mergulhadas em solugdo 1M
de H3P04 ou NaOH foram colocadas na superficie do gel utili
zadas respectivamente como o dnodo e o catodo para estabele
cer o contacto gel electrodo. A isoeletrofocalizacao foi
desenvolvida a 109C, mantendo-se a voltagem de .1.000 V, cor
rente de 25 mA. Passados os 30 minutos de pre-isoeletrofo-
calizacdo, amostras de 10 a 20 uyl contendo aproximadamente
2 mg/ml de proteinas foram aplicadas em pequencs pocos de
um material plastico colocado paralelamente aos eletrodos
na superficie do gel. (0 tempo de isoeletrofocalizacao foi
determinado pela velocidade de migracao do citocromo C. A
seguir o gel foi seccionado em pedacos de 0,5 cm, transferi

dos para tubos de ensaio contendo 1 ml de H,0 destilada ,

2
permanecendo a 40C durante a noite.
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Paralelamente, as medidas de pH e a atividade fos
folipasica foram determinadas. O restante do gel foi fixado
por 45 minutos, lavado 3 veze§ em 15 minutos e corado durante
toda a noite numa so]ucao con£éndo 0.12% de Coomassie
Brillant Blue R 250 como descrito em LKB application Note
250 (December, 1977). Proteinas com pontos isoelétricos co
nhecidas foram submetidas as mesmas condi¢des: Glucose Oxida

se (pH 4.15), Soybean Trypsin Inhibitor (pH 4.55), 7 - Tac
toglobulin A (pH 5.20), Bovine Carbonic Anhydrase (pH 5.85).

3.4, TESTES IMUNOQUIMICOS DE IMUNODIFUSAO E IMUNOELETROFORE-
SE

Nas teécnicas de imunodifusdo as amostras foram
analisadas em gel de agarose a 1% em .- meio 'salino segundo
OUCHTERLONY, {(1967). As imunoeletroforeses foram realizadas
conforme as indicactes de GRABAR e BURTIN, (1964) empregando
-se placas de vidro (12 x 9 cm) contendo uma camada de 1,5 mm
de agarose a 1% em tampao veronal 50 mM pH 8.4 e um gradien
te de potencial de 6 volts/cm durante 1 hora. As imuncele-
troforeses cruzadas foram processadas em placas (12x 9 x 0.15¢cm)
de gel de agarose a 1% em tamp3o veronal 50 mM pH 8.6 con
tendo as amostras para analise e submetidas 5 diferenca de

potencial de 6 volts/cm durante 1 hora na primeira dimensao,
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e 2 volts/cm durante 18 horas na segunda'dimensgo, a tempe
ratura de 49C. Antes da eletroforese na segunda dimensao,
uma faixa central da placa de gel foi retirada, e este es
paco preenchido com a mistura de agarose e o imunesoro na
proporcao de 10%., Passado esse tempo as placas foram lava

das com solucao de NaCl 150 mM, colocadas para secar a

3790C e coradas com solucao de azul de coomassie.

3.5, ANALISE DE AMINOACIDOS

Para analise da composicao em aminoacidos, amos
tras contendo 30 e 50 ug de proteinas foram hidrolisadas a
vacuo em 100 ul de HC1 6N por 15, 48 e 72 horas 5 1109C
(SPACKMANN e col., 1958). O material hidrolisado foi anali
sado em analisador de aminoacidos Biotronik LC 5001 de acor
do com HUMMEL, (1959) em uma unica colura. A determina -
cio de tirosina foi feita apos 15 horas de hidrolise com
0.2% de fenol. A de metionina como metionina sulfona e o0s
residuos de meja cisteina estimados como acido cisteico
Ambos foram oxidados com acido performico como descrito
por HIRS, (1967). A proporcao de tirosina para triptofano
foi calculada pelo mgigdqrgf BEAVEN e HOLLIDAY, (1952) re
gistrando-se a absor%?%ﬁﬁgwprete?na em espectrofotometro -

com NaOH 100 mM.
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3.6, DETERMINACAD QUANTITATIVA DE PROTEINAS

A concentrag&o proteica das diferentes prepara
coes foi determinada pelo reativo do biureto segundo
WEICHSELBAUM, (1946) e pelo reagente de Folin-Ciocalteau,
segundo o metodo de LOWRY e col., (195%1) modificado por
HARTREE, (1972) wutilizando-se como padrao a proteina BSA.
0 coeficiente de extincao molar das proteinas foi determi-
nado a 280 nm em espectrofotémetro Zeiss PMQ-II, utilizan-
do-se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho otico como

definido por LAMBERT e BEER.

3.7, ATIVIDADE PROTEOLITICA E TAME-ESTERASICA

A atividade proteolitica foi determinada utili
zando-se a caseina como substrato, segqundo metodo de
KUNITZ, (1946) modificado por MANDELBAUM e col., (1982)

A solucdo de caseina foi preparada no momento do uso, dis
solvendo-se 1 g de caseina em 50 ml de tampao Tris - HCI
0,2 M pH 8.8. Apos 20 minutos de aquecimento a solucdo -
foi filtrada e o volume completado para 50 ml com agua des

tilada, resultando numa solucao de caseina a 2%. A solucdo
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de ensaio coqtinha 1,0 ml de caseina 2%, 0,1 ml de cac12
80 mM e 0,9 ml de NaCl 150 mM e/ou da enzima (veneno total) .
Passados 30 minutos incubados a 379C a reacio foi inter
rompida com 3,0 ml de acido tricloroacético a 5% (TCA). Os
tubos eram deixados 60 minutos em banho de gelo. Em se

guida cada amostra foi filtrada e 1,0 ml de cada filtrado

foi submetido a dosagem proteica seguindo o metodo de

HARTREE, (1972).

Por definicao, uma unidade de atividade proteo
Titica corresponde a uma quantidade de enzima que produz
um acrescimo na absorbancia de 1,0 éﬁzporhminuto de diges
tdo da caseina. A atividade especifica foi expressa em

unidades de atividade por miligrama de proteina.

0 teste de atividade TAME esteradsica foi reali
zado de acordo com HUMMEL, (1959) em pH 8.1 com tampao
Tris HC1 50 mM contendo 10 mM de CaC'I2 e o substrato p-
to1uenosulfoniluLwarginﬁné metil ester (TAME), na concen-
tracado final de 1T mM. Aliquotas de 2 pl de cada tubo das
cromatografias de exclus@o efou troca 16nica eram adicio-
nadas a 1 ml do tampdo com o substrato cada 30 seqgundos e
lidas a 247 nm em espectrofotdmetro Uvikon 810 (Kontron ,

Zurich Switzerland).
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2,8, ATIVIDADES BIOLOGICAS

3.8.1. TOXICIDADE

0 poder letal do veneno total ou da f?acéo F32

com atividade fosfolipasica isolada do veneno de
Bothrops lanceolatus foi estudado por inocu?acao i.v., e
i.p., em camundongos da raca Swiss (18 a 22 g) e i.v. em
pintainhos (50 a 60 g) empregando-se doses seriadas com

razao de 1.5. Cada animal foi injetado com 0,5 ml, utili -
zando-se seis animais por dose. O0s resultados foram regis
trados depois de 24 horas e estimados de acordo com o métg

do de WEIL, (1952).

As DLSO e seus intervalos de confiancga a g95%
foram expressas em mg/kg tanto para camundongos como para

pintainhos.

5.8.2. ATIVIDADE HEMORRAGICA

A atividade hemorragica foi determinada baseada
no método de KONDO ecol., (1960) com algumas modificacoes -
Camundongos Swiss brancos de 20 g aproximadamente foram 1in

jetados com 0,1 ml de diferentes concentracoes do veneno
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toia} e da fracio F32 com atividade fosfolipasica por via
intradermica no éoréo. Apos seis horas os animais foram
sacrificados, as peles removidas e observada a presenca de
area hemorragica, Os animais controles foram injetados
com igual volume de salina. A dose minima hemorragica (DMH)
corresponde a menor quantidade de veneno capaz de causar a
rea hemorragica com 5.0 mm de di&metro foi assim determina

da.

3.8.3. ATIVIDADE HEMOLITICA

0 ensaio hemolitico do veneno total de
B.lanceclatus e da fracao F32 foi estimado utilizando - se
somente eritrdocitos lavados ou suplementados com gema de
ovo conforme descrito por GUTIERREZ e col., (1984). A sus
pensao de eritrocitos foi obtida de sangue humano por pun.
¢cdo venosa com citrato de sodio como anticoagulante. 0
plasma foi separado por centrifugacéc e as hemacias lava
das tres vezes com soro fisiologico tamponado com fosfato
de sodio 0,01 M pH 7.2 (PBS). A suspensio de eritfﬁcitos
foi preparada 5 2.5% no mesmo tampdc. Para o mesmo ensaio,
10 y1 da amostra (veneno total ou fracdo F32 foram adicio
nadas a 600 ul da suspenséo de eritrocitos contendo ou nio

50 u1 de uma suspensao de gema de ovo, (1 gema em 100 m]



40

de satina) 50 ul de CaCl, 10 aM, completando-se o volume
para 3 ml com tampao PBS. Apos 30 minutos de incubacgo E
370C, os tubos foram centrifugados por 5 minutos, os SO
brenadantes lidos a 540 nm, sendo o resultado comparado

com os tubos controles que foram incubados sem as amos-
tras analisadas e um hemolisado, colocando-se HZD desti-
tada em lugar de tampdo. Uma unidade de atividade hemoli
tica corresponde a um aumento de 0.001 de absorbéncia em

540 mn por minutoc de reacao. A atividade hemolitica foi

expressa em unidade por ug. (U/ug).

3.8.4, ATIVIDADE AGREGANTE

A atividade agregante do veneno de
B. lanceolatus ou da fracao F,2 com atividade -fosfolipa-

sica foi estudada em plasma rico em plaquetas {PRP).

0 plasma rico em plaquetas foi preparado de
sangue humano normal coletado por puncao venosa com citra
to de sodio a 3.8% . As plaquetas foram contadas e o nﬁmg
ro ajustado para 400 x 103/31 com um plasma pobre em pla
quetas obtido por centrifugacao (10 minutos a 4000 rpm) do

sangue que restou para obtencao do PRP.
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! A agregacao foil determinada fotometricamente co
mo descrito no metodo de BORN e CROSS, (1963), 400 ul de PRP
foram adicionados a cubetas do agregrometro (Chrono-log) agi
tados em 1000 rpm 5 37¢C. Em sequida amostras do veneno ou
da fracao F32 com atividade fosfolipasica foram adiciona -
das ao PRP 2 minutos antes do agente agregéante testado

(ADP 10 uM) sendo a agregacdo monitorada durante 5 minutos,

3,9, ESTUDO DA ATIVIDADE COAGULANTE

A ace;"o coagulante do veneno de
Bothropse lanceolatus ou da fracé_io F32 com atividade fosfo
lipasica foi avaliada sobre plasma e fibrinogénio medindo -
se o tempo de coagu'iaca"o 5 37¢C ao primeiro sinal de forma

cao de rede de fibrina.

Amostras de 50 ul do veneno total e da  fracdo
F32 em diferentes concentracaes foram adicionadas a 200 ul
de plasma humano normal citratado sendo cronometrado o tem
po de coagulacao. Nas mesmas condicOes determinamos o tem

po de coagulacao adicionando 50 ul de CaCl, 25 mM.

A atividade tipo trombina foi determinada medin

do-se a coagulacao em uma solucao 2 mg/ml de "'ﬁ'brinqgénio
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humano (KABI SUECIA). Amostras de 50 ul do veneno total
em diferentes concentracoes e da fracao F32 foram adiciona

das a 200 ul. da solucao de fibrinogénio humano a 379C.

0 tempo de formacao do coagulo foi determinado

inclinando-se o tubo a 1intervalos regulares de tempo.

3.9.1. A AT IVIDADE FIBRINOGENOLITICA

Foi determinada incubando-se a 379C, 200 ul de
fibrinogén‘io com 50 ul da solucao de veneno 125 ug/ml du .
rante um e dois minutos. Passado o tempo adicionamos 50ul
de Trombina Bovina 100 U/ml (HOFMANN-LA ROCHE-SUICA) regis

trando-se o tempo -de coagulacgao.

3.9.2, © A ATIVIDADE FIBRINOLITICA

Foi medida & 370C incubando-se 200 pl de fibri
nogenio, 50 ul de diferentes concentracoes de veneno e

50 ul de trombina. ApOSs formagao de coagulo observamos a
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lise deste, no intervalo de uma a vinte e quatro horas.

3.9.3. ACAO ANTICOAGULANTE SOBRE PLASMA

A agcao ¢ anticoagulante do veneno de
B. lancecolatus ou da fracao F32 com atividade fosfolipasi
ca foi determinada a 379C em duas etapas. Inicialmente fo
ram adicionadas a 100 1 de plasma humano normal citratado,
50 ul do veneno ou de fracao com atividade fosfolipasica na
concentracao de 50 ug mais 100 ul do reagente Roche de

TTPA (Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada). Apds 3 mi

nutos de incubacdao, adicionamos 100 ul de CaC12 25 mM e
cronometramos o tempo de coagulacdo.
3,10, PREPARACAO MUSCULAR BIVENTER CERVIVIS DE
PINTAINHO |
Foi utilizada a preparacdao misculo biventer
cervicis de pintainho, de acordo com a tecnica descrita

por GINSBORG e WARRIER, (1960).



44

Pintainhos de quatro a oito dias foram sacrifi
cados e o musculo biven ter eervicis foi isolado em solucao

de Krebs (mmol/1 0.54, NaCl 118,0; Kcl 4,7; CaCl, 2,5

2
MgC12 6 HZD 0,54, NaH2P04 H20 1,01 3 Glicose 1.1, NaHCO3
25,03 oxigenada pelo borbulhamento de carbogénio 95% de
0, e 5% de COZ)'

A preparacao foi transferida para uma cuba com
capacidade de 5 m1 mantida a 379C sob tensdo constante
de 1g, estimulada por eletrodos bipolares e ligada a um

transdutor miografico isotonico MK II para registro ! das

contracoes musculares em fisiografo Narco.

Apos 30 minutos de espera (registro controle),
diferentes concentracdoes do veneno total ou da ffacao
F32 com atividade fosfolipasica, foram adicionadas & cuba
sendo mantido o registro das contracoes por mais de 120
minutos. A preparacdo foi submetida a estimulacdo elétri
ca de campo com estimulos maximais de 02 mse‘gﬁ . de dura
cao e 0.1 HZ de frequencia por um.estimulador Grass mode

io 54.



IV-RESULTADOS
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4.1, ATIVIDADE FOSFOL.IPASICA

A tabela I mostra a atividade fosfolipasica de
diferentes venenos ofidicos usando-se como substrato gema
de ovo em salina ou lecitina de ovo solubilizada em colato
de s6dio ou Triton X-100 utilizando o pH stat para 0s en

saios.

A fosfolipase isolada de pancreas de porco foi

utilizada como controle.
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TABELA I

COMPARACAQO DA ATIVIDADE FOSFOLIPASICA DE VARIOS VENENOS OFIDICOS

ATIVIDADE ENZIMATICA (umoles/min/mg)
VENENQS OFIDICOS

Gema de lecitina/ lecitina/
ovOo Triton Colato
B. atrox 17 52 33
B. jararacussu - 12 42 42
B. lanceoldtus co2.7 28 19
B. newsiedit 14 39 63
- : , MN%’:,)‘
Naja naja 80 . 58 9.5
Ophiophagus hannah 16 32 9.5

10 mg de cada veneno foram dissolvidfs em 1 m] de Ggua destilada ./ " '
a 40C imediatamente antes de ser testada a atividade enzimatica.

Embora todos os venenos tenham atividade fosfoli
pasica similar quando esta foi determinada em presenca de
detergente, colato de sodio ou Triton X-100, pode-se obser-
var que comparada aos outros venenos, a atividade fosfoiipé
sica do veneno de B. lanceolatus € baixa quando determinada
em gema de ovo na ausencia de detergente. Mais ainda, 0
estudo cinetico desta atividade mostrou-se tempo dependente

(tabela Il e figura 6).
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’ TABELA 1II

ATIVIDADE FOSFOLIPASICA DE 30 ug DE VENENO DE
B. lanceolatus EM FUNGAO DO TEMPO

TEMPO -  HIDROLISE ATIVIDADE PLA,
(MIN) (%) (umoles/min)
0 0 0.06
2 0.8 0.07
6 2.4 0.07
12 6.4 0.09
18 10.4 0.10

A percentagem de hidrolise no tempo (t) foi cal
culada dividindoZse os moles de fosfolipideo = hidrolisado
no tempo (T) pela quantidade total de fosfolipideo. Este
ultimo valor foi medido pela tecnica de pH stat hidrolizan
do-se completamente o substrato em pH 8.0 com 10 yug de
fosfolipase A‘2 de veneno de abelha que nos deu o valor de

17,5 umoles de fosfolipideos totais.
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FIGURA 6

CINETICA DA HIDROLISE DE LECITINA DE QVO POR VENENO
DE B. lanceclatus
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A cinetica de hidrolise foi determinada pela atividade fosfolipasica de
30 ug de veneno de B. lanceolatus utilizando-se a gema de ovo como subs
trato. -

4,1.1. ATIVACAC PROGRESSIVA DA ATIVIDADE FOSFOLIPASICA DO VENENO

DE B lanceclatus

Com o proposito de investigar a causa do aumento
progressivo na velogidade da hidrolise {figura 6 e tabela II)
examinamos o comportamento de acidos graxos lisoderivados
obtidos pela hidrolise prévia de lecitina por 0,1 yg de fos
folipase de veneno de abelha antes das 30 yg habituais do

veneno de B. lanceolatus.
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JTABELA I

ATIVIDADE FOSFOL IPASICA DE 30 ug DE VENENO DE
B. lanceolatus EM FUNGCAQ DA PRE HIDROLISE COM
0,1 yg DE PLA, DE VENENO DE ABELHA

TEMPO D% HIDROLISE ATIVIDADE PLAZ*
PRE - HIDROLISE (%) DE B. Tlanceolatus
(MIN)
1.5 0.35 0.064
3.5 0.8 0.07
26 5.5 0.10
45 10 0.12

* Esta atividade foi obtida subtraindo-se a atividade antes da adi
¢30 do veneno {gque corresponde a atividade da PLA, do veneno dé
abelha) da atividade obtida depois da adigdo do véneno.

A tabela III mostra que a velocidade de hidroli
se aumenta com a percentagem de pré-hidrolise alcancando um
valor maximo em torno de 5% de fosfolipideo hidrolisado. In
teressante e observar que a mesma percentagem ' .de hidrﬁ]i
se foi necessaria para a obtenc3o da atividade maxima do ve

neno quer na presenca (tabela IIl) ou ausencia da fosfolipa-

se do veneno de abelha (figura 6 e tabela II).
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As caracteristicas da atividade fosfolipasica do
veneno de B. lanceolatus e a possibilidade de que seu compor
tamento enzimatico estivesse associado 3 presenca de um ini
bidor responsavel pelo platonamento observado apos alguns mi.
nutos de reacido levou-nos a fracionar o veneno total com 0O
objetivo de isolar as fracoes envolvidas com a atividade fos

folipasica e analisar suas propriedades em maiores detalhes.

},2. ISOLAMENTO DA FOSFOLIPASE

FRACIONAMENTO DO VENENO DE B. lanceolatus EM SEPHADEX 6-50

A primeira etapa do fracionamento compreendeu a
filtracao do veneno total de B. lanceolatus em gel de Sepha
dex G-50 em coluna equilibrada com solucio de acido aceti-

co 5%.

0 perfil cromatografico mostra a existéncia de
quatro fracoes detectadas pela absorbancia em 280 nm que fo
ram designadas por F, a F4 como mostra a figura 7. As ativi
dades esterasica e fosfolipasica foram detectadas nas fra
coes F, e Fq respectivamente. Estas fracbes foram agrupadas,

como indicado na figura e liofilizada.
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FIGURA 7. Cromatografia de Exclus3o em Sephadex G-50 de 2 g
" de veneno de B.lanceolatus em acido acetico 5%
PH 2.3 a 49C; coluna 120x5,0 cm; fluxo 50 ml/h e

coletados 15 ml/tubo.
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4.2.1. CROMATOGRAFIA DA FRACAO F3z EM COLUNA DE CM-CELULOSE

A‘atividade fosfolipasica do veneno foi eluida
como um pico simples (F3) contaminado pela atividade TAME
esterasica oriunda da Foo A Fgq foi entﬁo concentrada por
liofilizacdo e submetida & cromatografia de troca ionica
em uma coluna de CM-celulose {figura 8). Entre as fra
coes resultantes uma foi proeminente formando um largo pi
co. Nesta fracdo que denominamos F;1, predominava a ati
vidade fosfolipasica. Esta frac&o foi imediatamente lio
filizada e submetida E ge1-filtracao nas mesmas condicﬁes
da primeira etapa do fracionamento. (Qbtivemos nesta eta
pa um pico estreito onde se concentrava a atividade fosfo
lipasica o qual denominamos F32. A fase ascendente deste
pico encontra-se ainda contaminada com a atividade TAME
esterdasica que caracteriza o pico menor que antecede (fi-

gura 9).
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FIGURA 8. Cromatografia de troca ionica em CM-celulose de 500'”mg
da fragao Fg (Fig. 6) em formato de amonio 50 mM pH 4.0
a 49C; coluna 15x4 cm; fluxo 90 ml/h e coletados 20/ml
tubo. A eluicd@o foi realizada com um sistema tampao em
gradiente linear de NaCl como descrito em materiais e
metodos.

ommmwma ATIVIDADE FOSFOLIPASICA Ay (umoles/min)
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4,3, ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRIMILAMIDA COM SDS DO VE
NENO TOTAL E DAS FRACOES TRATADAS COM MERCAPTOETANOL

A figura 10 mostra a analise eletroforética em
gel de poliacrimilamida (20%) na presenca de SDS (4%) do ve
neno total de B. Zanceolatus e das fracoes obtidas duran-

te as etapas ja descritas.

PM = PM
25.000 30000
21000
14.000 13.000
8.000 6.500 -
3.500
+ .

VI Fgz Fl F2 B2 Fo

FIGURA 10. Eletroforese em gel de poliacrimilamida com SDS do veneno

total (VT) de B.lanceoZatus e suas fracdes tratados com
mercaptoetanol (2%).
F2 e F3 obtidas na cromatografia em Sephadex_G-50 (figura
7}. F31 obtida na cromatografia de troca ionica em CM-
celulose (figura 8}). F32 obtida na cromatografia em Se
phadex G-50 ?f!gura 9). Nos primeiros pogos a direita €
a esquerda marcadores de peso molecular conhecido.
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Este perfil eletroforético mostrou que as pro
teinas presentes no veneno total sao de PM - superior a

L

Ji\ifc{}a - a0

Na fracao F4 encontram-se o0s componentes pre
sentes no veneno total exceto uma proteina de alto peso

molecular. A fracgao F31 apresenta um componente de peso

molecular de 15kPa e um contaminante de PM de Ekaaajj”*ﬁ

aproximadamente. Tudo indica que este componente represen
ta a banda deimaior concentracao mostrada na fracao FZ' A

fracao F32 corresponde a uma banda espessa de 15 kDa.

4.4, ANALISE IMUNOQUIMICA

A analise imunoquimica foi efetuada‘utilizando-
se métodos de imunodifusdo e imunoeletroforese, para de
monstrar a antigenicidade do veneno total e da fracao F32
bem como 0 nivel de pureza desta fracdo que encerra a ativi

dade fosfolipasica frente ao anti-soro pluriespecifico cedi

do pela unidade de venenos do Instituto Pasteur de Paris.
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FIGURA 11. Analise comparativa por imunodifusdo entre veneno total (VT)
e a fracao F32 frente ao anti-soro total de B. lanceolatus
utilizando-se d1iferentes concentracoes do antigeno em gel

de agar.
Concentracao dos antigenos: 1000, 500 e 100 pg/ml.

0s resultados obtidos com o veneno de B, lanceolatus
e a fracao F,2 em imunodifusao (figura 11) mostram que o an
ti-soro identifica diferentes compomentes no veneno total e
aparentemente apenas um componente na fracao que contem a

fosfolipase.
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FIGURA 12. Analise imunoeletroforetica comparativa entre o veneno
total (VT)} e a fracao F32 frente ao anti-soro total de
B. lanceolatus. Concentracao dos antigenos 2 mg/ml.

0 mesmo sistema agora analisado por imunoeletro
forese mostra que apesar da complexidade de linhas precipi
tantes entre o veneno total e o anti-soro, a fra¢$o conten
do a fosfolipase apresenta um sistema precipitante princi-
pal heterogeneo e um segundo componente interno em baixa

concentracao (figura 12).
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Analise imunoeletroforetica bidimensional {cruzada) compa-
rativa entre o veneno total e a fracao F32 frente ao ant?
-soro total de B. lanceolatus diluido 1:10 em gel de Agarose.

(1) Separac¢doc independente veneno total e fracao F32 Tmg/ml.
() Tecnica de "Tandem-Cross" veneno total e fracdo F32

T mg/ml.

FIGURA 13.
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A figura 13 (1) mostra que enquanto o veneno a
presenta varios componentes, a ?32 e constituida por um
unico componente heterogéneo. Ainda o mesmo sistema  ana
lisado pela tecnica de Tandem-Cross {(Figura 13 (2)) mos-
tra uma identidade entre a fracao contendo a fosfolipase e
um dos constituintes do veneno total e. ressalta o estagio
de purificacao da fosfolipase pois provavelmente o segundo
componente que foi detectado na imunoeletroforese simples

apresenta a mesma composicao antigenica porque migra aqui

como componente Gnico.

4,5. TISOELETROFOCALIZACAO EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A banda espessa obtida com a fracao F32 atraves
de eletroforese em gel de poliacrilamida apresentou exten-

sa linha de precipitacdo nas analises imunoeletroforeticas

o que nos levou a prosseguir sua analise por eletrofocali-

zacao.

Na figura 14 apresentamos a analise da fracao -
F32 por isoeletrofocalizacao em gel de poliacrilamida em
presenca de ampholine pH 4-6, na qual se demonstrou a pre
senca de dois componentes com pontos iscelétricos 5.1 e

5.6.
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FIGURA 14. Isoeletrofocalizacao da fracao F32 em gel de policrilamida
com ampholine pH entre 4-6. A esquerda proteinas padroes
de pontos isoeletricos conhecidos.

Na figura 15 observamos o registro da atividade
fosfolipasica desta fracdo e do veneno total medidas por es
pectrofluorometria utilizando-se fosfolipideos negativos ou
Zwitterionicos que sugerem a presenca de componentes com com

posicdao antigenica igual e uma heterogeneidade de carga.

Note-se que as duas posicoes ativas encontram-
'se nos pHs 5.1 e 5.6, posigdes essas correspondentes aos com

ponentes da fracao F32 detectados pela isoeletrofocalizacao.
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FIGURA 15. Analise do gel seccionado apds a isoeletrofocalizacao em
relacao ao pH e atividade fosfolipasica.

4.6. ATIVIDADE ESPECIFICA DA FOSFOLIPASE ISOLADA DO VENENO
DE B. lanceolatus EM DIFERENTES ETAPAS DA PURIFICACAO

0 rendimento das trés primeiras etapas da puri-
ficacao esta presente na tabela IV, onde se encontra ainda

a atividade fosfolipasica em cada etapa de purificacao.
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TABELA v

3

ATIVIDADE ESPECIFICA EM DIFERENTES ETAPAS DA PURIFICACAQ DA

FRACOES PROTEINA ATIVIDADE PLA, ATIVIDADE FATOR DE
mg . % TOTAL % ESPECIFICA PURIFICACAO

Veneno total 4.780 100 86 100 18,1 1

F3 510 11 79 92 155 8,6

F31 130 2.7 33 38 250 13,8

F32 95 2.0 27 32 285 15,7

A atividade fosfolipasica foi medida no pH stat

utilizando-se como substrato a lecitina solubilizada pelo co

lato de sodio estando expressa em umoles min/mg. A concen- { 4

tracao proteica foi estimada através do coeficiénte de extin
cdo a 280 nm das varias amostras. A atividade total estd ex

pressa em mmoles de acido graxo liberado por minuto.

4,7, CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE MONO Q@ POR
FPLC

-

Como demonstrado anteriormente, a fracao F32 e

uma mistura de pelo menos dois componentes principais. Para
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separa-10s, esta fragao (F32) foi submetida a cromatografia

1iquida de resolucao rapida (FPLC) em coluna de mono Q

(HR 5/5) o que resultou no desdobramento de tres picos maio

res ¢, d e e e dois menores a e b (figura 16). Todos oS

cinco picos apresentaram atividade fosfolipasica.

p— LLC1 OM

-1 0.5

tssnseenwere 1LIC] 1M
piseisisis TICL DM

s LIC1 0,2 2 T H

i £,3CL 0 0@ O,TM

msmineees LAC] 0,1 M
C e [AC) 0,1 a 0,2HM

AL i

rid
20 40 60

FIGURA 16. C?gmafégrafia de troca ionica em coluna de Mono-Q por FPLC
_.~da fracio F32 em Tris-HC1 20 mM pH 6.75. A eluicdo foi
' realizada num fluxo de 1ml/min. com um gradiente linear des
continuo de concentracao de cloreto de Litio.

e CLORETO DE LITIO ( M)
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or — " pm
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F32 a b ¢

FIGURA 17. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS da f?*é
F32 e das fracoes eluidas na coluna de mono Q, por F?‘L
~tratadas como /3 -mercaptoetanol.

A eletroforese em gel de policrilamida (figura:
em presencga de SDS mostrou para as fracodes F32 ee a baﬁ-:___.a_é
espessa caracteristica na regido de 15 kDa. As fragdes a
e ¢ mostram o mesmo PM em torno de 14,5 kDa, enquanto b e

d exibem PM proximo a 15 .kDa.
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FIGURA 18. Isoeletrofocalizacao em gel de poliacrilamida com ampholi
' ne pH entre 4-6 da fracao F32 e das fracoes eluidas na
coluna de Mono-Q por FPLC, a; b; c; d e e.

Os resultados obtidos atraves da técnica de iso
eletrofocalizacdo mostram de forma ainda mais evidente a
semelhanca entre os componentes a e c¢ _, ambos com pon
tos isoeletricos de 5,6 enquanto b e d apresentaram pon
to isoeletrico de 5,1. A fracido e comporta-se também aqui

como F32, ou seja, uma mistura de dois componentes.
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Nova avaﬁacao imunoquimica foi realizada atra
ves de uma imunoeletroforese entre o veneno total, a fra
cao F32 obtida do terceiro estagio de purificacao e as
principais fracoes obtidas apos fracionamento por FPLC em
coluna de Mono-Q. As fracoes @ e b gue se mostraram se

melhantes @ ¢ e d ndo foram aqui ensajadas devido 3 exi

guidade da massa.

FIGURA 19. Analise imunoeletroforetica do veneno total de B.Zanceolatus
(2mg/m1) da fracdo F32 (1.25mg/m1) e das fracdes ¢ e d
(0.5mg/m1).

Como demonstrado na figura 19 a comparacio entre
a fracao F32 e as fracoes resultantes da cromatografia por
FPLC (guarta etapa da purificacado) apresenta uma diferenca

na mobilidade eletroforetica, concordante com os dados da
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isoletrofocalizacdo que identificam dois pontos iscelétri-

cos distintos para ¢ e d.

FIGURA 20. Analise comparativa por imunodifusao entre a fracao F32 e
as fracoes ¢ e d. Concentracdo de antigenos 500ug/ml.

A imunodifus&@o comparativa entre & fracdo F,2
e as fracOes obtidas por FPLC, mostra que hi uma identidade
total entre as diferentes fracfes, quando analisadas por

esta técnica.
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4,8, DETERMINACAO DA COMPOSICAC DE AMINOACIDOS

Tendo sido verificado que as fracoes ¢ e d apre
sentavam pesos moleculares, pontos isoceletricos e comporta
mento imunoquimico diferentes, procurou-se determinar sua

composicdo em aminoacidos.

TABELA V
DETERMINAGAO DA COMPOSICAO DE AMINOACIDOS

AMINOACIDOS C D
Cys 11.6 (12) 12.1 (12)
Asx 19.3 (19) 19.9 (20)
ot e () T
Thr - 5.0 (5) 5.5 (5)
Ser 5.2 (5) 5.8 (6)
G1x 11.2 (11) 11.1 (11)
Pro 3,9 (4) 3.6 (4)
Gly 12.6 (13) 12.7 (13)
Ala 4,7 (5) 4.8 (5)
Val 9.8 (10) 9.6 (10)
Ile 4.4 (4) 4.3 (4)
Leu 3.3 (3) 3.2 (3)
Tyr 7.4 (7) 7.3 (7)
Phe 6.8 (7) 6.6 (7)
His 2.5 (2) 2.7 (3)
Lys 13.3 (13) 11.9 (12)
Arg 5.3 (5) 5.5 (5)
Trp 2.5 (2) 2.4 (2)

TOTAL 129 132
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Na tabela V estd expressa a composicao em ami
noacidos dos dois componentes com atividade fosfolipasica
isolados do veneno de B. Zanceolatus. A composigd@o  esta
expressa como moles de residuo de aminoacidos por mol de
fosfolipase para a qual se assumiu o peso molecular de
.]5 kDa. Como se pode ver a composicao E bastante semelhan
te entre s7, havendo apenas, pequenas diferencgas no teor

de certos aminoacidos.

4,9, ENSAIOS ENZIMATICOS E BIOLOGICOS

0 isolamento e purificacdo da F,2, fracdo fosfo
iipasica do veneno de B. lanceolatus foram - acompanhados
ainda de ensaios biologicos e enzimaticos que visaram a
determinacao dos efeitos presentes no veneno total que po

deriam ser atribuidos a essa fracao.
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TABELA Vi

TOXICIDADE E ATIVIDADES HEMOLITICA, HEMORRAGICA, PROTEOLITI
CA, COAGULANTE, ANTI-COAGULANTE E AGREGANTE DE B. Ilanceolatus

ATIVIDADE VENENO TOTAL

A. Atividade biologica
’ | 9,6 (8,1 a 11,4) mg/kg-camundongo

1. Toxiciddde | 6,2 (5,4 a 7,2) mg/kg-pintainho

2. Hemolitica | 2,0 U/ug
3. Hemorragica 1.6 ug
s | ausente com plasma

| presente com fibrinogénio

5. Anti-coagulante prolongamento do TTPA

6. Agregante ausente com plasma
B. Atividade enzimatica

1. Caseinolitica 2,7 U/ug

2. TAME-esterasica 1,5 U/mg

TOXICIDADE - Como se pode ver na tabela VI, )
veneno apresentou toxicidade discreta, sendo menos potente
do que os venenos botropicos brasileiros. A fracao F32
que encerra a atividade fosfolipasica, foi menos toxica ain
da. De fato, quando inoculada em camundongos e em pin

tainhos em doses de 0,5 mg/kg e 5 mg/kg respectivamente
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nao foi capaz de levar os animais § morte. 0Os pintainhos
especie mais sensivel ao veneno, quando inoculados com a
frac@o, apresentaram sinais de intoxicacao dos quais se
recuperaram depois de uma hora. Os sinais mais evidentes
foram: inicio de curarizacﬁo aos 10 minutos (head-drop)
seguidos de tremores e movimentos convulsivos que atingi
ram o seu maximo aos 30 minutos. 0 fechamento dos orbicu
lares, a queda do corpo com incapacidade de manutencéo da
postura, e a depresséo respiratoria foram observados em
todos os animais inoculados com a maior dose. Em camun -
dongos, nas doses utilizadas, nao se observaram sinais de

intoxicacao.

ATIVIDADE HEMOLITICA - 0 venenc total de
B.lanceolatus e a fracdo F,2 apresentaram atividade hemo
1itica indireta de 2,0 U/yg para o veneno (tabelaVIl ) e
3,3 U/yg para a fracao, estando esta atividade diretamen
te relacionada a atividade fosfolipasica que serviu de pa

rametro para a purificacao.

A atividade hemolitica direta, sem adigao de
yma fonte de fosfolipideo foi ausente em todas as amos-

tras analisadas.

ATIVIDADE HEKORRAGICA - Apenas os animais que
receberam 0 veneno total apresentaram halos hemorragicos
que levaram a determinacao de uma dose minima hemorragica

de 1.6 ug (Tabela VI). O0Os animais tratadoes com a fracao
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comportaram-se como ©0s animais controle.

ATIVIDADE PROTEOLITICA - As determinagﬁes 50
bre caseina e TAME mostraram que 0 veneno de
B. lanceolatus e dos mais potentes quando comparado  aos
venenos das Bothrops brasileiras. Estas atividades jamais
foram detectadas nos picos com atividade fosfolipasica mes

mo nas fases precoces do fracionamento, estanto portanto

ausente na fracao purificada.

ATIVIDADE COAGULARTE - Como se vé na tabela VI
esta atividade do veneno.tota] encontra-se presente .apew
nas sobre o fibrinogenio. Na figura 21 podemos observar
que a mesma e dose-dependente. Por ocutro lado encontra-se
ausente quando en;aiada sobre plasma mesmo em presenca de
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FIGURA 21. Tempo de coagulacao do veneno de B. lanceolatus sobre o
Fibrinogenio e plasma normal humano medido na auséncia e
presenca de CaC]Z.

ATIVIDADE ANTI-COAGULANTE - 0 veneno de
B. lanceolatus prolonga o tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) do plasma humano dando como resultado preci
pitacao sem formac§o de coagulo aos 55 segundos (Tabela VII)
enquanto a fracao, na mesma concentracao (50 ug) prolon-

ga o TTPA de 39,7 segundos para 60,2 {Tabela VII ).
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" TABELA _VII

EFEITO DO VENENO DE B. lanceolatus E DA FRACAQ F3

SOBRE 0 TTPA CE PLASMA HUMANO

TC - (segundos)

plasma 38.0

pltasma + salina 39,7 to,s

plasma + veneno NC*

plasma + Fg2 60.2 £ 0,9
n= 4

* precipitacao aos 55 segundos

ATIVIDADE AGREGAKTE - 0 veneno de B. lanceolatus
nao apresentou atividade agregante quando ensaiado em plas
ma, (Tabela VI') encontrando~se o mesmo resultado para a

fracao.
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QUTRAS ATIVIDADES - 0 coeficiente de extin
¢ao determinado para o veneno total foi de 1.7 e para a

fracao F32 foi de 2.2.

A tentativa de inativacao da atividade fosfoli-
pasica para a fracao F32 pelo brometo de p-bromofenacila -

resultou negativa.

3,10, CONTRATURA E BLOQUEIQO DA TRANSMISSAO NEUROMUSCULAR

0 veneno de B. lanceolatus quando adicionado ;
preparacio musculo biventer cervicis de pintainho evocou
contratura de ascense}o r§pida- ‘com inicio em ‘torno de dez minutos’
e relaxamento tardio (apos 90 minutos). Verificou —. se
ainda um bloqueio de 90% ao fim de 120 minutos. (figura 22).
Quanto a fracao, embora an&Hsada -na mesma dose, mostrou
um bloqueio discreto da ordem de 50% somente ao fim de
120 minutos. Tambem a contratura foi discreta e tardia
ocorrendo somente apos 120 minutos, nSo tendo sido obser-

vado o relaxamento da preparacao (figura 23).
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FIGURA 22. Registro da contracao isotonica produzida por estimulo ele
trico de campo da preparacao musculo biventer cervicis de
pintainho, antes e ap0s a adicdo do veneno. No tempo indi

cado pela seta, o veneno total foi adicionado numa concen-
tracao final de 50 yg/ml.
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FIGURA 23. Registro da contracao isotonica produzida por estimulo ele
trico de campo da pkeparacio musculo biventer cervicis de
pintainho, antes e apbs a adicdo da fracao F32. No tempo
indicado pela seta, a fracdo F32 com atividade fosfolipasi
ca foi adicionada numa concentracdo final de 50 ug/ml.
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0 fato de que varios investigadores como
BRAGANCA e col., (1970); VIDAL e STOPPANI, (1971) tenham re
latado a presenca de inibidores de fosfolipase nos venenos
de Naja naja, B. neuwiedii € B. alternatus COMO responsa
vel pela baixa atividade fosfolipasica dos mesmos foi por
nos lembrado quando quantificamos esta atividade no vene-
no de B. lanceolatus. Tambem a diferenca observada no com
portamento frente a diferentes substratos poderia ser expli
cada e estaria ligada a previa dissociacio de um complexo
inibidor-fosfolipase, sendo lenta com poucos minutos de
durac3o na auséncia de detergente e muito rapida dando-se
dentro poucos segundos na presenca de Triton X-100 ou cola-

to de sodio.

Mais ainda, estudando a cinetica de reacéo do
veneno verificamos um aumento na velociadade inicial de hi
drolise que se estabilizava apos alguns minutos, o que po
deria reforcar a hipotese de presenca de um inibidor (que

so atuaria apos o tempo necessario para sua dissociagdo) ou
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entao, que a atividade catalitica do B. lanceolaqtus seria
maior para substratos de fosfolipideos agregados do gue
para estruturas monomericas correspondentes (PIETERSON e
col., 1974} e que portanto sua atividade dependeria lar
gamente da adicgo de detergentes (DENNIS, 1983). A ideia
de que acidos graxos ou liso derivativos ou uma mistura
de ambos poderiam se comportar tambem como "detergentes "
evocando uma modifica¢d@o no estado fisico da lecitina foi
avaliada em substrato pré-tratado com fosfolipase de ve
neno de abetlha. Entretanto os resultados observados que
fixam o valor aproximado de 5% dehidrﬁ%ise para que seja
atingido o Va]or maximo de reacdo, tanto em substrato pre
como nao tratado, sdo semelhantes aos obtidos por
APTIZ-CASTRO e col., (1982) em fosfolipase A2 de pancreas

de porco e nao apoiam nenhuma das hipoteses ja aventadas.

0 isolamento e purificacaoc da fosfolipase pre
sente, impos-se portanto, como etapa seguinte e imprescin

divel.

Como o veneno de B.lanceolatus € rico em énzi
mas proteoliticas, procurou-se evitar perdas da ativida-
de fosfolipasica, mantendo-se o processo de purificacao
em pH baixo ja que nestas condicoes WELCHES e col., (1985 )
verificaram que varios venenos mantiveram-se estaveis em
re1ac§o a esta atividade. O resultado obtido em que as
fracoes com atividade fosfolipasica sempre se agruparam

em um unico pico ao longo do fracionamento, mostra 0
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acerto desta escolha. As etapas subsequentes culminaram
com o isolamento da fragaoe F,2, que encerra a atividade -
fosfolipasica do veneno total. De fato, a recuperacdo de
30%, mostra que essa fracao que representa 6% das protei-
nas do veneno, sofreu um processo de purificacac de 15
vezes, em proporcaes semelhantes aquelas ja observadas pa
ra outros componentes isolados de venenos ofidicos  (INANAGA

e SUZUKI, 1979).

Contudo, apesar de isolada e purificada, a fos
folipase obtida comportou-se com as mesmas caracteristicas
do veneno, ou seja, sua atividade foi variavel com dife-
rentes substratos, a velocidade de reacSo sofreu o mesmo
tipo de platonamento e a ativacgo ocorreu tambem a nivel
de 5% de hidrolise. Desta forma, ativacao da fosfolipase
Ap de . lameeolatus parece ser uma propriedade catalfti
ca da enzima e nao da presenga de uma proteina inibidora

que se dissociaria durante o ensaio.

Cientes de termos em maos uma nova fosfolipase,
passamos entao a estuda-la em maiores detalhes procurando
retacionar as duas bandas iguais em atividade fosfo]fpési-
ca (com pontos isoeletricos diferentes) ohtidas por.isocele
trofoca1izac$o com a existencia de duas ou mais fosfolipa-
ses como referido nos venenos de Bothrops neuwiedii; por
VIDAL e STOPPANI, (1971) e em Bothrops jararacussu por
HOMSI-BRABDEBURGO e col., (1988).
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Por outro lade, a deteccao de uma banda espessa
na eletroforese em gel de poliacrilamida e a presencga de
duas Tinhas na imunoceletroforese da fra¢§o F32 sugeriam
"~ além da ideia de um contaminante, ou de duas fosfolipases
a existéncia de forma agregada na molecula. Esta ~ ultima
possibilidade era reforcada pelos achados de IWANAGA g
SUZUKI, (1979), a proposito da capacidade de formar agre

'gados que & comum nas fosfolipases A,.

Embora agregados soluveis possam ser mantidos
por ligacdes covakwmes’nﬁo redutiveis que persistem atra
vés da eletroforese {DUBOURDIEU e col., 1987) os trata
mentos com SDS e /9 -mercaptoetanol 550 muito eficientes
na dissociacao de agregados unidos com interacﬁes hidrofo
bicas, e]etrosiéticas ou ponte dissulfeto (WEBER e OSBORNE,
grafia de troca ianica por FPLC o que nos levou 5 obten-
cao de cinco picoes que se mostraram idénticos quanto 3
atividade fosfolipasica, muito proximos quanto ao peso
molecular (14.500 e 15.000) e diferentes somente quanto
aos pontos iscelétricos (5,1 e 5,6) o que nos leovu ao

agrupamento dois a dois destas fracfes (a=c; b=d; F32§g9.

| A fracao F32 ficou assim caracterizada como uma
fosfolipase com varias isoenzimas (a, b, ¢ e d) que somen
te se separam por diferirem ligeiramente em sua carga elé
trica. A presenca de isoenzimas ocorrendo num mesmo vene

no & frequentemente descrita na literatura (SALACH , 1971;
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SHILOAH, 1973; BREITHAUPT, 1975; ALAGON, 1980; DURKIN ,
1981; FAQRE e BON, 1982). A fragiq e deve ser a . mistura
dessas isoformas que se absorveram de forma n§0 iﬁnica 5
"coluna, sendo eluidas somente quando a concentracao de

.LiC1 foi aumentada abruptamente.

Alem disso, a fosfolipase de B. lanceolatus foi
eluida do Sephadex G.50 como proteina globular de PM 15 a
20 kDa. Como duas de suas isoformas, ¢ e d 550 polipepti
deos de 14,5 e 15 kDa respectivamente, pode-se concluir
que essa fosfolipase @ uma enzima monomerica. Entretanto,
deve-se notar que agregados dimericos (ou maiores) podem
também estar presente no veneno, pois a gel fi]tracio em
Sephadex mostra que alguma atividade fosfolipasica foi
eluida como um ombro antes do pico proteico principal (fi-

gura 8).

A total identidade antigénica entre F,2, ce d
detectada pela técnica de imunodifusio, sugere- que a fosfo
lipase presente no veneno de B. lanceolatus € uma fosfoli-
pase acida cujas isoformas apresentam determinantes antigé
nicos bastante semelhantes. Fato analogo foi assinalado -
para fatores hemorragicos, isolados do veneno de B.jararaca,
0s quais apresentaram total identidade imunologica, a des
peito de suas evidentes diferencas quimicas e biologicas ,

conforme descrito por ASSAKURA e col., (1986).

Em estudos feitos por RADVANYI (1989) para de

terminar o ponto de acao desta fosfolipase, foram
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submetidos a cromatografia de camada delgada os produtos de
hidrolise obtidos sobre o substrato purificado fosfatidilco
lina contendo um acido graxo fluorescente na posi¢§0 dois
(1~-palmitoil-2-6-pirenil hexanoil sn-glicero 3 fosforilcoli
na). Apos hidrolise, somente um mancha fluorescente foi
observada caracterizando esta fosfolipase como sendo do ti

pPo AZ’ pois hidrolisa a ligacdo ester na posicao sn-2 do

fosfolipideo utilizado como substrato.

Como no caso de outras fosfolipases A, de pan-

creas e de venenos ofidicos a atividade enzimatica da fosfo
lipase Az de B. lanceolatus & Ca't™ dependente e outros

Tons divalentes como Sr2*, Mg *

dores competitivos do Ca2+. 0 fatode sua atividade nao ser

e Bazf, mostraram-se inibi-

inativada pelo brometo de para-bromofenacil que algquila o}

residuo de histidina, sTtio ativo de varias fosfolipases A,

(SLGYBDOM, 1982}, requer outros estudos para sua melhor com

preensao.

As caracteristicas quimicas apresentadas pela
fosfolipase presente no veneno de B. Ianceolatus mostram
grande similaridade com a de outras fosfolipases de vene-
nos de serpentes tais como peso molecular na faixa de
11.000 a 18.000 para a forma monomerica, elevado contetudo
de residuos de acido aspdrtico, meia cistina, glicina e
tirosina, um menor numero de histidinas (1-3) e argininas
(3-6). 0 numero de residuos de meia cistina (12-14) apre

sentado pelas isoformas e nenhum grupo SH livre, sugere 0
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mesmo numero de pontes dissulfeto entre ambas (IWANAGA e

SUZUKT, 1979).

A diferenca nos pontos isoeletricos das isofor-
mas ¢ e d pode ser devida 5 diferenca no numero de resy
duos de lisina e/ou de acido aspartico qu/ ghubamice. Ja
os coeficientes de absorcao que foram determinados mostram
1 M"]

o mesmo valor de 34,5 cm” sendo mais uma semelhanca

observada.

Em relacdo @ toxicidade o proprio veneno nao &

™

muito toxico ja que sua DL50 determinada em camundongos

de 10mg/kg e em pintainhos de 6,0 mg/kg.

De forma deral, entre as fosfolipases isoladas

do veneno de serpentes as acidas e neutras sdo menos toxi
cas do que as basicas (TU, 1977; ROSENBERG, 1979; KARLSSON,
1979), embora NISENBON e col., (1986b) tenham descrito o
isolamento de uma fosfolipase AZ'ECida ‘. do: wveneno de
B. aelternatus mais potente do que o veneno bruto. Este nao
e 0 caso da fosfolipase isolada do veneno de B. lanceolatus
a qual mesmo sendo capaz de evocar sinais de envenenamento,
e muito menos tdxica quando comparada com o veneno total,
evidenciando nao desempenhar sozinha, um papel importante

para a letalidade do mesmo. Este nao & um fato isolado na
fisiopatologia do envenenamento botropico onde predomina a
acdo sinérgica de todos os componentes. Como por exemplo
pode se citar o fato de que o quadro hemorragico produzi

do pela acao das hemorraginas sobre a membrana basal
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vascular pode ser agravado pela incoagulabilidade sanguinea
causada pela acao de outros componentes do veneno sobre os

fatores da coagqulacao.

0 veneno de B. lanceolatus apresenta atividade -
tipo trombina uma vez que consegue promover a coagulacéo di
reta do fibrinogenio a exemplo dos demais venenos botrdpi-
cos (EAGLE, 1937; ROSENFELD e col., 1959; NAHAS e col .
1979). Sabe-se ainda que os venenos botrdpicos também apre-
sentam como caracteristica, a elevada atividade coagulante
sobre o plasma devido ou 5 acSo direta sobre o fibrinogénio
ou por acao de ativacao dos fatores II e X (NAHAS e col .,
1964 e 1979). Entretanto, o veneno de B. lanceolatus n§0
coagula o plasma. O0s resultados obtidos sugerem que esta
falta de atividade esteja relacionada aos inibidores de
proteases inespecificos presentes no meio plasmitico tais
.écﬁé.'?{.é“ﬁéﬁfégiéﬁﬁiiné;”. é{.fIQStéfgiﬁééna, antitrombina
ITI. Evidentemente, esse fato nao ocorre quando se utiliza
como substrato o fibrinogénio. Por outro lado, o prolonga-
mento do tempo de tromboplastina parcial ativada do plasma
humano pelo veneno, sugere a presenca de um inibidor de coa
gulacao a exemplo do que foi observado por KAMIGUTI e col.,

(1985) no veneno de B. castelnaudi.

A fosfolipase isolada e purificada mostrou - se
mais eficiente do que o proprio veneno em promover este
efeito, caracterizando-se como uma fosfolipase AZ anticoagu

lante. Embora fosfolipases com atividade anticoagulante ja
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tenham sido descritas para venenos de Naja nigricollis

(CONDREA, 1981) Wajo naja, Naja naja atra e Hemachatus - haemachatus

(ROSENBERG, 1986) esta €& a primeira a ser detectada em vene

nos botropicos.

0 efeito hemolitico indireto presente tanto no
veneno total como na frac¢ao F32 concorda com o fato de que
os venenos de serpentes viperidicas apresentam atividade
hemolitica indireta, devido a presenca de fosfolipases nes

tes venenos (DELEZENNE e FOURNEAU, 1914).

A analise feitanm com ) veneno total de
B. lanceclatus e a fracao fosfolipasica na juncao neuromus
cular de pintainhos baseou-se nos sinais apresentados pelos

animais durante o teste de avaliacdao da toxicidade. De fa

-piratoria apontavam para um efeito bloqueador da juncdo neu
romuscular que foi realmente detectado para o veneno total.
Entretanto, a fosfolipase Az purificada foi menos efetiva .
Tudo indica que o efeito observado com o veneno & provavel-
mente de cooperatividade, onde atuam outros componentes alem
da fosfolipase. Vale salientar ainda que a acﬁc na Jjuncao
neuromuscular pode estar dissociada da atividade fosfolipa-

sica (RODRIGUES-SIMIONI, 1983).

Nossos resultados falam a favor de ter sido 1iso

lado mais um constituinte de veneno em elevado grau de pure

za 0 que acreditamos possa a vir contribuir para a
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compreensgo dos complexos mecanismos que envolvem as pro
teinas presentes nos venenos n@o so em relagao as diver-
sas atividades biologicas por elas desempenhadas, como
tambem na deteccao de vinculos que possam esclarecer as
ligacoes filogeneticas entre as varias espécies que cons-

tituem o género Bothrops.



VI -RESUNO E COMCLUSOQES
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No presente trabalho procuramos inicialmente ob
ter informa¢oes gerais sobre 0 veneno total de
Bothrope lanceolatus, comparando suas atividades enzimati-
cas com aquelas das Bothrops brasileiras, encontrando valo
res médios entre B. jararaca e B. jararacussu para ativida
de 13tica sobre caseina e TAME, como tambem em relacao a

atividade hemorragica. Apesar de nao exibir efeito coagu

lante sobre o plasma, o veneno total coagula o fibrinogénio,

apresenta atividade hemolitica indireta e prolonga o tempo
de tromboplastina parcial ativada. Como esses dois Ultimos
efeitos foram mais evidentes com a fracao F32 podemos carac

teriza-la como uma fosfolipase A2 acida e anticoagulante.

0 isolamento desta fosfolipase Az foi realiza~-
do atraves de cromatografias de exclusao e de troca ionica ,
sendo acompanhado sistematicamente em cada etapa de teste
de atividade nao so para localizar a fracdo fosfolipasica -
como tambem para determinar seu rendimentoc o gqual foi da

ordem de 32%. Quatro etapas foram necessarias para tal
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isolamento e pelo menos quatro isoforﬁas com atividade fos
folipasica foram encontradas nas cond?cﬁes utilizadas. As
duas isoformas estudadas apresentaram como caracteristicas
principais a presenca de uma unica cadeia polipeptidica
com peso molecular de aproximadamente 15 kDa e igual coefi
ciente de extincao para ambas, diferindo somente em rela
¢ao ao ponto isoelétrico que foi de 5,1 para uma e 5,6 pa
ra outra. Apresentaram atividade enzimatica idéntica a

qual e Caz+

dependente exibindo um periodo de 1at§nciaque
se observa usualmente com o substrato gema de ovo, sendo
esta uma propriedade intrinseca desta fosfolipase. 0 esta
do de pureza da fosfolipase isolada demonstrado por uma uni
ca banda através de eletroforese em gel de poliacrilamida

foi confirmado também atraves de testes imunogquimicos emn

diferentes niveis de sensibilidade. A identidade antige-

nica foi observada tanto pela tecnica de imunodifusdoc como

inicial nos servira de base para estudos futuros que  pos
sam contribuir na elucidacao da especificidade imunologica
dos antigenos proteicos atraves de reacoes cruzadas com

outras fosfolipases imunologicamente relacionadas.



VII -SUMRKRARY
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In the presente work we initially obtained some
information on the crude venom of Bothrops lanceolatus ,
comparing its enzymatic activities with those of Brazilian
Bothrops species. Caseinolytic, TAME esterase and hemorrhagic
activities were intermediate to those of B. jararaca and
B. jararacussu. Despite having no coagulant effect on
plasma, crude venom clotted fibrinogen, possessed 1indirect
time. Since these last two activities were most marked with
fraction F32, this fraction may be characterizgd as an

anticoagulant acidic phospholipase AZ.

Isolation of this phospholipase A, was achieved
using gel filtration and ion exchange chromatography. Enzyme
activity was determined at each stage in order to = locate
the phospholipase fractions during chromatography and also
to determine the enzyme yield at the end of purification
The latter was approximately 32%. Four stages were required

for this isolation and at least four isofaorms with
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phospholipase act{vity were identified under the ' conditions
used. The two jsgforms studied in detail each consisted of
a single polypeptide chain with an approximate molecular
weight of 15KDa and identical extinction coefficients

However, they differed in their iscelectric. points (5.1 and
5.6). Both isoforms possessed identical enzyme activity

which was Ca2+

dependent and exhibited a lag or latency
period which was usually observed when egg yolk was used
as the substrate. This lag period was an intrinsic property

of the phospholipase.

The purity of the phospholipase as shown by the

single band obtained following polyacrylamide gel ”,e]ect‘r_{n_
phoresis was confirmed using various immunochemical tests
of varying sensitivities. Immunological identity was observed

using immunodiffusion and simple or crossed immunoelectrophoresis.

~These initial results provide a base for future studies of
the cross-reactions with other immunologically related

phospholipases.
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