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TNTRODUCAD

Crotodina, o principal componen-
te da pegonha da cascavel sul-americana, tem sido objeto de
intmeras pesgulsas.

Isolada por Slotta e Fraenkel-

Conrat (1938}, foil considerada pura quando examinada pelos

notodos de Cohn (Slotta e Fraenkel-Conrat, 1838}, eletrofo-~
rese {(Li e Fraenkel~Conrat, 19%42) assim como por sedimenta-

cac e difusac em ultracentrifuga (Gralén e Svedherg, 1938).
Por este método de ultracentrifugacdo também foi determina-
do seu peso molecular gue & de 30,000, Por longo tempo, foi
tida como protdtipo de proteina homogénea e cristalizdvel,

apresentando diferentes propricdades: neurotdxica e fosfoll

A reinvestigacao desta "enzina
toxica™ tornou-se necessiria quando a atividade n@mx@i@mi&af
e fosfolipasica em pegonhas de abelhas e em venenos de COwé
bra {(Naja naja) foram atribuldos a ﬁif@r@ﬁt@s Gwmﬂﬁiﬁuiﬁt@S;

{(Habermann, 1968},

Neumann & Habermann, sm L1905,
tentaram separar as duas atividades, baseando—se nos resulw

tados obtidos com peconhas de abelhas, em resina de troca
ionica {(Amberlite IRC-50)}. Obtiveram a crotactina e a fosfo

lipase A, Verificaram gue a crotactina tinha a mesma toxicl



dade do gue a crotoxina e atividade fosfolipasica vcerca de
10% menor que a do veneno total, fatos gue a indicavam como
o principal componente tdxico da peconha da cascavel (Haber
mann, 1957},

Em 1856, FPraenkel-Conrat & Sin
ger e em 1970 Hendon et al., bloguearam os aminogrupos Li-
vres da orotoxina, com FDNB (flior dinitro benzeno) e ani=-
drido maleico ou metil maleico, respectivamente. A separa
gao em frag¢oes, tendo como critério a solubilidade em &gua,
revelou que o componente solilvel continha mencor guantidade
de aminoacidos bisicos do gue o componente insolivel.

A separacao da crotoxina em cro-

matografia por troca 1idnica (CM-celulose e DEAE~celulose) am

virias fragoes foi obtida por dois grupos de pesquisadores,
o da Universidade Justus-Lelbig, Giessen, Alemanha {Ribsa-

menn et al., 1971; Habermann e Ribsamen, 1971; Breithaupt

et al., 1971) e o da Universidade da Califdrnia, Berkeley,

Estados Unidos ( Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971}, Os princi
pais componentes foram identificados como uma fosfolipase A,
fortemente basica com toxicidade relativamente baixa e a
crotapotina, uma proteina acida, livre de atividade nos en~
saios usados. A recombinacao das duas proteinas em determi-
nadas proporgoes (Rlibsamen et al., 1971; Breithaupt et al.,

1974; Hendon & Praenkel-Conrat, 1971), tornou possivel a re
constituigao da toxicidade inicial da crotoxina. Além disso
foi verificado gque a crotapotina nao tinha toxicidade nei

atividade enzimdtica, mas influenciava ambas de forma dife-
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rente, potenciando a baixa toxlcidade da fosfolipase A e ind
bindo a sua atividade enzimitica "in vitro®,

Fmbora a descoberts Jde Slotta o
Fraenkel-Conrat date de 1938, os dados existentes até 19660
sobre a farmacologia da orotoxina eram £50assos,

Vital Prazil & seus colaborado-
res preencheram esta lacuna, esclarecendo aspectos concer-
nentes d toxicidade (Vital Brazil et al., 1966aj, Agao neu-
romuscular (Vital Brazil, 1966 Vital Brazil, 1971}, cardio
vascular e respiratdria (Vital Brazil et al., 1966b) & ne-
frotoxica (Vital PBrazil e Hadler, 1966). Além disso, Vital
Brazil et al. (1973) demonstraram que a paralisia r@%piyaté
ria causada pela crotoxina € de origem periférica, sendo
atrvibulvel 3 sua acao blogueadora neuromuscular.

Em 196%, Comes Lomba estudou a

absorgac, distribulcao e excrecao da crotoxina cristalizada

s 131 B s .. ) e o
marcada com T , verificando inicialmente gue a marcaca
da crotoxina ndo interferia, nem com suas propriedades tdxi

cas nem com sua capacidade de reaglr com o soro. A observa

gac de gue a crotoxina atingia concentragoes relativamente

altas nos misculos e extremamente baixas no ligquor e cére-
bro, levaram o autor a afirmar gue esta toxina era incapaz

de atravessar as barveiras hematoencefidlica e hematoligudri
ca & atinglr o sistema nervoso central., Os rins foram os &r
gaons nos quais se debectaram os maiores Indices de ativida-

de especifica, justificando a presenca de lesCes degenerati

vas e necréticas (Vital Brazil e Hadler, 1966) das c¢é&lulas



renais. Em experiéncias em gue o8 caes eram previamente tra
tados com soro anticrotilico, a distribuicac da radicativi-
dade alterou-~se, sendo o bago o drgao que apresentou o maior
indice de radiocatividade. Nos rins houve uma redugac de
7.6 vézes.

Em fins do século passado, Henry

Sewell (1887) mostrou que a incculacao repetida da paconha

um aumento continuo da resisténcia acs szeus efeitos thicos.,

Coube a Physallx e Bertrand e & Calmette demonstrar simulta
neamente em 1l8%4,que o soro dos animais assim tratados, e~

xercia atividade antitbxica em relagao 4 pegonha. Como coro
lario destas verificagoes, a soroterapia anti-ofidica fol
langada por Calmette. Contudo, sustentava o famoso clentig-
ta do Instituto Pasteur de Lille, ogque o soro obtide de ani-
mals imunizados com a pegonha da Cobra Capelo da India (Na-
Ga naja) era capaz de neutralizar toda e gualguer peconha
ofidica*, (oube a vital Brazil demonstrar, em 1901 e 1903,
pela primeira vez, que as pegonhas ofidicas sao imuncloglica
mente especificas e que, em venenos de espécies pr&ximaﬁyl

pode se observar, em certos casos, uma "acgac paraespecifica

importante (Brazil, V., 1903}, Baseado en suas pesquisas
pode Vital Brazil instituir em nosso pais, a partir de

* "le sérum d'un lapin immunisé contre le venin de cobra ou de vipere
aglt indifferemment sur tous les vening que 1'al experimentes,’

(Calmeipte, 18947,



1902, a soroterapia antiofidica em bases realmente cientifi
cas e eficazes.

2 especificidade imunoldgica das
peconhas ofidicas foil amplamente confirmada por Lamb e Han-
na em 1903 e 1904, Tidswell em 1906 e Arthus em 1912, Contu
do, sao guase inexistentes estudos imunoldgicos de componen
tes separados dos varios venenos ofidicos. Com relagac aos
da cascavel sul-americana, apesar das pesqguisas bloguimicas
e farmacoldogicas acima referidas sobre a crotoxina e a exis
téneia de trabalhos sobre a separagao e farmacologia de ou-
tros constituintes deste veneno, pouco se sabe relativamenw
te a seus aspectos imuneldgicos.

O objetivo deste trabalho fol o
de purificar o anticorpo especifico para a crotoxina por ser
esta o principal componente da pegonha da cascavel sul-ameri
cana, nao apenas pela sua toxicidade {Vital Bra=zmil, 1972) ,
mas pelo seu elevado teor na peconha. Ao tentarmos purifi-
car o anticorpo, tivemos em mira obter instrumento valioso
para o estude da participac¢idc das demais toxinas na fisiopa
tologia do envenenamento crotidlico. Além disso, a grande
guantidade de crotoxina presente na pegonha, faz com gue es
sa toxina seja um contaminante que dificulta o isolamento e
a purificacao das demais., A utilizacao do anticorpo purifi-
cado podera facilitar sobremodo a obtencao destes constitu-
intes.

pPara a obtengao do anticorpe es-

pecifico para a crotoxina, foram utilizados dois mBtodos de
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purificagao: por dissociacao do complexoe Aghc e por cromato
grafia de afinidade.
Inicialmente baseamo-naos nos tra

balhos de Chang e Yang, os quals, em 1969 e 1972, estudaram

a imunoguimica da cobrotoxina (Naja nada atra), demonstran-—

do ser possivel a obtencao da antineurotoxina em estado de

pureza a partir do complexo neurotoxina-antineurotoxina.
Posteriormente, utilizamos a cro

matografia por afinidade especifica (Cuatrecasas, 1970; Po-

-

rath et al., 1%67), para purificacao do anticorpo. Esta &

uma técnica recente, que €s3td sendo empregada no isclamento
e purificagac de enzimas (Cuatrecasas o Anfinsen, 197la =

1971b}), anticorpos (Cuatrecasas e Anfinsen, 1%7la e 1971b

¥

rorath et al., 1967; Axen e Porath, 1967} e horméniocs (Guy-

“

da e PFriesen, 1971; Hwang et al., 1974).



MATERIAL E METODOS

ANTTIGENO (crotoxina):

Foram utilizados dois métodos de
fracionamento por precipitacac com sulfato de ambnic na ob=
tencao do antigeno, a partir de um "pocl" de peconha da cas

cavel sul-americana.

A crotoxina fol idsolada de acor-:
do com o método de Slotta e Fraenkel-Conrat {i%&&}n&diﬁﬂmﬁm;
Diggolveu-se 1,0 g de pecgonha em 100 nl de soro fimi@légiaw;
pH 6,0, adicionando-se lentamente, sob agitacao continua ,°
80 ml de solugdo saturada de sulfato de amdnioc pH 6,0. Oé
precipitado, separado do sobrenadante por centrifugacao, foi.
suspenso e dialisado em Agua desionizada até que a x&agé@é
ac fon sulfato f£osse negativa. O precipitado gue aparaa@u:
apds a didlise (?l} foi separade do sobrenadante {Sl} por
centrifugacac, Ao sobrenadante foram adicionados lantamﬁnt@é
e sob agitagao continua, 39 ml de solucdc saturada de guifﬁ;
to de aménio pH 4,2. O precipitado separado do $be@madamﬁ@§
por centrifugagao foi submetido ao mesmo tratamento descri-

to acima. O precipitado obtido apds a diflise fol denomina-



do de F__ e o sobrenadante O sobrenadante resultante

LI SIIE
da segunda precipitacac com o sulfato de amdnio foi submeti
do a nova precipitacgao com 45 ml de solugao saturada deste
sal em pH 4,4, U precipitado, separado por centrifugacao
foi suspenso e dialisado em agua desionizada até que a rea-
cao ao Ilon sulfato fdsse negativa. © dialisado foi centrifu

gado para separac¢ado da porgao solilvel em Agua (8 } da por

1z
gao insolivel (Fyyy) e As Iragdes II e III correspondem &
crotoxina amorfa. O procedimento acima descrito acha-se re-

sumido na Fig. 1.

Dissolveu-se 1,0 g de pecgonha em
100 ml de soro fisioldgico pH 8,0, adicicnando-se 25,0 g de
sulfato de amdnio finamente pulverizado, lentamente e sob -
agitagao continua., ¢ precipitado formado fol separado do 8O
brenadante por centrifugacgio. O precipitade fol suspensoc e
dialisado em Agua desionizada até que a reacdo ac fon sulfa
to fosse negativa. O dialisade continha um precipitado FI‘
e um sobrenadante SE*“ Ao sobrenadante de pl 6,5, foram adi
cionados, lentamente ¢ sob agitagao continua, 5,0 g de sul-
fato de amdnio finamente pulverizado. O precipitado separa-

do do sobrenadante fol suspenso e dialisado em dgua desioni

zada até que a reacgac ao lon sulfato fisse negativa. & por- .
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livel (F,.,) por centrifugacdo. O sobrenadante foi ajustado

Iy
a pH 4,4, adicionando-se apds o ajuste, 5,0 g de sulfato de

ambnio finamente pulverizado., O precipitado e o sobrenadan-

te foram dialisados em agua desionizada, até que a reagao
ao lon sulfato f0sse negativae. O dialisado foi centrifugado
para separagac da porcdo solivel {Siizv} da insoclavel @klgdﬁ
As etapas deste fracionamento foram realizadas em banho de

gelo. As fragoes II' e III' correspondem & crotoxina amorfa,

O processo acima descrito acha-se resumido na Fig. 2.

CRISTALIZACAO:

A crotoxina fol cristalizada pe-.
lo método descrito por Fraenkel-Conrat (1938}, com modifica:
coes nas quantidades dos reagentes. Na Fig. 3 acha-se r@prﬁf
sentada a titulagdo do acido acdtico a 1% com a piridina a
1%. Esta titulagao fol necessdria para verificagdo das quan.
tidades dos reagentes a serem usadas na obtenciao do pH Sti-
mo gque esta em torno de 4,7. Um "pool" de 3060 mg de cr@tmx&f
na amorfa foi dissolvido durante aproximadamente 30 mimut@@é
a uma temperatura de 55°C, em 3,5 ml de acido acético a 1%
e apbs dissoclugao, adicionou-se, sob agitagdo lenta, 2,9 ml:
de piridina a 1%. A mistura fol conservada em geladeira até:
o dia seguinte e o precipitado formado foi separado por cen

trifugacaoc e lavado por duas vézes em dgua desionizada.
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Figura 3 - Curva de titulacac de 50 ml de piridina a 1% com
Gcido acético a 1%.
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TOXTCIDADE :

Az determinagoes da DL530 da cro-
toxina amorfa e cristalizada foram realizadas em camundon -
gos de 17,0 a 21,0 g, utilizando~se seis animais por dose.
As doses administradas por via venosa, contidas em um volu-
me de 0,5 ml estavam entre si numa progressac geométrica de
razao igual a 1,5. O processo de Weill (1852) foi usado Dara
os cdlculos da DL50 e de seus intervalos de confianga a ni-

vel de 95%,

MARCACED DA CROTOXINA COM IlBl;

A marcagao da crotoxina obedeceu

a técnica de Greenwood et al. (1963), que serd descrita a se

guir. Para 50 pl de lBlENa contendo uma radiocatividade de

2 mCi, adicicnou-se 25 pl de tampao fosfato pH 8,0 0,05 M .
cloramina T 30 mg/200 pi {para oxidar o icdeto a iodo) &
25 pl de uma ﬁwlugﬁa de crotoxina a 4 mg/ml. Apds um minuto
de reacao juntou~se metabissulfito de s8dic 17 mg /100 Bl
(para neutralizar o excesso de clorvamina T). Fsta mistura
fol transferida para uma coluna de Sephadex G-25 previamen-
te equilibrada em tampao fosfato 0,05 M pH 8,0, para @@p&m:

ray a crotoxina marcads do iodoe livre.



RADIOATIVIDADE

A radicatividade fol determinada
em contador gama de pogo cristal Nal, Nuclear Chicago {Bear
le}, 1185 Series Automatic gamma counting system. As deter-
minagoes também foram realizadas no Mediac Dose Calibrator,

model 6372 Nuclear Chicago Corporation,

ANTICORPO

0 anticorpo especifico para a cro

toxina fol preparado a partir do soro anticrotélico {5&1 }
cedido pelo Instituto Butantan, purificado pela pré-digestio
enzimatica {pepsina) seguida da precipitacgac do anticorpo

com sulfato de amdnio.

GEL FILTRACAD:

A gel filtragac em Sephadex (Phar
macia Upsala, Sweden) fol rvealizada de acordo com as ins

trugoes fornecidas por Flodin (1962), Os tampdes utilizados

foram preparados segundo Gomori (196%) .,



DOSAGEM DI PROTEINAS:

O teor de proteinas fol determi-
nado pelo reativo do biureto segundo Weichselbaum (1964) e
pela absorvancia no comprimento de onda de 280 nm em um es-
pectrofotdmetro Carl Zeiss PMQ III, utilizando-se cubas de

quartzo com L om de caminho Stico.

TMUNODIFUSAO:

pupla difusac foi executada - se~
gundo a técnica de Ouchterlony (1967}, "purified agar” {migi
co) foi dissolvido para uma concentracac final de 1% em melo
salino isotdnico de pH 6,5 - 6,8. Apds a difusac em t@mp@rﬁz
tura ambiente por 24/48 horas em clmara imida e lavagem m@m;
cloreto de sbddic 0,1 M para remogao de proteinas soliiveis ,

as ldminas foram coradas com negro de amido.

ELETROFORESE E IMUNCELETROFORESE:

O estudo eletroforético fol bawz
seado nos trabalhos de Grabar e Williams (1953), nas @@guigf
tes condicbes: "purified agar® (Difco) a 1% em tampac vero-
nal 0,05 M pH 8,4, Nas cubas foi utilizado o mesmo tampao
de forcga idonica 0,05 M pH 8,4, A diferenga de potencial utgz

lizada foi de 3 V/om durante 2 horas. ASs imunceletroforases
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foram realizadas conforme as indicagGes de Grabar e Burtin

{1964).

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL:

A separacaoc eletrofordtica erm

primeira dimensao foi feita aplicando-se 5 pl do Ag a 10 mg/

ml num pogo de 2,5 mm de difmetro em placas de vidro de
12 x 9 ¢m contende agarose a 1% em tampao veronal 0,05 pﬁ.
8,6. 0 mesmo tampao foi utilizado nas cubas. Fol apliwa@af
uma diferenca de potencial de 5 V/om por 60 minutes, &@@ﬁz

este tempo, uma faixa de agarose foil cortada e aplicada em’
seu lugar 4 ml de solucao de antisoro diluida a 1/20 em ag§ 
rose. Apds a solidificagdo, fol aplicada uma diferenga  de
potencial de 2 V/cm por 18 horas, numa segunda dimensac. As.
ldminas foram tratadas, a seguir, segundo os pxmcedim@mt9$:

descritos por Clarke (1871).

PRECTIPITACAC EM MEIO LIQUIDO:

A precipitacdoc em meio lilguido-
fol levada a efeito de acordo com o método de Heidelberger
e Kendal (1935), segundo instrugdes fornecidas por Kabat €.
Mayer (1968). A quantidade de proteinas dos precipitados

foi determinada pelo reativeo de biureto no fotocolorimetro,

Coleman Junior.
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NEUTRALIZACAO:

A dosagem ou titulagao "in wvivo™
do soro anticrotalico do Instituto Butantan e do anticorpo
purificado foi feita em pombos de 200 a 300 g, pelo método

de Vital Brazil (1308}, utilizando~se um animal por dose.

PURIFICACAO DO ANTICORPO:

a) Gel Filtracao: Para obtencédo

do anticorpo especifico para a crotoxina a partir do 5010
anticrotélico, seguiu-se o método de Chang e Yang ( 1969 e
1972). Utilizando~se soro crotalico e crotoxina cristaliza-
da no ponto de equivaléncia pré-determinadeo, obteve-se o pre
cipitado AgAc. Apds lavagem do precipitado por trés vézes,
em soro fisioldgico 0,15 M e dissolucdo em fcido fGrmico
0,53 M = NaCl 0,15 M pH 2,05, feoi o mesmo cromatografado em
coluna de Sephadex G-100 (1,5 x 90) eguilibrada com o tampdo
acima mencionado. O fluxo da coluna foi de 15 a 18 ml/hora,
sendo coletados 3 ml por tubo. A absorvancia dos eluatos foi
medida no comprimento de onda de 280 nm em espectrofotdme -

tro Carl Zeiss PMO IIT.

B} Cromatografia de Afinidade:

O antigeno foi ligado covalentemente & Sepharose 4B ativada
com brometo de cianogénio (CNBr), seguindo a técnica de Po-

rath (1967). Apds a lavagem de 1,0 g de Sepharose 4B {ativa
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da com CNBr) em 1 mM de HCL, adicionaram-se ac gel 35 mg de

de crotoxina, dissolvidas em 3,5 ml de NaﬁCQB 8,1 M, Natl
0,5 M pH 8,3. A mistura foi homogeneizada por duas horas,

08 grupos reativos remanescentes foram blogqueados com  tam-
pao tris 0,1 M pH 8,0, sendo o excesso lavado com tampdo a-

cetato 0,1 M - NaCl 0,5 M pH 4,9, seguida do tampac NaHCGE

O,L M - NaCl 0,5 M pH 8,3. Uma coluna de 1,2 » 3 om de  al-

tura foi equilibrada em tampao NaHCO., 0,1 M - NaCl 0,5 ™

3

pH 8,3. Apbs a calibracac do fluxo da coluna a 6 ml/hora

foram aplicados 2 ml de soro anticrotilico.
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RESULTADOS

1. OBTENGAC E CRISTALIZACAO DA CROTOXINA

ay Fracicnamentos: A &@paxag&of

dos varios componentes da pecgonha fol baseada no efeito dos
sais sobre a solubillidade das proteinas. Foram ﬁmpxegada$:
duas técnicas de fracionamento pelo sulfato de amdnio, d@am;
critas em Material e Métodos. As fracgoes IT e III do MEtodo
T e II' e II1I' do Método II, foram utilizadas como fonte d@f
crotoxina amorfa por apresentarem, principalmente, os siste
mas precipitantes da crotoxina, A andlise imuno&iatx&f@rét&i
ca e de dupla difusao das fragoes e sobrenadantes, thid@%?
pelos dois fracionamentos, demonstra gue ambos contém dife-
rentes nimeros de componentes com varios sistemas px@cipiw.

tantes (Figs. 4 e 5).
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FIG.5

Figura 5 ~ aAnadlise por imunodifusao das fragoes e sobrena -

dantes obtidos do fracionamento da pegonha da
cascavel sul-americana pelo sulfato de ambénio.

Concentragao dos antigenos 10 mg de proteina/ml.



b} Cristalizacao da  crotoxina

amorfa: A recuperacao média das cristalizacdes da crotoxina

a partirv da crotoxina amorfa EFII e FIEE} foi de 76,3% (Ta-

bela 1).

Tabela 1

Recuperagao percentual das cristalizagoes da crotoxina.

Exp. crotoxina crotoxina ~
amorfa cristalizada recuperagan
{mag) {mg) {%)
1 400 280 70,0
2 3060 248 82,7
3 300 234 78,0
4 130 89 68,5
5 217 178 B2, 1
média 269,4 205,8 76,3
Comparando a atividade toxica

{(DL50) da crotoxina amorfa e da cristalizada (Tab. 2, nota
-ge que o aumento havido & proporcional & reducac  de massa
{Tab. 1). Além disso, o estreitamento dos limites da 5D
{lakb, 2}, bem como 05 ensaios imunoeletroforéticos o de du-
pla difusac (Figs. & e 7} e, mais ainda, eletroforese bidi-

mensional (Pig. 8) da crotoxina cristalizada, permitem gue,
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dentro da sensibilidade dos métodos empregados, a crotoxina
seja considerada em “"estado de pureza". Para efeito de com
paracao foram realizados a imunoeletroforese, Ouchterlony e

a eletroforese bidimensional da pegonha {(Figs. 6, 7 e 9).

Tabela 2

Comparagac entre a DLH0 da crotoxina amorfa e crotoxina

cristalizadsa,.

Exp. crotowina  amorfa crotoxina cristalizada

1 132,8 (97,4~181,0) 91,1 (87,5-94,7)

2 1L2,5 {77,0-164,0) 9.6 (87 ,6-97,7)
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FE 6

Figura 6 - Padrdes imunceletroforfticos da crotoxina orista

lizada (C), da crotoxina amorfa (¥, .} e da pego

1T
nha (P). Cwncemtraqﬁm proteica dos antigenos 10

meg/ml,
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Figura 7 -~ Andlise por imunodifusac da crotoxina cristaliza

da (C) comparada com a crotoxina amorfa (F..} e

It

pegonha (P). Concentracgdo proteica dos antige-

nos 10 mg/ml.
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zada (C). Concentracao proteica do antigeno

me /o,

26
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1120 .

Figura 9 - Eletroforese bidimensional da pegonha da cascavel
sul-americana (P). Concentracdc proteica do an=.

tigeno 10 mg/ml.
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2, TITULACAC DO ANTISSORO CROTALICO

O soro utilizado, ensailado ele-
troforeticamente, revelou conter principalmente TgG, A flgu
ra 10 mostra a eletroforese comparativa entre ¢ s50ro normal
de coelho, soro comercial do Instituto Butantan e o sovro

utilizado na presente pesguisa.

a}) Titulacao "in viveo" - A titu=-

lagao do antissoro crotdlico foi realizada pelo processo de
vital Brazil (1903): a 1 ml de soro crotdlico foram adicio—
nadas guantidades crescentes de crotoxina e a mistura incu-
bada a 37°C por 30 minuteos fol administrada pela via venoaa.:

Um ml de soro neutralizou, assim, 400 pg de crotoxina.

bl Titulacao "in vitro" - A quaﬂ:

tificagac da precipitagac especifica entre a crotoxina e o
soro anticrotdlico estd representada na Tabela 3 e Fig. 11.
A imunodifusao dos sobrenadantes da reacao de px@@ipit@§§0:
espacifica do AgAc, nao delimitou a zona de &quivaiénciap:
por ser o Ag (crotoxina} uma proteina heterogénea. Portan-
to, nesta reacao, consideramos que a zona de equivaléncia,
na qual, os reagentes em proporgoes Otimas se incorporam Lo
talmente ao precipitado, estd relacionada ao maximo de pre-

cipitagac AgAc (Fig. 11).
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Fig.10
Figura 10 - Eletroforese. s.n.c. - soro normal de coelho

ﬁ,bl, - gsore anticrotiélico do Instituto Butan
tan, utilizado para purificacac do anticorpo

s.bh, - sorce comercial do Instituto Butantan.
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Tabela 3

Dades quantitativos da precipitacac especifica no sistema

crotoxina x sorce anticrotdlico.

Antigeno Precipitado AgAc Anticorpo

{mng ) {mey) {1ng)
0,2 0,264 0,064
0,3 4,84 4,54
G,4 6,3 5,9
0,5 6,5 6,0
0,6 6,1

0,7 5,0

0,8 4,0
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3. PURIFICACAO DO ANTICORPO

Det@rminadé o ponto de equivalén
cia, obtido pela reagao da c¢rotoxina x soro anticrotilico,
pela curva de precipitagdco especifica (Fig. 11}, reagiuv-se
15 mg de croteoxina com 30 ml de soro anticrotilico e obteve
-se cerca de 195 mg de precipitado do complexo Aghc.

A dissociacac do complexo AgAc
foi inicilada pela dissolucac do precipitado obtidoem 6,5 ml
de acido formico 0,53 M - 0,15 M NaCl, seguida de cromato-
gratia em Sephadex G-100 equilibrado no mesmo tampao em co-
luna K 15/90, com fluxo de 15 ml/hora, coletando-se aliguo-
tas de 3 ml.

O perfil cromatografico, repre-
sentado na figura 12, mostra gue foram eluidas trés fracgoes.
As aliquotas qgue constituiram estas fragdes, foram reunidas
e dialisadas em duas etapas: a inicial contra tampac tris-
Hel 0,02 M pH 7,5 - 0,15 M NaCl e a dltima contra dgua desi
onilzada.

0Os testes bioldgicos, realizados
com a primeira fracao eluida, mostraram gue 1 ml desta, na
concentragac de 6 mg/ml, era capaz de neutralizar 200 ny de
crotoxina cristalizada. A capacidade neutralizante do soro
anticrotdlico e do anticorpo purificado esté representada

na Tabela 4.
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Figura 12 - Cromatografia em Sephadex G-100 do complexo cro
toxina ® goro anticroti&lico, Amostra 6,5 ml =

= 1495 ml de proteina. Eluente: doido formico

0,53 M - 0,15 M NaCl pH 2,05.
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Tabels 4

Capacidade neutralizante do soro anticrotdlico e anticorpo

purificado numa concentracao de 6 mg de proteina por ml.

Amostras capacidade neutralizante capacidade
(pg de corotoxina cristalizada/ relativa

mg de proteina sérica)

5010
_ 2.5 1,0

anticrotalico

anticorpo

33,3 L3,3
purificado :

A segunda fracao, quando convenl
entemente diluida e injetada em pombos, apresentou ativida-
de toxica idéntica & crotoxina cristalizada utilizada para
a reagac com ¢ antissoro {Tabela 5).

A fragao III nao apresentou ati-
vidade téxica nem de anticorpo gquando ensaiada em pombos.

A analise imunoeletroforética da
fracao I, apresentada na figura 13, nos mostra que o anti-
corpo purificado reconhece apenas as linhas da crotoxina na
pegonha. Esta mesma figura revela gue o sobrenadante da rea
¢ao de precipitacdo entre a crotoxina cristalizada x  soro

anticrotilico nao mais reage com a crotoxina, indicando gue



este sobrenadante estd isento de anticorpos especificos pa-
ra este antigenoc.

A reagao de precipitagdo entre a
pegonha, crotoxina e o soro anticrotilico, realizada em gel
de agar, possibilitou a observacao do desvio da linha de
precipitacac da crotoxina, pela adicao do anticorpo purifi-

cado, acs pogos que continham a peconha e crotoxina (Pig. 14).

Tabaela 5

Dose minima mortal da crotoxina em pombos de 280-300 g.

XD . crotowina cristalizada . resultado
{ug) apbs 24 horas
0,4 sobrevida
i 0,6 morte
0,8 morte
0,4 sobrevida
2 0,6 morte
0,8 morte
3 0,6% morte
4 0,6% morte

(*} Crotoxina apds a dissociacdo do anticorpo em &cido fér-
mico 0,53 M - 0,15 M WaCl pH2,05 e separacdo em Sephadex.
(fracao II).
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Figura 13 - Padroes imunoeletroforéticos da peconha e da
crotoxina, revelados pelos: soro anticrotalico
(8B) , anticorpo purificado (SP} e soro anticrotd

lico absorvido com crotoxina cristalizada (Slch

Figura 14 - ReagOes de precipitacac em gel entre o soro an-
ticrotalico (5B) e a crotoxina cristalizade (C)
peconha (P) e misturas desses antligenos com an-
ticorpo purificadeo (A + C; & + F).



4. PURIFICACAO DO ANTICORPO OBTIDO PELA REACAQD DA CROTOXTINA
1}31

CRISTALTIZADA MARCADE COM X SORO ANTICROTALICO.

A crotoxina cristalizada marcada
O ziBl (com radicatividade inicial de 2 wmCi}, reagiu na
equivaléncia com o sorc anticrotdlico. A marcagdo nao inter
feriu na curva de precipitacac da crotoxina cristalizada x
soro anticrotalico. O complexo foi dissociado em dcido £or
mico 0,53 M - 0,15 M NaCl pH 2,05 e cromatografado em Sepha
dex G-100 eguilibrado no tampio mencionado acima, numa cwlgz
na K 15770, com fluxo de 15 ml/hora. O eluato foi calmtaﬁ@é
em fragoes de 5 ml. Nas trés experiéncias realizadas, o5
cromatogramas foram idénticos.

No perfil cromatogr&fico do com-.
plexo crotoxine cristalizada marcada com Ilglwanticxmﬁoxima'
(Fig. 15}, podemos verificar que foram obtldas treées fracoes.
A fragao I, quando ensaiada “"in vivo" e "in vitro", mostrou
ser o anticorpo; a fz&@éo IT, por apresentar malor congen-
vavelmente, uma desnaturagac do anticorpo, por nao apresen-
tar radioatividade nem atividade de anticorpo.

Para a leitura da radicatividade
utilizou~se calibrador de dose Mediac mais adequado para va-
lores elevados do que o contader gama de pogo de cristal de

iodete de sodio (T1).

&
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Figura 15 ~ Cromatografia em Sephadex G-100 da separagao do

anticorpo especifico para a crotoxina cristali-

) , LAk
zada da crotoxinag marcada com T

n wWna oolu-

na K 15/70. Eluente: &cido férmico 0,53 M~ 0,15M

NaCl pH 2,05,
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b, PURIFECAQ%O DO ANTICORPO ESPECIFICO PARA A CROTOXTNA POR

AFINIDADE CROMATOGRAFICA.

Aliquotas de 2 ml de soro anti-
crotalico foram cromatografadas numa coluna (1,2 x 3) de se
pharose 4B CNBr ligada covalentemente & crotoxina cristali-
zada, equilibrada com tampao NaHCGg 0,1 M -~ 0,2 M NaCl p#H
8,3, 0 material absorvido foi eluido com tampao acetato 0,1
M- 0,5 M NaCl pH 4. Foram realizadas seig experiéncias.

O perfil cromatogriéfico estd re-
presentado na figura 16. As fragoes foram reunidas e diali-
sadas em tampao tris-HCL 0,02 M pH 7,5 NaCl 0,15 M e Agua
desionizada e a segulir, licfilizadas.

A fracao II fol dissolvida em €
ml de PBS (tampao fosfato salina) 0,15 M pH 7,3, sendo a por
cao insolivel, separada por centrifugagac a 5000 r.p.m. por
20 minutos. A porgao solivel foi cromatografada em Sephadex
G-200 equilibrado em PBS 0,15 M pH 7,3 numa coluna K 15/87,
com fluxo de 10 ml/hora. O eluato fol coletado em volumes de
de 3 ml. O perfil cromatografico estd representado na figu-
ra 17. A primeira e a terceira fracgoes, guando ensaiadas
nao apresentaram atividade de anticorpo. A segunda fracao,
guando ensaiada, revelou o seguinte poder de neutralizagao:
I ml do anticorpo, com uma concentracao de 0,6 mg/ml, neu-

tralizou 20 pg de crotoxina cristalizada.
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Figura 16 - Perfil cromatogrifico da purificacao do anticor

po especifico para a crotoxina, por cromatogra-
fia de afinidade em Sepharose 4B ativada com

CUNBr.
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Figura 17 -~ Cromatografia em Sephadex G-200, equilibrado em

tampao PBS 0,15 M pH 7,3, do anticorpo purifica

do. Fluxo da coluna 10 ml/hora,
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O estudo comparative entre a ca-
pacidade neutralizante do soro anticrotalico e do anticorpo

purificado estd na Tabela 6.

Tabela 6

Capacldade neutralizante do soro anticrotalico e anticorpo
purificado por cromatografia de afinidade numa concentra-

cao de 0,6 mg de proteina por ml.

Amostras capacidade neutralizante capacidade
{(pg de crotoxina cristalizada/ relativa

mg de proteina sérica)

SOTO
2,5 1,0
anticrotilico
anticorpo
33,3 13,3

purificado

Cs ensaios imunoeletroforéticos,
da fragao II da figura 17, estéo representados na figura 18,
A imunodifusao da mesma  fracao

estd na figura 19.
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Figura 18 - Padroes imunceletroforéticos da peconha e da
crotoxina, revelados pelos: soro anticrotdli-
co {(8B), anticorpo purificado por imuncadsor -
vente (5P},

Figura 19 - Reagtes de precipltacao em gel entre o anticor
po purificado (8P}, a crotoxina cristalizada
(C) e a pegonha (P). Concentracdo de C & P 50

pg, de SB 800 pg e de 5P 30 pg.
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DISCUsSsio

Na obtengao de anticorpos, nume-
rosos métodos imuncespecificos tém sido relatados, nenhum
porém foi tao satisfatdrio guanto o de Chang e Yang (1969 e
1972}, gue purificaram o anticorpo especifico para a cobro-
toxina por gel filtracdo, numa coluna de Sephadex, apds a
dissolugac do precipitado AghAc especifico em &dcido £8rmico.
O antigeno utilizado, a cobrotoxina, & o principal componen

te da pegonha da Naja nada atra de Formosa, Apresenta baixo

peso molecular, & homogénea e imunogénica.

A crotoxina € também uma protei-
na de baixo peso molecular (Gralén e Svedberg, 1938), 30.000,
imunogénica, embora nao seja homogénea (Rfibsamen, 1971la, b:
Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971), mas sim um complexo consis
tindo principalmente de duas proteinas com cargas diferen-
tes unidas por interagoes acido-bisicas: a fosfolipase A e
a crotapotina.

Segundo Breithaupt et al., 19874,
a crotoxina apresenta pl de 4,7, enguante o seu componente
bidsico - fosfolipase A - e sua proteina dcida - crotapotina -
apresentam, respectivamente, pontos iscelétricos de 9,7 &
3,4. Esses valores estao préximos aos observados por Horst

pase A e 3,7 para a crotapotina.



Sabendo-se que, quando o pH de
uma solugao estd acima do pl de uma proteina esta terd uma
carga negativa livre e se movera para o &nodo, podemos in-
terpretar a Fig. 6 {(pdg. 24}, que revela para a crotoxina a
presenga de dois sistemas precipitantes. O componente gue
migra rapidamente para o dnodo, em fungao de seu pl bem me-
nor do gue 8,6, & a crotapotina, o outro, de migracao len-
ta, devida d proximidade entre seu pl e o pH do tampao, & a

fosfolipase,

BEm eletroforese bidimensional da
crotoxina e da pegonha Figs. 8 e 9 (pags. 26 e 27}, podemos
observar que a forga eletrostidtica existente entre os dois
componentes & grande, pois na eletroforese eles nao se dis-
gociam completamente. O "ombro" que pode ser visto na Fig.
8 (pag. 26}, deve ser interpretado como uma associacao de
crotapotina e fosfolipase A, na crotoxina. Na pogonha, Fig,
9 (pag. 27), esta associagao, sendo bem maior, poderia tra-
duzir uma facilidade de combinacac da crotapotina, através
de suas cadeias polipeptidicas, com outros componentes além
da fosfolipase, razao pela qual a propoxgao de crotapotina,
dissociada na eletroforese da pecgonha, & bem menor do que

aguela gue se observa na eletroforese da crotoxina.

0s estudos farmacclogicos ja rea
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lizados mostram gue a fosfolipase A, embora toxica, & apro
ximadamente 8 vézes menos toxica do gue a crotoxina. Quanto
d crotapotina, & praticamente atdxica. A associagao de 2/1
(Rfibsamen, 1971) entre a fosfolipase A e a crotapotina & ne
cessaria para restituilr a toxicidade do complexo. No envaene
namento ofidico, a "causa mortis® -~ paragem respiratdria ou
nefrotoxicidade -~ @ atribuida & crotoxina e nac a cada um de
seus componentes isolados. Essas consideragoes apontam a ob
tengao do anticorpo especifico para a crotoxina como  etapa
inicial e necesslria para o estudo da participagao da croto
xina, bem como das demals toxinas da pecgonha da cascavel sul-

~americana, na fisiopatcologia do envenenamento crotéalico.

Quande comparamos  a capacidade
neutralizante do antissoro crotélico com a do anticorpo pu-
rificado, verificamos gue o Gltimo demonstrou ter uma capa-
cidade neutralizante 13 vérzes malor do que o antissoro ini-
cial (soro anticrotdlico}. Tabela 4 (pag. 34).

Utilizando a técnica de dosagem

"in vitro", Chang e Yang encontraram para o anticorpo espe-

[

cifico para a cobrotoxina, wma capacidade neutralizante 17,
vézes maior do gque o antissoro por eles utilizado. Os auto-
res referidos trabalharam com soro total de coelho, do gual
igsolaram a IgG numa etapa intermediaria. Conforme pode ser
verificado na Fig. 10 (pay. 29), o soro anticrotdlico pox

nds utilizado 38 se encontrava nesta etapa de purificacao .



Além disso, Chang e Yang nao referem a neutralizacao "in vivo™

A homegeneidade do anticorpo pu-
rificado ficou demconstrada através de técnicas de imunodifu
sao por absorgao e imunoceletroforese. Como pode ser observa
do na Fig. 13 (pdg. 36), a reagac entre a pegonha e o soro
anticrotalico (parte superior da fiqura) revela 5 a 6 siste
mas precipitantes, incluindo o sistema crotoxina. J& as rea
agoes entre a pegonha e o anticorpo (percgac média da figura)
e entre a pegonha e o sobrenadante da precipitacac Aghc (i-
sento de anticorpo especifico para a crotoxina), parte infe
nha e ¢ anticorpo purificado temos as linhas gque correspon-
dem & crotoxina, enguanto gue na reagao entre a peconha e
soro desprovido de anticorpo especifico para a crotoxina te
nos as demais linhas, estando ausente o sistema corotoxina .
Na imunodifusao da pegonha e crotoxina absorvida pelo anti-
corpo purificade, a linha de precipitacac da crotoxina so-
freu um nitide desvio, Fig. 14 (pdg. 36). A dissociacio do
complexo antigeno~anticorpeo, apesar da utilizacao de Aacido
férmico em alta molaridade, ndc afetou as propriedades téodi
cas da crotoxina. O pico Il que se cbserva na Fig. 12 (piqg.
33), guando ensaiado "in vive'", mostrou ter conservado  sua

toxicidade {(Tabela 5, pig. 35).



.48,

cifico para a crotoxina foi acompanhada também pela marca-
= . o »431 , o ey g sy £ e : .
¢gao da crotoxina com I . Por este processo ficou evidente
que houve uma boa disscciagao do precipitado Aghc pela pre-
senga de 93% de radicatividade no pico referente & crotoxi-
na (segundc pico), Fig. 15 (pig. 38).

Segundo DI Sabato (1965}, o mar-

cador radiocativo pode reagir com grupos ativos de moléculas
proteicas e, entaoc, causar inativacao das mesmas. Wa opi-

niao de Habermann (1972}, os agentes oxidantes necesgarios
para ¢ procedimento da marcacgao podem atacar as cadeias la-
terais das proteinas gue contém pontes de dissulfeto ¢ ini-
tiva-las, Entretanto, Gomes Lomba, em 1869, verificou que o
. ‘ . , ~ s , 131
metodo de Greenwood para a marcagac da c¢rotoxina com I
nao interferia no comportamento farmacoldgico e imunolégico
desta toxina, razao pela qual o processo foi selecionado. A

marcacaa com y131

possibilitou ainda a caracterizacao do
terceiro pico, Fig., 15 (pdg. 38). A auséncia de toxicidade,
de atividade de anticorpe e de radicatividade, levou-nos a

conclulr qgue este pico deveria ser resultado da desnatura -

gao do anticorpo pelo &cido Fdrmico.

O anticorpo purificado por croma
togratfia de afinidade especifica, guando testado "in vivo®,
apresentou a mesma capacidade neutralizante do anticorpo pu

rificado pelo método descrito acima. A imunodifusdo, Fig. 19



49,

{padg. 43), nos mostra que o anticorpo purificado, frente &
peconha e d crotoxina, apresenta os dois sistemas precipi -
tantes (fosfolipase A e crotapotina). A imunoeletroforese,
Fig. 18 {(pag. 43), revelou gque ¢ anticorpo reage melhor com
a pec¢onha, apresentando pelo menos trés sistemas precipitan
tes. Este terceiro sistema, que pode ser relativo a associa
cao da fosfolipase e crotapotina, nao foi revelado pelo ou~
tro método por nao termos separado os complexos solivels,
os quals, possivelmente, impediram a precipitacac das molé-

culas associadas.



CONCLUSORS

1. © anticorpo especifico para

a crotoxina pode ser purificado a partir do soro anticroti-
lico por dois métodos:

a)} por precipitacao do Ag*/Ac** no ponto  de

equivaléncia seguida da dissoclagao do precipitado e separa

cao do Ag*/Ac** por cromatografia de exclusao em Sephadexf

G~100 com recuperacao do antigeno;

b) por afinidade cromatografica.

2. A imuncdifusao e a imunoele~
troforese revelaram gue © anticorpo especlfico para a croto
xina reage com ambos os componentes do complexo crotoxinico,

fosfolipase A & a crotapotina.

3. A capacidade neutralizante do
anticorpo especifico para a crotoxina é 13 wvézes maior -

gue a ao soro do gual foi obtido.

* antigeno - crotoxina

** anticorpe -~ anticorpo especifico para a crotoxina.
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RESUMO

A pegonha da cascavel sul-ameri

cana, submetida 4 precipitacgac fracionada pelo sulfato de

amébnio, foi separada em varios componentes (FI’ FEI’ FEKI &
o
Spe Sppr Syppte
As fragoes FII* kEII e FII‘f
yifr‘ , representando cerca de 50% do rendimento da pxﬁci@if

tacac, sao constituldas principalmente de crotoxina amorfa
gue foi cristalizada.

A imuncoeletroforese e imungdifﬁé
sao, a crotoxina coristalizada revelou dois sistemas precipl .
tantes: fosfolipase A e crotapotina.

Tanto a crotoxina assim obtida,
come a marcada com IlBlr foram utilizadas como antigeno.

A purificacao do anticorpo espe

cifico para a crotoxina foi obtida por dois métodos:

1. o antigeno reagiu com o soro anticrotdlico
no ponto de equivaléncia e o precipitado AgAc foil dissocila~

do en dcido formico e cromatografado em Sephadex G-100;

2. o antigeno insolivel, covalentemente liga-
do a uma matriz, Sepharose 4B ativada com CNBr, fol purifi

cado por afinidade cromatogrifica.
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O anticorpo, obtido pelos dois
processos mencionadosg acima, foi ensalado por imunceletrofo

rese e imuncdifusao.
A capacidade neutralizante espe-
cifica deste anticorpo foli 13 vézes maior do que a do s0ro

anticrotélico, guando testado em pombos,



BIBLIOGRAFIA

ARTHUS, M. - De la spécificité des sérums antivenimeux - sé
rum anticebraigue, antibothropique et anticrotaligue. Ve
ninsg de Lachesis lanceclatus, de Crotalus terrificus et
de (rotalus adamanteus. Arch. int. Physiol. Liége, 183

317, 1912.

AXEN, R., PORATH, J. and ERNBACK, $. = Chemical coupling of
peptides and proteins to polysacharides by means of

Cyanogen halides. Natwure, £14: 1302, 1967,

BRAZIL, V. e PESTANA, B.RK. -~ Nova conﬁribuig&@ a0 estudo do

envenenamento ophidico. Fev, méd. 8. Pawulo, 12+415, 1901,

BRAZIL, V. - Contribuicgaoc ao estudo do veneno ophidico. Rev.

méd. §. Paulo, 63 265, 1803,

BRAZIL, V. -~ Dosagem do valor anti-téxico dos serums antipe

conhentos. Rev. méd. . Pauwlo, £23Z: 119, 1909,

BRETTHAUPT, H., RUBSAMEN, K., WALSCH, P. and HABERMANN, E. -

In vitro and in vive interactions between phospholipase A



and a novel potentiator isolated from so called crotoxin.

Naunyn—Schmiedebergs Avch. Phavmak., 26¢: 403, 1971,

BRETTHAUPT, H., RUBSAMEN, XK. and HABERMANN, ¥. - Biochemisg-
try and pharmacology of the crotoxin complex. Biochemical
analysis of crotapotin and the basic Crotalus phospho~

lipase A. Fur. J. Biochem,, 48: 333, 1974.

CALMETTE, A. - Contribuition a l'etude du venin des serpents,

Immunisation. Annls Inst., Pasteur, p 284, 1894,

CHANG, C.C. and YANG, C.C. - Immunochemical studies on cobro

toxin., 4. Tmmun., 102{6Yy: 1437, 1964G,

CLARKE, H.G.M. - Two-dimensional (Laurell) immuneoelectro-
phoreses for estimation of antigen in relative units. In:
WILLIAMS, C.A. and CHASE, M.W., ed. Methods in Tmmunology

and tmmunochemistry. London, Academic Press, 1971.v. ITI,

CUATRECABAS, P. - Protein purification by affinity chromato

graphy. J. bicl. Chem., 245: 3059, 1970,

CUATRECASAS, P. and ANFINSEN, C.B. - Affinity chramatography.

In: COLLOWICK, P.S5. and KAPLAN, N.O. Methods in Ensymology



o5

New York, Academic Press, 197la. v.22, p. 345.

CUATRECASAS, P. and ANFINSEN, C.B. - Affinity chromatography.

Ao Rev. Brochem., 40: 258, 1971b.

FLODIN, P. = Dextran gels and thedr appilieations in  gel

filtration. Sweden, Upsala, 1962, B5 p.

FRAENKEL-CONRAT, H. and SINGER, B, -~ Pfractionation and com-
position of crotoxin., Arvch. Biochem., Bilophys., 60: 64,

1956,

FRAENKEL~CONRAT, H, and SINGER, B. = Recent chemical studies
on crotoxin., In: BUCKLEY, E.E. and PORCES, N., ed. Venoms.

Washington, D.C., 1965. p. 259.

GOMES LOMBA, M. - Estudos sobre q distribuicdo 2 excrecao da
¥ s b

. AN -
croftorinag 1 em caes, Tese de Doutcramento apresenta-
da ao Instituto Central de Biologia da Universidade Esta

dual de Campinasg, Sao Paulo, 1969,

GOMORIL, G. - Preparation of buffers for use in enzyme studies.
In: COLOWICK, $.P. and EAPLAN, N.O., ed. Methods Tn

N

Enzymology . New York, Academic Press, 1965,



GRABAR, P. and BURTIN, P. - Imumoelekirvophoreiisohe analyse.

New York, Elsevier Publ. Co.,1%64,

GRABAR, P. and WILLIAMS. C.A. = Méthode permettant 1'etude
conjuguée deg proprietés électrophorétigues et immunochi
miques dfun mélange de protéines. Application au s&rum

sanguin. Biochim. Biophys. Acta, 10: 193, 1953.

GRALEN, N. and SVEDBERG, T. -~ The molecular weight of the

crotoxin,  Biochem. J., 38: 1375, 1938,

GREENWOOD, F.C., HUNTER, W.M. and GLOVER, J.85. - The
preparation of 1131 labelled human growth hormone of high

specific radicactivity. Biochem. J., £9v 114, 1963,

GUYDA, H. and FRIESEN, H.G, - The separation of monkey
prolactin from monkey growth hormone by affinity chroma

tography. Brochem. bicophys. Fes. Commun., 423 1068, 1971,

HABERMANN, E. - Gewinung und Eigenschaften von Crotactin
Phospholipase A, Crotamin und Toxin III aus dem Gift der
Brasilianischen Klapperschlange. Bioechem. Z., 328: 405,

1857,

HABERMANN, E. -~ Biochemle, Pharmakologie und Toxicologle



.57,

der Inhaltstoffe von Hymenopteren giften. Fev., physiol.

Biochem. exp. Pharmak., 60: 220, 1968,

HABERMANN, E. and RUBSAMEN, K. - Biochemical and pharmacol-
cgical analysis of the so called crotoxin. In: de VRIES,
KOCHVA, ed. Toxins of Animal and Plant Origin. London

Gordon and Breach., 1971. v. 1, p. 333.

HABERMANN, E., WALSCH, P. and BREITHAUPT, H. - Biochemistry
and pharmacclogy of the crotoxin complex. II. Possible
interrelationships of phospholipase, crotapotin and their

combination. WNawnyn-Schmiedeberys Arch. Pharmak., 577

313, 1972.

HEIDEDBERGER, M. and KENDAL , F.E. ~ The precipitin reaction
between type III pneumococcus polysacharide and the
homologous antibody. IT. Condictions for gquantitative

precipitation of antibody in horse sera. J. exp. Med., 61

5

o

559, 1935,

HENDON, R.A., ROY, D. and FRAENKEL~CONRAT, H. - Can rattle-
snake neurctoxin and phospholipase be separated ? Toxicon,

g: L35, 1870,

a

dENDON, R.A. and FRAENKEL-CONRAT, H. - Bicological roles of



.58,

the two components of crotoxin. FProe. natn. Acad. Sci.

U.s. A, 88 {7) 1560, 1871,

&

HORST, J., HENDON, R.A. and FRAENKEL-CONEAT, IH. -~ The active

Ap

components of crotoxin. Bioehem. biophys. Res. Commun.,

46 (3): 1042, 1972,

HWANG, P., MURRAY, J.HB., JACOBS, J.W., NIALL, H. D. and
FRIESEN, H. - Human amnictic fluld prolactin., Purifica-
tion by affinity. Chromatography and amino-terminal se—

quence. Blochemistry, [3{IT}: 2354, 1974,

KABAT, E.A. and MAYER, M.M. - Fxperimental Immunochemistry.

st

i ed. Springfield, Illinois, Charlies C. Thomas Publ,

1968.

LAMEB, 6. and HANRA, W. -~ Specificity of antivenous sera.

Setent. Mem, OffZs med Sanit. Depe India, 5y 1, 1803,

LAME, G. and HANNA, W. - Specificity of antivencous sera,

Seient. Mem, O0ffrs med Sanit. Deps India, L0: 1, 1904.

L, C.H. and FRAENEEL~CONRAT, H. ~ Electrophoresis of cro-

toxin. J. Amsr. chem. Foec,, £4¢ 1586, 1942,

NEUMANN, W.P. and HABERMANN, E. - Uber crotactin, das Haupt
toxin des Giftes der Brasilianischen Klapperschlange (Cro

talus durissus terrificus). Brlochem. L., $27: 170, 1955,




.5y,

OUCHTERLONY, O. - Immunodifusion and immuncelectrophoresis.
In: WEIR, D.M., ed. Handbook of eaperimental Tmmung-

togreal. Oxford, Blackwell. 1967. p. 665,

PHYSALIX, C. and BERTRAND, G. - Sur la proprieté antitoxi-
que du sang des animaw vacoinés contre le venin de Vipére,
Compt rendu de la Soe. de Biol., Paris, Séries X, Tome L: -

111, 1894.

PORATH, J., AXEN, R. and ERNBACK, S. -~ Chemical coupling of

proteins to agarose. Nature, 215; 1491, 1967,

RUBSAMEN, K., BREITHAUPT, H. and HARBERMANK, E., - Biochemis-
try and pharmacolegy of the crotoxin complex. I. Subfrac
tionation and recombination of the crotoxin complex.

Naunyn~Adchmiedebergs Avch. Pharmak., 270: 274, 1971,

SABATCO, D, di - The role of the tyrosyl groups on ﬁh@f
mechanism of action of chicken heart lactic dehydrogenase.

Biochemistry, 4¢ 2288, 1965,

SEWEL, H. apud TIDSWELL, ¥Fr. =~ Reseavches on Australian ve-
noms snake bite, snaeke venom and altivenin. Hegearches
on Australian venoms. New South Wales, Sidney, Department

of Public Health, W.A. Glick, 1806. p. 79.



60,

SLOTTA, K. and FRAENKEL-CONRAT, H. -~ Estudos guimicos sobre
os venenos ofidicos. 4. Purificagdo e cristalizacido do
veneno de cobra cascavel. Mem. Inob. Butantan, 12: 505,

1938.

TIDSWELL, Fr. - Nesearches on Australian venoms snake bite,

snake venom and antivenin. Feseaprches on Australian pe-

noms. New South Wales, Sidney, Department of Public

Health, W. a. Glick, 1906, p. 79,

VITAL BRAZIL, 0., PRADO-FRANCESCHI, J. and WAISBICH, E.
Pharmacology of crystalline crotoxin. I. Toxicity. Mem.

Inst. Butantan, Stmp. Internac., d3(3): 873, 1966a.

&

VITAL BRAZIL, O. ~ Pharmacology of crystalline crotoxin

W

ITI. Neuromuscular blocking action. Mem. Inst. Butantan,

Simp. Internac., E3(3): 981, 19%966.

VITAL BRAZIL, ©., FARINA, R., YOSHIDA, L. and QLIVEIRA, V.A.:
Pharmacology of crystalline crotoxin. ITI. Cardiovascular
and respiratory effects of crotoxin and Orotalus  terri-

freus venom. Mem. Inst. Butantan, Simp. Intarnac., 33(3}):

992, 1966b.

VITAL BRAZIL, 0. and HADLER, W.A. - Pharmacology of Cryg



.61

talline crotoxin. IV, Hephrotoxicity. Mem. Inst., Buitan -

tan, Simp. Internac., $3(3): 1001, 1966.

VITAL BRAZIL, O. - Neurctoxins from the South American rat-

tlesnake venom. J. Formosan med Ass., 70{6): 394, 1972,

VITAL RBRAZIL, 0., EUGENIQ, A.G. and LAZSLO, G.M. - Origem
da paralisia respiratéria causada pela crotoxina. (Zen-

cta ¢ Cultura, 265(12): 11865, 1973,

VITAL BRAZIL, . and EXCELL, B.J. -~ Action of cgrotoxin and:
crotactin from the venom of Crotalus durissus terrificus
(South American rattlesnake) on the frog neuromuscular '

junction. J. Phystol., 212 34, 1971,

WEISCHSELBAUM. T.E. - An accurate and rapld method for the:
determination of protein in small amount of blocd serum .

and plasma. 4m. J. elin. Path. tech, Suppl., 10: 40, 1946,

WEILL, C.s. -~ Tables for convenient calculation of median
effective dose (LDH0 or #D50) and instruction in their

use. Hlometrics, 8: 249, 1952,

YANG, C.C. - Immunochemical studies on cobrotoxin. J. Formo:

gsan med Ass., 7ls 372, 1972,



