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EFFECTS OF RADIATION ON THE STRUCTURE OF BOTHROPSTOXIN-1 
Pat r ick J a c k Spencer 

A B S T R A C T 

Ionizing radiation has been widely empioyed to attenuate venoms and toxins, 

preserving and even enhancing their immunogenic properties. However, little is 

known about the molecular changes that irradiated proteins undergo, in the 

present work, we compared native and irradiated bothropstox in-1 aiming to 

characterize the structural modif ications that radiation induces. Our results 

indicate thai radiation promotes a transition from the mult imeric to the monomeric 

state in a dose-dependent manner. Spectral and calorimetric analysis suggest that 

the irradiated molecules suffer oxidation and unfold partially, the remaining 

structural elements being stabil ized by the seven dissulphide bonds. The binding 

pattern of monoclonal ant ibodies raised against irradiated bothropstoxin indicates 

that most of the recognized epitopes are linear and present at the surface of both 

the native and the irradiated toxin. Furthermore, the irradiated toxin appears to be 

more immunogenic, inducing the formation of native toxin-binding antibodies. 



EFEITOS DA R A D I A Ç Ã O NA ESTRUTURA DA BOTHROPSTOXíNA-1 
Pa t r ick J a c k S p e n c e r 

RESUMO 

A Radiação ionizante tem sido util izada com sucesso para atenuar venenos e 

toxinas, preservando e até mesmo aumentando a sua imunogenicidade. 

Entretanto, pouco se sabe a respeito a respeito das alterações moleculares 

sofridas por toxinas irradiadas. No presente trabalho, comparamos 

bothropstoxina-1 nativa e irradiada com o intuito de caracterizar as modif icações 

estruturais que a radiação acarreta. Os Nossos resultados indicam que a radiação 

causa uma transição da bothropstoxina do estado mult imérico para o monomérico 

com um padrão dose-dependente. Anál ises espectrais e calorimétricas sugerem 

que a toxina irradiada sofre oxidação e alterações parciais de estrutura secundária 

e terciaria e que os elementos estruturais remanescentes estão estabil izados 

pelas sete pontes dissulfeto. O padrão de l igação de anticorpos monoclonais 

produzidos contra a toxina irradiada indicam que a maioria dos epitopos 

reconhecidos são l ineares e estão localizados na superfície da toxina nativa e 

irradiada. A toxina irradiada se comportou como um melhor imunógeno, levando à 

formação de anticorpos capazes de reconhecer a toxina nativa. 
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1-lntrodução 

Os acidentes ofídicos representam um problema relevante em nosso país 

sendo anualmente registrados 20000 casos A soroterapia é o único método de 

eficácia comprovada no tratamento dos acidentados, desde que administrada em 

tempo, dose e via adequada A obtenção de antissoros ofídicos se dá através 

da imunização de cavalos que são fortemente agredidos pela alta toxicidade dos 

venenos inoculados. Em vista disto, vários trabalhos vem sendo realizados com 

toxinas objet ivando-se obter imunógenos menos tóxicos, preservando suas 

propriedades ant igênicas e imunogênicas. Dentre as metodologias testadas, 

podemos citar a irradiação com luz ultravioleta a incubação com formaldeído 

glutaraldeído '^^ ou carboximeti l-celulose a adsorção com tanino a inativaçào 

térmica '^^, o uso de inibidores de sítio ativo iodação e a irradiação . Esta 

últ ima apresenta a vantagem de não requerer a adição de nenhuma substância ao 

veneno e têm se mostrado uma ótima ferramenta na detoxicação de venenos e 

toxinas 

A passagem de uma partícula ou fóton pela eletrosfera de um átomo pode 

provocar excitação ou ionização deste, dependendo da energia transferida. Na 

excitação, um elétron do átomo adquire energia do fóton, passando para um nível 

quântico superior, permanecendo em órbita ao redor do núcleo. Na ionização, a 

energia adquir ida pelo elétron é suficiente para que ele seja projetado da 

eletrosfera, ionizando o átomo ^. Como resultado desta ionização, o átomo passa 

a ter um elétron desemparelhado em um de seus orbitais superiores, tornando-se 

altamente reativo. 



o radical livre assim formado, tem meia vida curta e, em picossegundos, 

combina seu elétron desemparelhado com um elétron de outro átomo, ejeta seu 

elétron ou ainda, captura um elétron de outro átomo. Cada uma destas interações 

pode gerar íons ou radicais livres adicionais e a maioria dos efeitos da radiação 

em moléculas orgânicas em solução decorre da interação destas com radicais 

livres provenientes da radiólise do solvente ^. 

A água é a molécula mais abundante em sistemas biológicos; logo, se 

quisermos investigar os efeitos da radiação ionizante nestes sistemas, teremos de 

considerar os efeitos desta radiação na molécula de água. 

A irradiação da água pura ou de soluções diluídas gera espécies moleculares 

e radicais livres conforme as equações abaixo: 

1) H2O H 2 0 * + e" 

2) H 2 0 * + H20 ^ H a O ' ^ + O H * 

3) e" + aq •=> e 'aq 

A seguir, estas espécies podem reagir entre si segundo as equações abaixo: 

4) 2 0 H * ^ H2O2 

5) O H * + e ' a q o O H " 

6) 2e 'aq + 2H2O ^ H 2 + 2 0 H ' 

A irradiação de proteínas em solução aquosa causa mudanças químicas e 

al terações nas propriedades físico-químicas e nas estruturas primárias, 

secundárias e terciarias das moléculas proteicas. 

r^. 1 



Estas mudanças envolvem perda de atividade biológica e possíveis 

alterações em suas propriedades imunológicas A inativação das moléculas 

proteicas decorrente da irradiação em solução ocorre como conseqüência de dois 

eventos: 

Quando a ionização se dá na molécula do solvente, ocorre formação de 

radicais livres que por sua vez irão interagir com moléculas do soluto conf igurando 

o que se denomina efeito indireto. Por outro lado, se a molécula do soluto sofrer 

diretamente a ação da radiação, falar-se-á em efeito direto. A proporção relativa 

dos dois efeitos depende da concentração do soluto e, de modo geral, em 

soluções de baixa concentração, ocorre um predomínio do efeito indireto^. 

Com radiações de baixa transferência linear de energia, (raios gama, raios X 

de alta energia, elétrons de 2 Mev) a maioria das ionizações é isolada, de maneira 

que O H * e e" aq são as espécies principais ^ quando a irradiação ocorre em 

solução aquosa. Estas espécies são respectivamente poderosos agentes 

oxidantes e redutores. Os radicais hidroxil reagem com velocidades diferentes 

com os aminoácidos, dependendo da natureza e tamanho de sua cadeia lateral. 

Com cadeias alifáticas a principal reação é a abstração de um hidrogênio do 

carbono alfa. Esta reatividade depende diretamente do compr imento da cadeia 

lateral, sendo a velocidade de reação maior com aminoácidos de cadeia lateral 

maior. Com aminoácidos cu ja cadeia lateral encerra um grupamento aromático, as 

reações ocorrem principalmente no anel '̂ ̂ . 



Ao reagir com cisteína, o radical hidroxil abstrai o hidrogênio da sulfidrila 

gerando o radical S R * que pode reagir posteriormente para formar radicais do t ipo 

RSSR, podendo levar à formação de pontes S-S inter e intra cadeias ^. 

O elétron aquoso, por sua vez atua na desaminação dos aminoácidos. Esta 

reação é dependente do estado de protonação do grupamento amino terminal, 

sendo mais eficiente quando a amina está protonada ^. Aminoácidos que 

apresentam aminas epsilon são passíveis de desaminação neste carbono e os 

grupamentos aromáticos também apresentam alta capacidade de reagir com o 

elétron aquoso ^. 

A velocidade de reação do elétron aquoso é muito maior com peptídeos do 

que com aminoácidos isolados em decorrência da eletrofil icidade da l igação 

peptídica ^. 

A perda de atividade biológica de proteínas irradiadas em solução tem sido 

atribuída a vários fatores como alterações químicas de alguns aminoácidos em 

seu sítio ativo, quebras de pontes dissulfeto, mudanças conformacionais devido a 

distúrbios nas pontes de hidrogênio ou ainda a ligações cruzadas ou cisões na 

cadeia polipeptídica. Também são relevantes as reações de abstração de 

hidrogênio, dissociat ivas, de adição, dimerização e adição, desprotonação, 

hidrólise, adição de oxigênio e transferência de hidrogênio ^. Dentre as 

propriedades biológicas, as propriedades imunogênicas parecem ser as mais 

radiorresistentes ^, possibil i tando o uso da radiação gama para induzir 

destoxicação de toxinas isoladas ^° ou venenos '̂ ^̂ -'̂ '̂  ,com manutenção de 

sua imunogenicidade. 



o grupo de venenos da Divisão de Radiobiología do IPEN já obteve 

resultados muito promissores uti l izando-se desta manutenção da imunogenicidade 

de moléculas irradiadas para a obtenção de venenos ofídicos atenuados '̂ ^ 

4 9 , 5 0 , 6 2 ^ q i jg mostraram eficientes indutores de uma resposta imune humoral 

resultando em anticorpos neutralizantes do imunógeno na sua forma nativa 

Todavia, sendo os venenos ofídicos misturas complexas de proteínas com 

atividade tóxica e/ou enzimática uma análise mais detalhada dos efeitos da 

radiação em moléculas proteicas se mostrou inviável. A estratégia mais adequada 

para tais estudos seria a de trabalhar com uma proteína purif icada, já que em uma 

mistura proteica, as diversas espécies em solução atuam como aceptores dos 

radicais livres, acarretando um fenômeno de proteção mútua ^ \ Nascimento et al. 

^° util izaram a crotoxina, principal toxina do veneno de Crotalus durissus terrificus 

,como modelo experimental para averiguar as modif icações sofridas por proteínas 

irradiadas em solução. 

Trata-se de um heterodímero composto por uma subunidade básica com 

atividade PLA2, e de uma subunidade ácida desprovida de atividade Quando 

isoladas, estas duas moléculas apresentam pouca ou nenhuma toxicidade, 

todavia, quando complexadas por l igações fracas, a molécula resultante apresenta 

alt íssima toxicidade e especif icidade por junção neuromuscular O principal 

efeito da radiação nesta toxina foi o aparecimento de complexos de alto peso 

molecular (agregados) tanto na forma hidrossolúvel quanto na forma de 

precipitado 

' ÍÇ«f) f i r U ' ' - ^ • • S- N U C L E A R E S 



Aprofundando seus estudos sobre a fornna solúvel destes agregados a 

autora observou ainda que os mesmos eram desprovidos de toxicidade, todavia 

induziam anticorpos neutralizantes da toxina na sua forma nativa, sugerindo a 

preservação de epitopos capazes de promover uma resposta imune contra 

determinantes antigênicos presentes tanto na crotoxina nativa quanto na crotoxina 

irradiada . Tal hipótese é corroborada pelo fato de mapas peptídicos de ambas as 

formas da toxina terem resultado em perfis semelhantes, sugerindo manutenção 

da estrutura primária Estudando o comportamento imunológico da crotoxina 

irradiada, Cardi et al. ^ demonstraram que a mesma era reconhecida e 

internalizada por macrófagos através de receptores scavenger. Estes receptores 

são estruturas especial izadas no reconhecimento e captação de moléculas 

oxidadas. Uma vez l igada a estes receptores, a molécula oxidada é internalizada 

e processada, sendo a seguir apresentada complexada às moléculas de MHC \ \ ^ \ 

Desta forma, a toxina oxidada pode ser captada por estes receptores e 

apresentada pelos macrófagos, desencadeando uma resposta imune. 

Comparando-se a captação da crotoxina nativa e irradiada por macrófagos 

perifoneáis, Cardi et al.^ notaram que esta últ ima era internalizada em quantidade 

muito maior, o que resultaria em uma apresentação de antígeno mais eficiente. 

Como resultado deste processo, uma proteína irradiada se mostraria mais 

imunogênica, o que de fato está relatado na literatura 

O papel dos radicais livres neste processo de atenuação também foi 

investigado \ 



ut i l izando tannbém a crotoxina como modelo experimental, e irradiando esta 

proteína na presença de aceptores específ icos de radicais O H * ou elétron 

aquoso, observou-se que o radical hidroxila parece estar envolvido na destruição 

da atividade catalítica da toxina, enquanto o elétron aquoso se mostrou 

responsável pela alterações de cunho estrutural. É ainda digno de nota o fato de 

nenhum dos radicais supracitados parecer estar envolvido na atenuação da 

atividade tóxica, sugerindo que a toxicidade da crotoxina está dissociada da sua 

atividade catalít ica, corroborando a teoria de um mecanismo de ação mediado por 

receptor, cujo sítio de l igação está localizado em uma região distinta daquela 

envolvida na ação catalít ica Ensaios de biodistribuição comparando a crotoxina 

nativa e irradiada, mostraram que a irradiação altera a afinidade da toxina pelos 

tecidos em que normalmente atua Util izando técnicas imunohistoquímicas, 

Cardi et aí.^^ detectaram a crotoxina nativa em junções neuromusculares. No 

entanto, a crotoxina irradiada não foi local izada nestas estruturas que const i tuem o 

alvo farmacológico da toxina Este fato permite explicar porqué a crotoxina 

irradiada tem sua atividade neurotóxica reduzida 

A toxina uti l izada como modelo por estes autores permitiu esclarecer alguns 

aspectos do efeito da radiação sobre moléculas proteicas em solução, no entanto 

este modelo apresenta algumas dif iculdades de interpretação inerentes ao 

mecanismo de ação da toxina: Para que a crotoxina exerça seu efeito tóxico, é 

necessário que ao chegar ao seu tecido alvo, haja dissociação das subunidades 

que a formam 
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Em decorrência da ação dos radicais livres no complexo crotoxina, podem 

ser formadas l igações fracas (H-H) ̂  ou mesmo covalentes (S-S, Tyr-Tyr) que 

impossibil i tam esta dissociação, mascarando a manutenção da estrutura 

responsável pela toxicidade. 

Ass im, sabe se que a radiação modif ica as toxinas alterando sua afinidade e 

especif icidade e a maneira com que são reconhecidas pelo sistema imune. No 

entanto, pouco se sabe sobre as alterações físico-químicas que a irradiação 

acarreta e sobre os mecanismos envolvidos na atenuação de sua atividade. No 

presente trabalho, nos propusemos a investigar os efeitos dos raios gama de ^°Co 

sobre a bothropstoxina I. Optamos por esta proteína em função da facil idade com 

que pode ser isolada e por haver sido caracterizada sob o ponto de vista físico-

químico, constituindo um modelo adequado para a nossa f inal idade. 

A bothropstoxina I, pr imeiramente isolada por Homsi-Brandenburgo et al . é 

uma miotoxina do veneno de Bothrops jararacussu e, apesar de não apresentar 

atividade catalítica, pode ser considerada uma fosfol ipase A2, pois apresenta 

al t íssima homología com as fosfol ipases A2 de classe 11 de venenos das serpentes 

da famíl ia Crotalidae "̂̂ '̂ ^ conforme pode ser observado adiante: 



Tabela 1 : c o m p a r a ç ã o de s e q ü ê n c i a de vár ias f o s f o l i p a s e s A2 . A s 

s e q ü ê n c i a s f o r a m a l i n h a d a s pe los r e s í d u o s de m e i a - c i s t i n a s . 

10 20 30 40 

pancreática ALWQFNGMI KCKIPSSEPL LDFNNYGCYC GLGGSGTPV- DDLDR 

bovina 

Naja naja atra NLYQFKNMI QCTPV-SRSW WDFADYGCYC GRGGSGTPV- DDLDR 

Naja naja naja NLYQFKNMI KCTVP-SRSW WDFADYGCYC GRGGSGTPV- DDLDR 

inumana NLVNFHRMI K-LTTGKEAA LSYGFYGCHC GVGGRGSPK- DATDR 

Crotalus atrox SLVQFETLI M-KIAGRSGL LWYSAYGCYC GWGGHGLPQ- DATDR 

Bothrops asper SLFELGKMI L-QETGKNPA KSYGAYGCNC GVLGRGKPK- DATDR 

BthTX-l SLFELGKMI L-QETGKNPA KSYGAYGCNC GVLGRGKPK- DATDR 

Agkistrodon SVLELGKMI L-QETGKNAI TSYGSYGCNC GWGHRGQPK- DATDR 

50 60 70 80 90 

pancreática CCQTHDNCYK QAKKLDSCKV LVDNPYTNNY SYSCSNNEIT CSSENNACEA 

bovina 

Naja naja atra CCQVHDNCYN EAEKISGCW- PYFKTY SYECSOGTLT CKGGNNACTU^ 

Naja naja naja CCQVHDNCYN EAEKISGCW- PYFKTY SYECSOGTLT CKGDNNACAA 

liumana CCVTHDCCYK RLEK-RGCG- TKFLSY KFSNSGSRIT C-AKQDSCRS 

Crotalus atrox CCFVHDCCYG KAT DCN- PKTVSY TYSEENGEII C-GGDDPCGT 

Bottirops asper CCYVHKCCYK KLT GCN- PKKDRY SYSWKDKTIV C-GENNSCLK 

BtliTX-l CCY^/HKCCYK KLT GCN- PKKDRY SYSWKDKTIV C-GENNPCLK 

Agkistrodon CCFVHKCCYK 

100 

KLT DCN- HKTDRY 

110 

SYSWKNKAII 

120 

C-EEKNPCLK 

pancreática ICNCDRNAA ICFSK VPYNKEHKNL D-KKN-C 

bovina 

Naja naja atra VCDCDRLAA ICFAG APYNDNDYNI NLPCAR-C 

Naja naja naja VCDCDRLAA ICFAG APYMDNNYNI DLKAR-CQ--

humana LCECDKAAA TCFARN K TTYNKK-YQY YSNKH-CRGS TPRC 

Crotalus atrox IGECDKAAA ICFRDN 1 PSYDNK-YWL FPPKD-CREE PBPC 

Bothrops asper LCECDKAVA ICLREN L NTYNKK-YRY YLKPL-CK-K ADAC 

BthTX-l LCECDKAVA ICLREN L GTiTSÍKK-YRY HLKPH-CK-K ADPC 

Agkistrodon MCECDKAVA ICLREN L DTYNKK-YKA YFKLK-CK-K PDTC 

^ • • -
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As fosfolipases catal isam a hidrólise da ligação ester na posição 2-acil dos L-

fosfolípideos conforme a figura abaixo: 

y H2( j : -c -R, H 2 C — c - R i 

R 2 — C — o — H r ) +H2O '^^^^^ OH—C—H ç + Rj-COOH 

H s C - O - p O X H 2 C - O - P - O X 

O O" 

Figura 1: mecanismo catalítico das PLA2. X representa o grupamento polar do fosfol ípide. 

As fosfolipases são enzimas pequenas e globulares e têm uma vastíssima 

ocorrência, sendo encontradas em amostras biológicas diversas como pâncreas, 

onde exercem função digestiva, células do sistema imune, onde atuam como 

mediadoras da resposta inflamatória e venenos animais, onde desempenham 

papel tóxico e digestivo 

Apesar da similaridade, as PLA2 podem ser divididas em diferentes grupos 

ou classes. O grupo I encerra as enzimas de origem pancreática de mamíferos, 

ass im como as fosfol ipases de venenos elapídicos e hidrofídicos O grupo 2: 

compreende as fosfolipases A2 de venenos crotálicos além daquelas 

encontradas no líquido sinovial humano e daquela secretada por plaquetas 

durante processos inflamatórios e o grupo 3: engloba as enzimas secretadas 

por himenópteras e lagartos 

Estes três grupos se caracterizam pela grande quantidade de pontes S-S (5 

a 7 " ), peso molecular em torno de 14.000 Daltons e dependência de cálcio '̂̂  

para a atividade catalítica. 
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Toxina Efeito 

farmacológico 

origem 

Miotoxina II 

PLA2 

Crotoxina 

-bungarotoxina 

PLA2 

miotoxicidade 

cardiotoxicidade 

neurotoxicidade 

ant icoagulante 

Bothrops asper 

Naja nigricoilis 

Bungarus fasciatus 

Crotalus durissus terrificus 

Bungarus sp. 

Naja nigricoilis 

As diferenças de especif icidade e de tecido alvo têm sido atribuídas às 

diferenças de distribuição de cargas na superfície das toxinas, assim como a 

regiões fixas observadas em toxinas de diferentes origens, que todavia exercem o 

mesmo efeito Ass im, a estrutura primária, e a estrutura terciária resultante, 

ser iam determinantes do tipo de ação exercido pela toxina. 

A atividade catalít ica da PLA2 é dependente de cálcio. Este íon interage com 

a enzima na região do sítio ativo e se encontra rodeado por 7 oxigenios l igantes 

que são os oxigenios da carboni la de Tyr28, Gly30 e Gly32, e os oxigênios da 

carboxi la de Asp49 

Além de sua ação catalít ica as fosfol ipases A2 de venenos ofídicos 

apresentam especif icidades teciduais e ação farmacológica conforme 

exempli f icado na tabela abaixo: 

Tabela 2: comparação de várias fosfol ipases A2 com relação a seu efeito farmacológico e 

especificidade tecidual. 



Í2 

O ácido aspárt ico 49 é fundamental para a ligação do cálcio por fornecer 

uma carga para equilibrar o cátion e dois átomos de oxigênio como ligantes. 

Participam também a amina do resíduo amino- te rmina l , a glutamina da posição 4 , 

o oxigênio da asparagina 7 1 , bem como uma molécula de água Se 

observarmos a estrutura primária da bothropstoxina 1 veremos que a maioria 

destes aminoácidos foi alterada. 

Tabela 3: comparação entre as fosfol ipases A2 com atividade catalítica e a bothropstoxina 

com relação aos aminoácidos envolvidos na ligação de cálcio. 

Fosfol ipase Ag Bothropstoxinal 

g lutamina 4 ácido glutâmico 
t irosina 28 glutamina 
glicina 32 leucina 
ácido aspártico 49 Usina 
asparagina 71 ácido aspártico 

A ausência de atividade catalítica da bothropstoxina, assim como de outras 

miotoxinas Lys 49, pode ser atribuída a estas mutações que resultam na 

incapacidade de ligar o cálcio no sítio ativo '̂'̂  impossibi l i tando a orientação 

correta do substrato e a conseqüente transferência de hidrogênio da molécula de 

água para o ácido graxo da posição sn2 do fosfolipídeo Apesar de desprovidas 

de atividade catalít ica, as fosfol ipases A2 K49 são al tamente miotóxicas. O seu 

mecanismo de ação, assim como o fator responsável pela sua especif icidade 

tecidual ainda não estão bem claros. Alguns autores sugerem tratar-se de um 

novo t ipo de mecan ismo citolítico baseado na aci lação autocatalít ica da toxina 

i 
1 
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Segundo estes autores, as miotoxinas l igam ácidos graxos de cadeia longa 

de maneira covalente, por meio de um mecanismo autocatalít ico. Estes ácidos 

graxos estariam ligados pelo grupamento carboxila, f icando a cadeia carbônica 

móvel . Ainda segundo estes autores, o complexo proteina-ácido graxo se ligaria á 

membrana celular inserindo a cauda apolar do ácido graxo na b icamada lipídica, 

desestabi l izando a mesma. Esta hipótese sugere um mecanismo de ação, porém 

não esclarece a marcante af inidade por células musculares que a bothropstoxina 

apresenta. 

Giotto assim como Fletcher et al sugerem que a especif icidade da 

toxina por tecido muscular seja mediada por receptores, entretanto nenhum 

estudo cinético ou histoquímico que confirme tal hipótese foi realizado ainda. 

Foi demonstrado também que a remoção do octapeptídeo n-terminal (NH2-

Ser-Leu-Phe-Glu-Leu-Gly-Lys-Met) com CNBr da miotoxina II de 6. asper levava a 

uma diminuição significativa da miotoxicidade não f icando claro porem, se tal 

fato decorria da participação direta da porção n-terminal na ação tóxica ou de 

modif icações conformacionais que tal c l ivagem ocasionaria. O mesmo grupo 

apresentou também evidências de que um peptídeo da porção C-terminal 

(resíduos 115-129) da mesma proteína tinha atividade citolítica In vitro, e que 

anticorpos contra este peptídeo inibiam a atividade miotóxica da toxina ®'''. 

Apesar das diferenças que as miotoxinas apresentam em relação às PLA2 no 

que se refere a estrutura primária e mecanismo de ação, as suas estruturas 

secundária e terciária apresenta marcante homología com aquelas descritas para 

fosfol ipases A2 do grupo 2. 
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Figura 2: estrutura do monômero da BthTx-1. 

De acordo com dados cristalográficos a bothropstoxina-1 ocorre na forma 

de um homodímero. A interface de contato entre as subunidades é bastante 

hidrofílica, envolvendo uma ponte salina entre E12 de uma subunidade e K80 da 

outra e pontes de hidrogênio entre os resíduos 77 e 11 , 80 e 80 e 14 e 7. 

Como se pode observar na figura abaixo (figura 2) a molécula de BthTx-1 é 

formada por duas alfa-hélices antiparalelas (hélices 2 e 3) l igadas por pontes 

dissulfeto, definindo uma estrutura rígida à qual o "loop" de ligação de cálcio, a 

porção C-terminal e a asa beta estão covalentemeníe ligados por pontes S-S. A 

hélice N-terminal (hélice 1) é estabil izada por contatos entre suas cadeias laterais 

com aquelas da asa beta e do corpo da proteína 
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Figura 3: estrutura quaternária da bothropstoxina-1 . As cadeias laterais dos aminoácidos 
envolvidos na interação entre as subunidades do dímero estão exibidas. 

Selistre de Araújo et al. ™ procuraram identificar os aminoácidos envolvidos 

na miotoxicidade por comparação de seqüências. Anal isando dezessete PLA2 , 

estes autores observaram que os resíduos K7, E12, T13, K16 e N17, associados 

às Usinas K78, K80, K l 16 e K117 formam um domínio miotoxico potencial por 

estarem conservados em todas as miotoxinas. 

As miotoxinas não são componentes compart i lhados por todas as serpentes 

do gênero Bothrops e representam um problema na clínica e terapia 20 

Contatos hidrofóbicos são feitos pelos resíuos Trp 77 e V a l i O com seus parceiros 

simétricos (figura 3). 
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Nos envenenamentos com serpentes cujo veneno encerra miotoxinas, a 

soroterapia com o soro específ ico (antibotrópico) é eficiente na neutral ização dos 

efeitos sistêmicos, mas a ação dos componentes miotóxicos não é neutral izada, 

resultando em dano tecidual local ^° . Como conseqüência, observa-se uma 

intensa mionecrose, caracterizada pelo aparecimento de altos níveis de creatina-

quinase sérica 

O pico de l iberação desta enzima, em camundongos, ocorre entre a terceira 

e a sexta hora após a injeção da toxina e é acompanhado de hemoglobinuria e 

intensa dor local. Estudos histológicos ^ mostraram que as miotoxinas Lys49 

induzem mionecrose com efeitos visíveis 15 minutos após a inoculação. A 

necrose é caracterizada por rompimento da membrana plasmática e 

hipercontração das miofibri las, seguida da dissolução dos componentes celulares. 

Vital Brazil no início do século, já havia observado que o soro polivalente 

(antibotrópico-crotalico) se mostrava mais eficiente que o soro específ ico na 

neutralização do veneno de B. jararacussu . Tal fato foi conf i rmado por dos Santos 

et al sugerindo estes que estaria ocorrendo uma reação cruzada dos anticorpos 

anti PLA2 (componente da crotoxina) com as miotoxinas do veneno de B. 

jararacussu. Dias da Silva et al obsen/aram que o veneno de B. jararacussu se 

comportava como um imunógeno fraco, não sendo neutralizado de modo eficiente 

nem por antissoro homólogo, tampouco por soro antibotrópico polivalente. 
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Por outro lado, Moura da Silva et al atribuíram a este veneno boa 

imunogenicidade, devendo se ressaltar que os animais util izados para a 

imunização nos dois trabalhos ac ima citados foram cavalos e camundongos 

isogênicos respect ivamente, havendo também diferenças nas vias de inoculo e no 

tipo de adjuvante. 

Em experimentos realizados em nosso laboratório pudemos observar que 

coelhos imunizados com veneno total de 6. Jararacussu nativo ou irradiado com 

2000 Gy apresentavam títulos de anticorpos semelhantes. No entanto, os 

anticorpos induzidos por veneno irradiado neutral izavam a ação miotóxica do 

veneno nativo, o que não ocorria com os anticorpos antiveneno nativo ,sugerindo 

diferenças qualitativas nas imunoglobulinas produzidas contra o antígeno na sua 

forma nativa ou irradiada. A análise qualitativa dos anticorpos produzidos contra 

as duas formas do veneno de 6. jararacussu por western blot corrobora esta 

hipótese, já que o soro antiveneno irradiado reconheceu bandas do veneno nativo 

que não foram reconhecidas pelo soro ant iveneno nativo Tais fatos sugerem 

que a irradiação alterou a estrutura da toxina, est imulando clones de célula B 

produtores de anticorpos neutralizantes. 

As modif icações que a radiação acarreta em toxinas ainda não foram 

plenamente caracter izadas, o que dificulta a aceitação de tais toxoides como 

imunógenos para a produção de soros de uso terapêutico. Nosso intuito no 

presente trabalho foi investigar os efeitos da radiação em uma toxina modelo. 



18 

2 Objetivos 

1-Estudar após irradiação as principais modif icações estruturais 

responsáveis pela alteração das características imunológicas da miotoxina, 

levando uma proteína de baixa imunogenicidade a induzir uma resposta imune 

humoral eficiente. 

2-Proceder à análise físico-química da toxina irradiada, visando determinar 

as modif icações sofridas pela toxina após a irradiação. 

3-Produzir e caracterizar anticorpos monoclonais contra a bothropstoxina-1 

nativa e irradiada. 
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3 Material e métodos: 

3.1 Purificação da bothropstoxina-1: 

Alíquotas de veneno total de S. jararacussu cristalizado (Instituto Butantan) 

foram diluídas em tampão acetato de sódio 50 m M pH 5,0 para uma concentração 

de 25 mg/ml . Esta solução foi então centr i fugada a 14.000 RPM em uma 

microcentrífuga (Eppendorf). O sobrenadante foi fi ltrado em uma membrana com 

poro de 0,22 um. O filtrado foi injetado em uma coluna de troca catiônica 

Resource-S de 1 ml conectada a um sistema FPLC (Pharmacia), previamente 

equil ibrada com tampão fosfato de sódio 25 m M pH 7,8 (tampão A). O tampão B 

consistiu de fosfato de sódio 25mM/NaCI 2M pH 7,8. Após a injeção, a coluna foi 

lavada com 10 ml de 7,5% de B (NaCI 150 mM) para eluição da fração não 

adsorvida à matriz com um fluxo de 2,5 ml/minuto. Iniciou-se então um gradiente 

linear (1%/ml) do tampão B por 25 ml . A coluna foi então regenerada com 10 ml 

de tampão B, seguidos de 10 ml de A. A absorvância do eluato foi monitorada a 

280 nm. 

3.2 Dosagem de proteínas: 

A concentração de proteínas foi est imada pelo método do ácido bicinônico 

(Pierce), de acordo com as recomendações do fabricante, uti l izando-se albúmina 

bovina sérica (Sigma )como padrão. Todas as dosagens foram feitas em triplicata. 

3.3 Determinação da pureza: 

As frações correspondentes ao pico da bothropstoxina-1 foram agrupadas e 

dialisadas exaust ivamente contra água deionizada. Este material foi então 

congelado e liofilizado. 
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3.3.1 E le t ro fo rese e m gel de p o l i a c r i l a m i d a (SDS-PAGE): 

Uma alíquota de 25 da fração purif icada foi diluída em tampão de amostra 

contendo p-mercaptoetanol e aquecida a 95°C por 5 minutos. Esta foi então 

apl icada em um gel de poliacri lamida a 15% (100x80x0.75 mm) util izando o 

s istema de tampões descrito por Schagger et al . por apresentar este melhor 

resolução que o s istema anteriormente descrito por Laemmli No mesmo gel 

apl icou-se padrões de peso molecular conhecido (Novex). A corrente foi f ixada 

em 20 mA. Finda a eletroforese, o gel foi corado com Coomassie blue 250-R. 

3.3.2 S e q u e n c i a m e n t o N-terminal : 

20 |ig de bothropstoxina-1, dissolvidos em água deionizada foram enviados 

para o Centro de Seqí jenciamento de Proteínas, Anál ise de Aminoácidos e 

Síntese de Peptídeos do Departamento de Bioquímica do Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo. Após redução e carboximeti lação, a amostra foi 

anal isada por degradação de Edman em um seqüenciador automático Applied 

Biosystems 473 A. Foram realizados cinco ciclos de degradação. 

3.4 Irradiação das amostras: 

Amostras de bothropstoxina 1 (2 mg/ml em NaCI 150 mM) foram irradiadas 

com as doses de 500, 1000 ou 2000 Gy, a temperatura ambiente e na presença 

de oxigênio atmosférico. Como controle, alíquotas das amostras foram mantidas 

nas mesmas condições acima com exceção da radiação. Cabe ressaltar que 

devido a alta atividade da bomba de cobalto utilizada, t ivemos de utilizar uma 

bl indagem de 9 0 % para mantermos uma taxa de dose compatível com 
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experimentos realizados anteriormente Com o auxilio da bl indagem obt ivemos 

uma taxa de dose de 1666 Gy/h. 

3.5 Análise das alterações estruturais: 

3.5.1 E s p e c t r o m e t r i a de m a s s a 

Após a irradiação, 5 [i\ da toxina nativa ou irradiada (400)ag/ml) foram 

injetados em um cromatógrafo liquido de alta performance (HPLC) conectado a 

uma coluna capilar de fase reversa C8 (250 m m X 180 jam, Vydac, tamanho da 

partícula =5\xm) com fluxo de 2 |.il/minuto e com um gradiente de 5 a 100% de fase 

móvel B em 60 minutos. As fases móveis A e B consist iam respectivamente de 

0 , 1 % de acido fórmico e 8 0 % de acetonitri la em 0 , 1 % de ácido fórmico. A 

absorvância do eluato foi monitorada a 214 nm em um detetor de ultravioleta. A 

saída do detector por sua vez estava conectada a um espectrómetro de massa 

(Finnigan TSQ 700) permit indo assim a injeção da amostra após a remoção do 

sal. Este aparelho é um triplo quadripolo no qual a amostra é ionizada por 

"electrospray" (U=-3800 volts) . A janela de detecção util izada foi de 300 a 2000 

M/z e o tempo de varredura foi de 2 segundos. 

3.5.2 De te rminação da m a s s a da b o t h r o p s t o x i n a - 1 : 

Após analisar a bothropstoxina-1 por espectrometr ia de massa, foi 

necessário calcular o peso molecular da mesma a partir dos picos obtidos. Para 

tal , baseamo-nos no algori tmo abaixo descrito: 

Parte-se do princípio que dois picos de massa adjacentes {mi, 012} di ferem 

por um número de carga. 
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3.5.3 E s p e c t r o m e t r i a de m a s s a por d e s o r ç ã o a laser a s s i s t i d a p o r mat r i z -
t e m p o de v ô o (MALDI-TOF): 

Por motivos técnicos, t rocamos o "electrospray" pelo MALDI-TOF. Esta 

metodologia, ao invés de se basear na deflexão da proteína ionizada quando 

submetida a um campo eletromagnético, baseia-se no tempo que a molécula leva 

para atingir o detector após ter sido vaporizada por um feixe de laser. Quanto 

maior a razão carga/massa de um dado composto, menor o seu momento e maior 

a sua velocidade. Este tipo de aparelho apresenta maior sensibil idade ( lO"'^ M) e 

reprodutibil idade, todavia a sua resolução e precisão e são sensivelmente 

menores (H. Hines, comunicação pessoal). 

Considerando-se este fato, as equações abaixo podem ser util izadas para 

determinar as cargas {ni, n?) e a massa molecular (M) de um dado composto: 

n2=ni-1 (com m2> mi e n2 < ni) 

n2= {mi-ma) 

(m2-mi) 

M=n2(m2-ma) 

Onde mi representa a razão carga-massa do primeiro pico; 1712 é a razão m/z 

do segundo pico e mg é a massa do íon aduto. Trabalhando em modo posit ivo, 

este é um próton, logo iria será igual a 1u. Uti l izando-se a razão carga-massa de 

dois picos consecut ivos é possível resolver as equações acima e determinar a 

massa da molécula de interesse. 
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3.5.4 D i c r o i s m o c i rcu la r : 

Amostras da toxina nativa e irradiada, dissolvidas em NaCI 150 m M foram 

dial isadas "overnight" contra fosfato de sódio 10 mM pH 7 e di luidas para uma 

concentração proteica final de 200 | i g /m l . Em uma alíquota das amostras, 

adicionou-se 2-mercaptoetanol para uma concentração final de 2mM. Para cada 

amostra, foi feito um branco, consist indo de todos os reagentes com exceção da 

proteína. A elipticidade das amostras foi então determinada em um 

espectropolarímetro JASCO J 600. 

As amostras (1 |il de BthTx-1 a 2 mg/ml em NaCI 150 mM) foram diluídas em 

1 fil de ácido a-ciano-4-hidroxicinâmico a 10 mg/ml em acetonitri la com 0,1 % de 

ácido trif luoroacético e analisadas em um aparelho Voyager-DE (Perseptive 

Biosystems) conforme as condições abaixo: 

-Voltagem de aceleração: 20000 volts 

-Pressão: 2.8 x 10"^ m m Hg 

-Laser: N2. 

-Comprimento de onda do laser: 337 nm 

-Pulso do laser: 3 ns, com 20 pulsos por segundo. 

-Comprimento do tubo de vôo: 1,2 m. 

Os dados foram analisados util izando o software Voyager do mesmo 

fabricante. 
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3.5.5 Desnaturação térmica 

Este ensaio foi realizado visando determinar a entalpia associada à toxina na 

sua forma nativa ou irradiada. Para tal, procedeu-se a um ensaio de desnaturação 

térmica monitorado por dicroismo circular. Bothropstoxina-1, nativa e irradiada, foi 

ensaiada em tampão fosfato de sódio 2 0 mM pH 7 ou acetato de sódio 2 0 mM pH 

4 . A amostra foi colocada em uma cubeta termostat izada por efeito Peltier 

acoplada ao espectropolarímetro. A seguir, procedeu-se a um aquecimento 

gradual (1°C/minuto) iniciando-se o ensaio a 20°C,e levando-se a temperatura até 

9 0 ° C . A presença de estrutura secundária foi monitorada a 2 2 2 nm. O sinal foi 

registrado a cada meio minuto. Os dados foram tratados como termodinâmica com 

equilíbrio de segunda ordem, baseando-se na equação de Gibbs-Helmoitz: 

AG(T)=AHm((1-T/Tm) + ACp(T-Tm-T In (T/Tr,)) 

Onde AG(T) representa a diferença de energia à temperatura T; Tm, a 

temperatura de fusão; AHm a variação de entalpia na temperatura de fusão; e ACp 

a diferença de capacidade térmica entre as formas nativa e desnaturada. Esta 

equação se baseia nas seguintes premissas: 

(i) O processo de desnaturação é uma reação de dois estados 

(two State reaction), isto é, a proteína passa do estado nativo para o estado 

denaturado sem que haja um estado intermediário. 

(ii) G(T) é positivo, ou seja, existe uma temperatura na qual a 

proteína é estável. 

(iii) ACp é constante e finito. . 
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Baseando-se nestas premissas, o ponto de fusão e a entalpia de Van't Hoff 

das amostras foram calculados em um programa de computador elaborado pelo 

Dr. J. Carra (U.S. Army Medical Research Institute for Infectious Diseases). 

3.5.6 R e c r o m a t o g r a f i a da t o x i n a i r rad iada 

Após a irradiação com 2000 Gy, 10mg de BthTx-1 foram injetadas em uma 

coluna de Sephacryl-S200 HR com o intuito de separar eventuais formas de maior 

peso molecular. A fase móvel util izada foi fosfato de sódio 50 m M e o f luxo foi de 

0,3 ml/minuto. Foram coletadas frações de 1 ml. Após a cromatograf ia, 

selecionou-se os tubos mais representativos de cada pico. 

3.5.7 F l u o r e s c ê n c i a 

Os espectros de f luorescência da toxina nativa, da fração de menor peso 

molecular e da fração de maior peso molecular foram obtidos em 

espectrof iuorímetro Hitachi F-4500, com a temperatura estabi l izada em As 

medidas foram feitas em célula de quartzo com caminho óptico de 1 cm. Os 

parâmetros foram: excitação 295 nm e emissão em 300-450 nm com abertura 

para emissão mais excitação de 5 nm, e vol tagem na fotomult ipl icadora de 950 V. 

Os controles foram feitos nas mesmas condições, depois subtraídos dos espectros 

encontrados para as proteínas, e a intensidade da emissão foi calculada pela 

integração total entre 305-450 nm. 
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3.5.8 S u p r e s s ã o da F l u o r e s c ê n c i a 

Os experimentos de supressão com acri lamida foram feitos em diversas 

concentrações. A acri lamida foi adicionada seqüencialmente para a concentração 

final de 313 mM. A intensidade final foi corrigida para os efeitos de diluição, e a 

supressão de f luorescência calculada usando a relação [ (F /FQ) ] , onde F e FQ são 

as medidas das intensidades com e sem a adição de acri lamida respect ivamente. 

As constantes de supressão de Stern-Volmer (Kgv) foram obtidas para um gráfico 

de [ (FQ/F ) - 1 ] X concentração de acr i lamida por regressão linear. 

Tendo esta metodologia se mostrado válida para a análise comparat iva da 

toxina nativa ou irradiada com 2000 Gy, procedemos aos ensaios de supressão de 

f luorescência mediada pelo solvente (solvent quenching) das amostras nativas e 

irradiadas com 500, 1000 e 2000 Gy na forma nativa ou reduzida e em pH 5 ou 7. 

Nesta análise, uma maior exposição do fluoróforo (triptofano 77) ao solvente 

resulta em uma menor intensidade de f luorescência, em decorrência das colisões 

das moléculas de água com o anel aromático. Assim, qualquer alteração na 

conformação da interface de interação monômero-monômero será detectada por 

uma alteração da f luorescência. 

3.6 Análise computacional e modelagem molecular: 

Todas as análises computacionais de estrutura, hidrofobicidade e 

acessibi l idade ao solvente foram feitas pelos computadores do banco de dados de 

proteínas Swissprot (www.expasy.ch) a partir da estrutura primária da 

bothropstoxina-1 descrita na literatura '̂̂  e da estrutura cristalográfica descrita por 

Giotto 

http://www.expasy.ch
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O primeiro e segundo inocules foram feitos emulsif icando-se o antigeno em 

adjuvante de Ribi reconstituído, por ser este um adjuvante que não promove 

reações adversas . As diluições foram a feitas a partir de uma solução mãe a 

2mg/ml conforme abaixo: 

50 Ĵl de toxina +450 \i\ de NaCI 150 m M + 500 pl de adjuvante de Ribi 

reconstituido *=1,0 ml 

* Para reconstituir o adjuvante, bastou aquecé-lo a 37^C, adicionar NaCI 150 

m M e agitá-lo até obter uma emulsão. 

3.7 Produção de anticorpos monoclonais: 

3.7.1 Imun ização: 

Foram formados 4 grupos de 5 camundongos Balb/c machos (Charles River 

FCRF) , pesando 20 + 2 g. Util izou-se bothropstoxina nativa ou irradiada com 

2000 Gy como antígeno conforme o protocolo abaixo: 

Grupo Antígeno dose (|ig/animal) 

1 bothropstoxina nativa 5 

2 bothropstoxina nativa 10 

3 bothropstoxina irradiada 5 

4 bothropstoxina irradiada 10 
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Foi feito um terceiro inoculo dissoivendo-se o antígeno em NaCI 150 m M . 

Nestes três primeiros inocules a via util izada foi a sub-cutânea. O intervalo entre 

as imunizações foi de quinze dias. Três dias antes de sacrificar os animais, os 

mesmos foram est imulados com as mesmas dosagens pela via intra-peritoneal. 

3.7.2 Fusão 

Após eutanasia por deslocamento cen/ical, o baço de um animal de cada 

grupo foi removido assepticamente e transferido para um tubo cónico estéril 

contendo 25 ml de meio OPTI-MEM (Gibco BRL) em banho de gelo. Os baços 

foram cortados em pedaços com tesouras estéreis. A seguir , t ransferiram-se os 

mesmos para uma tela metál ica de malha fina, no topo de um tubo cónico de 50 

ml, também em banho de gelo. Após remover restos de tecido conectivo, os baços 

foram reduzidos a pedaços cada vez menores com o auxilio de tesouras estéreis. 

Com os baços ainda na tela, lavaram-se os mesmos com 10 ml de solução de lise 

de hemáceas (cloreto de amonio em tris lOmM pH 7.5), agitando-se o 

homogenato e macerando-o com um bastão de vidro, apl icando-se uma ligeira 

pressão sobre o tecido para forçar as células tubo abaixo. Finda esta etapa, as 

células obtidas foram incubadas por 10 minutos em banho de gelo. As células de 

mieloma de camundongo foram lavadas 2 vezes (1000 RPM, 4 ^ 0 , 5 minutos) e 

ressuspendidas em 25 ml de meio OPTI-MEM (sem soro fetal) gelado, 

complementado com gentamicina e fungizona. As células foram contadas e sua 

viabil idade aval iada com Trypan Blue em um hemocitômetro, após uma diluição 

1:10 em meio e uma segunda diluição 1:2 no corante. 
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A seguir as células de Baço e de mieloma foram novamente centr i fugadas 

(1000 RPM, 40c, 5 minutos) e ressuspendidas em meio fresco . As células de 

baço foram então misturadas com as de mie loma de modo a obter uma relação 

célula de baço/célula de mieloma entre 6/1 e 10 /1 . Após ligeira agitação, as 

células foram recentrifugadas (750 RPM, 5 minutos a temperatura ambiente). 

Descartou-se o sobrenadante e as paredes do tubo foram cuidadosamente secas 

com algodão estéril, no intuito de remover todo o liquido possível, evitando diluição 

do polieti leno glicol. O tubo contendo as células foi então transferido para um 

banho termostat izado regulado para 3 7 ^ 0 . Iniciou-se então a fusão celular. 2 mi 

de polieti leno glicol (PEG 1500, Boeringer Mannheim) previamente aquecido a 

3 7 O C foram adicionados as células em um minuto, pela parede do tubo e sob 

ligeira agitação, mantendo-se as células aquecidas. As células foram então 

recentrifugadas (750 RPM, temperatura ambiente) . Devido a fragil idade da 

membrana celular na presença de PEG, ao invés de programar a velocidade de 

rotação desejada, aumentou-se paulat inamente a mesma ate alcançar a rotação 

desejada. A partir deste ponto, centr i fugaram-se as células por 30 segundos e 

esperou-se pela parada total do rotor antes de remover o tubo. Retornou-se o 

mesmo para o banho termostat izado e 2ml de meio previamente aquecido foram 

adicionados em 2 minutos com ligeira agitação. Continuando a diluição do PEG, 

adicionaram-se mais 10 ml de meio aquecido em dois minutos. Repetiu-se este 

ultimo procedimento mais uma vez, total izando 2ml de PEG+2ml meio+10 ml de 

meio+ lOmI de meio=24ml. 
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As células foram então centr i fugadas a temperatura ambiente, tomando-se 

os mesmos cuidados acima descritos no que se refere a aceleração. Após 

descartar o sobrenadante as células foram ressuspendidas em 25 ml de meio 

OPTI -MEM contendo 0.2 m M de hipoxantina, 0.8 pM de aminopter ina 32 pM de 

t imidina e 2 0 % de soro fetal bovino (note-se que todos os reagentes estão com o 

dobro da concentração desejada , já que a suspensão celular será diluída 1:2 nas 

placas de microtitulação contendo o " feeder l aye r " ) . Uma vez ressuspendidas as 

células, estas foram transferidas para um frasco contendo 80 ml de meio OPTI -

MEM adicionado de HAT e soro fetal conforme acima. Transfer iram-se então 100 

pl da suspensão celular para placas de microtitulação de 96 poços (10 placas para 

o animal imunizado com toxina nativa, 10 placas para o animal imunizado com 

toxina irradiada) contendo 100 pl de meio e previamente acondic ionadas com 

macrófagos perifoneáis de camundongos Balb/c (feeder layer). As placas foram 

então levadas para incubadoras de CO2 e, decorridos 15 dias, coletou-se o 

sobrenadante para analise. 

3.7.3 S c r e e n i n g d o s c l o n e s 

Os sobrenadantes dos clones obtidos foram testados individualmente por 

ensaio imunoenzimático (ELISA) contra a forma autológa do antígeno (anti-nativo 

X toxina nativa e anti-irradiado x toxina irradiada). Para tal uti l izaram-se placas de 

microtitulação sensibi l izadas com 10 pg/ml de toxina em tampão carbonato pH 9.6. 

O segundo anticorpo consistiu de uma IgG de cabra anti-igG de camundongo 

conjugada com peroxidase e como cromógeno usou-se 2,2'-azino-bis(3-

eti lbenzotiazolina-ácido sulfônico) diamônio. 
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Foram incluídos controles positivos e negativos em duplicata. Após uma 

primeira varredura, os clones positivos foram transferidos para placas de 24 poços 

e, decorridos 15 dias, os sobrenadantes foram novamente testados por ELISA. 

Cabe ressaltar que, nesta etapa, todos os clones foram testados contra o antígeno 

na forma nativa e irradiada v isando identificar anticorpos capazes de discriminar 

as duas formas do antígeno. 

3.7.4 A n á l i s e d o s c l o n e s p o s i t i v o s p o r r e s s o n â n c i a p l a s m ô n i c a de super f í c i e 

Tendo em vista o grande número de clones positivos obtidos na primeira 

varredura , optamos por subclonar apenas células que produzissem anticorpos 

contra regiões diferentes da toxina. Primeiramente, dividiram-se os clones em 

altamente reativos, mediamente reativos e fracamente reativos. Tal propriedade foi 

investigada util izando um aparelho BIACORE (Biacore AB) . Em uma primeira 

etapa, ativou-se um "chip" CM5 para acoplamento por grupamentos amina. Em 

uma célula de fluxo imobil izou-se BthTx-1 nativa e em outra BthTx-1 irradiada. A 

superfície foi então bloqueada com etanolamina. Os sobrenadantes dos clones (20 

)il ) foram então testados contra estas duas superfícies. Após cada injeção, o 

ant icorpo adsorvido foi removido pela injeção de 5 ul de glicina 100 mM pH 3. Os 

padrões de reatividade foram examinados e selecionaram-se apenas anticorpos 

que t ivessem alta reatividade ou discr iminassem entre toxina nativa e irradiada. 

A seguir, util izando o mesmo tipo de "chip, imobil izou-se IgG de coelho anti 

Fc de IgG de camundongo. 
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Em seguida, injetou-se um dos anticorpos a ser anal isado. Em decorrência 

da presença de anticorpos anti Fc de camundongo, este permaneceu l igado à 

superfície. Eventuais sítios reativos remanescentes foram bloqueados com 

gamaglobul ina de camundongos não imunizados. A próxima injeção consist iu de 

BthTx-1 nativa ou irradiada. Desta forma obteve-se uma superfície apresentando 

todos os epitopos da toxina com exceção daquele pelo qual a mesma estava 

l igada ao ant icorpo ligado à IgG de coelho, possibil itando ensaios de compet ição. 

De acordo com dados cristalográficos a bothropstoxina-1 ocorre na forma 

dimérica, o que implicaria em um sítio reativo adicional para o anticorpo pelo qual 

a toxina está adson/ida. Para eliminar esta variável, o mesmo anticorpo util izado 

na adsorção foi reinjetado, visando bloquear o epitopo remanescente do dímero. 

Os anticorpos a serem testados foram então injetados seqüencialmente. Tendo 

em vista o fato de uma imunoglobul ina ter um tamanho cerca de 11 vezes maior 

do que aquele da toxina investigada, existia a possibil idade de, após a adsorção 

de alguns dos anticorpos a serem investigados, ocorrer impedimento esférico e 

mascaramento de epitopos ainda disponíveis. Assim, optou-se por variar as 

seqüências de injeção, de forma a assegurar que todas as imunoglobul inas 

testadas t ivessem acesso ao seu epitopo. Entre as seqüências de injeção, os 

ligantes foram removidos com glicina conforme acima descrito. 
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3.7.5 S u b c l o n a g e m d o s c l o n e s de in te resse 

Os clones selecionados de acordo com a metodologia ac ima descrita foram 

subclonados por diluição limitante conforme abaixo: 

Para cada clone a ser subclonado, preparou-se 2 placas de microtitulação, 

contendo 150 ^1 de meio OPTI -MEM. As placas foram então colocadas em uma 

estufa a 37°C para aquecer o meio. A seguir, o número de células viável/clone foi 

determinado com Trypan Blue e as células, após previa diluição (1:60) foram 

contadas em câmara de Neubauer. O número obtido foi então utilizado para 

determinar o vo lume de meio a ser adic ionado a 10 |il de células de forma a obter 

uma diluição tal que só haja uma célula para cada 100 |il de meio. Após 

apropriada di luição, transferiu-se 100 ¡al da suspensão celular para cada poço da 

placa de microtitulação. A segunda placa foi utilizada com uma diluição 1:2 da 

suspensão celular, esperando-se assim 0.5 células por 100 [Í\. Após 15 dias em 

cultura, coletou-se os sobrenadantes. Os mesmos foram ensaiados por ELISA 

conforme ac ima descrito e foram selecionados 2 clones com alto título para uma 

adicional subclonagem, de forma a assegurar que os anticorpos obtidos eram de 

fato provenientes de uma única população de células. 
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3.8 Caracterização dos anticorpos monoclonais: 

3.8.1 I s o t i p a g e m 

As imunoglobulinas produzidas pelas células subclonadas foram ensaiadas 

por ressonância plasmônica de superfície para determinar seu isotipo. Para tal, 

uti l izou-se um kit de isot ipagem Biacore. Em uma primeira etapa, imobil izou-se 

uma IgG anti- lgG de camundongo específ ica para a região Fcy. Esta IgG foi 

uti l izada para capturar os monoclonais cuja subclasse se queria determinar. A 

seguir foram injetados sequencialmente os anticorpos específ icos para cada 

isotipo. Aquele que se l igasse à IgG capturada possibil itaria identificar a 

subclasse da mesma. 

3.8.2 W e s t e r n b lo t : 

Uma amostra de BthTx-1 (200 ^ig ) foi apl icada em um gel (NOVEX) a 10% 

em tris-tricina. Finda a eletroforese, as proteínas do gel foram transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose (0,22|i) do mesmo fabricante A membrana foi 

b loqueada com leite desnatado a 5% em tampão tris/salina pH 8.3 por uma hora. 

Os. Sobrenadantes dos clones (80 |il di luídos 1:10 em tris-salina) foram então 

incubados "over night" . Após 4 lavagens com tris-salina, a membrana foi 

incubada por 90 minutos com IgG de carneiro anti- lgG de camundongo conjugada 

com peroxidase. Depois de 4 lavagens, a reação foi revelada pela adição de 

substrato/cromógeno TMB (Kirkgaard & Perry laboratories). 
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3.8.3 De te rminação da a f i n i d a d e d o s a n t i c o r p o s : 

Em um chip CIVI-õ (Biacore AB) , acoplou-se IgG de coelho anti- lgG de 

camundongo. Após bloquear os sítios aminoreativos remanescentes com 

etanolamina, injetou-se o mencionai a ser testado, f icando este l igado por sua 

porção Fc. Procedeu-se então a injeção da toxina nativa ou irradiada, f icando esta 

l igada aos anticorpos. Ao contrario do que ocorre com antígenos ensaiados por 

western-blot, neste ensaio o antígeno não sofre nenhum tipo de denaturação, 

constituindo assim um ensaio de l igação em solução com a toxina apresentando 

seus epitopos conformacionais Foram injetados 20 \i\ de solução por corrida. 

Cabe ressaltar que ainda não se teve êxito em produzir todos os anticorpos em 

f luído ascítico. Assim, testou-se os sobrenadantes de cultura de que se dispunha 

sem nenhuma purif icação prévia. Em função disto, não se pôde determinar a 

concentração de IgG presente no material injetado. A determinação da afinidade 

de anticorpos pela técnica que foi util izada normalmente requer que as 

imunoglobul inas purif icadas sejam analisadas em concentrações conhecidas. 

Desta forma, não foi possível calcular o Kd em termos molares. O que se analisou 

foi a dissociação do complexo antígeno-anticorpo por 60 segundos. Deste modo, 

contornou-se o problema da diferença de concentração de IgG entre as diversas 

amostras. Os resultados foram analisados pelo software do aparelho (Biacore) e 

expressos como Kd em função do tempo. 
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Figura 4 : Perfil cromatográf ico de 25 mg de veneno total em uma coluna Resource S 
(Amersham Pharmacia Biotech). Tampão A : fosfato de sódio 25 mM pH 7.8. Tampão B: 
fosfato de sódio 25 mM / NaCI 2 M pH 7.8. Fluxo: 2.5 ml/minuto. Volume coletado: 1 ml / tubo. 

4. Resultados 

4.1 Purificação da botiiropstoxina-1 : 

A cromatograf ia do veneno total resultou em três picos (figura 4). O primeiro 

eluiu antes de se iniciar o gradiente e constitui a fração não adsorvida. O segundo 

pico foi detectado com uma concentração de NaCI de 420 m M e corresponde à 

bothropstoxina-1. Um terceiro pico foi observado eluindo com 560 m M de sal. 

Dados preliminares indicam que esta última fração tem atividade fosfol ipase A2 e 

um peso molecular em torno de 14 kDa. 
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4.2 Determinação da pureza: 

4.2.1 Eletroforese em gel de poliacri lamida (SDS-PAGE): 

A fração purif icada apresentou uma única banda com peso molecular em 

torno de 14 kDa (figura 5) compatível com aquele descrito para a bothropstoxina-1 

No entanto, foram descritas outros componentes do veneno de B. jararacussu 

com peso molecular próximo razão pela qual se optou por confirmar a 

identidade do material purif icado por sequenciamento N-terminal. 

HW (kDa) ^^gj 

HA 
6 U 

55.4 

3 t J 

31 

2 W 

M.4 

M 1 
M-Marcadores de peso molecular 

1-Fração purificada 

Figura 5 : SDS-PAGE da fração purif icada em um gel de poliacri lamida na presença de 
|3 mercaptoetanol. 

4.2.2 S e q u e n c i a m e n t o N- termina l : 

A sequencia obt ida foi S-L-F-E-L, correspondendo a aquela descrita na 

literatura para a bothropstoxina-1 conf i rmando assim a identidade do material 

purificado. 
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4.3 Irradiação das amostras 

Não se observou nenhum tipo de material insolúvel após a irradiação. 

4.4 Análise das alterações estruturais: 

4.4.1 E s p e c t r o m e t r í a de m a s s a 

4.4.1.1-LC/ESI-MS 

A analise da amostra nativa por eletrospray aponta para uma alta pureza do 

material (figura 6) , val idando o método de purif icação util izado. Calculando-se a 

massa a partir do algori tmo descrito, temos: 

mi=m/zi 1247.0 

1712= m/Z21371.5 

ma=1 

De posse desses valores n2e M podem ser calculados: 

Com m i = 1247.0 

em2-mi= 1371.5-1247.0= 124.5 

temos r72=10 

sendo M = n2 (m2-ma) obtém-se M= 13705 

Para a amostra irradiada com 2000 Gy, o espectro obtido e muito mais 

complexo (figura 7 ) , indicando a presença de varias formas da toxina. 
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Figura 6: espectro de massa da toxina nativa 
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Figura 7: espectro de massa da toxina irradiada com 2000 Gy 
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4.4.1.2-MALDI-TOF 

Conforme acima citado, a resolução deste aparelho é menor. Este fato é 

exemplificado pelo espectro da toxina nativa (figura 8). A toxina pode ser 

detectada na sua forma monomêr ica com cargas +3, +2 e + 1 . Aparecem também 

a bothropstoxina-1 na sua forma dimérica (M=27388,58), o tr ímero (M=411157,65) 

o trímero com carga +2 (M/z=20567,2) e o tetrâmero com carga +1 (M= 54833,92). 

n 30000-
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lõóõo 30000 40000 

M/z 

Figura 8: espectro MALDI-TOF da toxina nativa. 
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Figura 9: espectro MALDI-TOF da toxina irradiada com 500 Gy. 

Para a amostra irradiada com 500 Gy (figura 9), considerando a janela de 

detecção utilizada, podemos ver o monômero da bothropstoxina-1 com carga +2 

(M/z=6874,43) e +1 (M=13744,36). O dímero e as outras formas não foram 

detectadas. 
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Figura 10: espectro MALDI-TOF da toxina irradiada com 1000 Gy. 

Para a amostra irradiada com 1000 Gy (figura 10), Mais uma vez, säo 

detectados os monömeros com cargas +2 e +1. 
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Figura 11: espectro MALDI-TOF da toxina irradiada com 2000 Gy. 

O espectro da toxina irradiada com 2000 Gy (figura 11) é um pouco mais 

complexo de ser analisado. Na porção esquerda do gráfico são vistos picos cujas 

razões carga/massa não correspondem à proteína de interesse. Não foi possível 

determinar se tais picos correspondem a fragmentos da toxina ou a modificações 

na estrutura primária da proteína (desaminação, oxidações), acarretando 

diferenças de massa. Na posição correspondente ao pico da proteína com carga 

+1 (em torno de 13700) podemos ver um pequeno pico, que corresponde à toxina 

íntegra. 
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4.4.2 D i c r o i s m o c i r c u l a r 

Ao compararmos os espectros da BthTx-1 nativa e irradiada com a dose de 

500 Gy (figura 12), nenhuma diferença significativa é observada, mostrando ser 

esta dose insuficiente para promover alterações estruturais detectáveis por esta 

técnica. 

Figura 12: espectro CD da toxina nativa e irradiada com 500 Gy. 
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Figura 13: espectro CD da toxina nativa e irradiada com 1000 Gy. 

Quando a toxina é irradiada com 1000 Gy (figura 13), ocorre significativa 

perda de sinal apontando para uma perda de elementos estruturais. 
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Figura 14: Espectro CD da toxina nativa e irradiada com 1000 ou 2000 Gy. 

Ward et al.^^ Atr ibuem às miotoxinas uma estrutura bastante rígida, 

estabil izada pelas 7 pontes dissulfeto que a molécula encerra. Em vista deste 

fato, resolvemos averiguar o papel destas pontes na estabil idade conformacional 

da toxina irradiada com 2000 Gy. Para tal, determinou-se o espectro CD da toxina 

nativa ou irradiada na dose acima na presença de (3-mercaptoetanol. 

A diminuição de sinal observada para a amostra irradiada com 1000 Gy é 

novamente observada para a amostra irradiada com 2000 Gy (figura 14). Ao 

compararmos os espectros obtidos para a toxina irradiada com 1000 e 2000 Gy, 

observa-se que os espectros são muito semelhantes. 
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Pode-se observar abaixo (figura 15) que a redução das pontes S-S na 

toxina nativa resultou em uma diminuição da elipticidade. 

• nao reduzida 

•reduzida (2 mMDTT) 

250 270 

comprimento de onda (nm) 

Figura 15 : efeito da redução das pontes dissulfeto na estrutura secundaria da 

bothropstoxina-1 nativa. 
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Figura 16: efeito da redução das pontes dissulfeto na estrutura secundaria da 

bothropstoxina-1 irradiada com 2000 Gy. 
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Para a toxina irradiada com 2000 Gy, a alteração no padrão de elipticidade 

foi ainda mais drástica (figura 16). 
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4.4.3 Denaturação térmica 

Conforme descrito em materiais e métodos, a amostra foi ensaiada em dois 

pHs, 7 e 4, O intuito deste procedimento era testar a estabil idade e solubil idade da 

proteína nestas duas condições durante o processo de aquecimento. A amostra 

diluída em tampão fosfato precipitou durante o ensaio, mostrando-se esta 

condição inviável para a análise. Tal fato não se repetiu para a amostra em pH 4. 

Sendo assim, optou-se por proceder à análise em tampão acetato. As amostras 

irradiadas com 1000 e 2000 Gy apresentam um sinal bem menor no comprimento 

de onda utilizado (222 nm), apontando para um decréscimo na quantidade de alfa-

hélice quando comparadas com a toxina nativa e irradiada com 500 Gy (figura 17). 
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Figura 17: elipticidade da toxina nativa ou irradiada a 222 nm. 

Observa-se também que não houve diferenças significativas entre o ponto 

de fusão da toxina nativa e aquele das toxinas irradiadas (tabela 4). 
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A entalpia de Vant'Hoff (AHvh) apresentou-se diferente, sendo 

signif icativamente menor nas amostras irradiadas. A transição entre o estado 

nativo e denaturado ocorreu numa faixa de temperatura muito menor para toxina 

nativa do que para as toxinas irradiadas. Também pode se notar que o 

deslocamento do equil ibrio na t i vo^desna tu rado iniciou-se em uma temperatura 

menor para a BthTx-1 irradiada. 

Tabela 4: Ponto de fusão e entalpia de Vant'Hoff da BthTx-1 antes e após a irradiação. 

Amostra Ponto de fusão (°C) AH (l<cal/mol) 

Nativa 65.6 ±0 ,5 75 

500 Gy 64,7 + 0,5 60 

1000 Gy 65.6 ±0 ,5 43 

2000 Gy 62,5 ±0 ,5 32 
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4.4.4 Rec roma tog ra f i a da t ox ina i r rad iada 

Conforme pode ser visto no perfil de eluição da toxina irradiada (figura 18), A 

irradiação com 2000 Gy promoveu o aparecimento de uma forma de maior peso 

molecular. No entanto, devido a faixa de resolução da resina utilizada, não foi 

possível separar totalmente as duas formas da toxina, razão pela qual optou-se 

por selecionar os tubos 36 e 42 onde as formas de maior e menor peso molecular 

ocorrem de forma predominante. 
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Figura 18: perfil de eluição da BthTx-1 irradiada com 2000 Gy em Sephacryl S-200 HR 
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4.4.5 F l u o r e s c ê n c i a 

Os dados brutos da f luorescência foram processados de forma a determinar 

as constantes de supressão de Stern-Volmer (coeficiente angular da reta [(fo/f)-1] x 

concentração de acri lamida). Tais constantes refletem diretamente a exposição do 

fluoróforo ao solvente. Desta forma, quanto menor a constante de Stern-Volmer, 

menor a exposição do triptofano 77 ao solvente. Para a amostra nativa, observa

se um comportamento bifásico (figura 19) que pode ser atribuído a um equilíbrio 

entre a forma monomér ica da toxina (alta constante de Stern-Volmer) e a forma 

dimérica (baixa constante). Já para a amostra do tubo 36, observa-se um 

comportamento monofásico com uma constante de supressão que sugere 

predomínio da forma dimérica. Para a amostra do tubo 42, a constante se 

apresenta mais alta, apontando para uma maior exposição do triptofano 77. 

Tubo 42 Ksv=7.224 M"' 
Tubo 36 Ksv=5.230 M"' 
Toxina nativa Ksv1=1.783 M 

Ksv2=9.756 M'' 

r'=0.987 
r'=0.994 
r'=0.968 
r^=0.999 

de 

0.2 

Acrylamide (M) 

Figura 19: supressão da f luorescência do tr iptofano 77 por concentrações crescentes 

acri lamida. 
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Foi então investigado se esta alteração da estrutura quaternária ocorria em 

um padrão dose-dependente. Para tal , anal isamos o espectro de emissão da 

bothropstoxina-1 nativa e irradiada com 500, 1000 e 2000 Gy. Neste ensaio, ao 

invés de uti l izarmos acri lamida para avaliar a exposição do fluoróforo ao solvente, 

baseamo-nos na atenuação da f luorescência decorrente das colisões das 

moléculas de água com o grupamento aromático. Ao expormos o anel aromático, 

o rendimento quântico diminui em função da acessibi l idade deste ao solvente e da 

maior probabil idade de colisões de moléculas do solvente com o anel aromático. 

A análise foi realizada em pH 7 e 5 para investigarmos também o efeito do pH na 

estrutura quaternária da bothropstoxina. 
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Abaixo vemos o espectro de f luorescência da BthTx-1 nativa ou irradiada em 

pH 5 ( figura 20) e 7 (figura 21). 

Figura 20: espectro de fluorescência em pH 5 da toxina nativa e irradiada. 
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Figura 21: espectro de fluorescência em pH 7 da toxina nativa e irradiada. 
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Figura 22: Espectro de emissão da BthTx-1 em pH 7 após redução de suas pontes 
dissulfeto. 

O espectro ac ima mostra que a redução das 7 pontes S-S na toxina nativa 

acarreta uma exposição maior do triptofano 77. Ainda na mesma figura, podemos 

ver que o rendimento quântico diminui em função da dose de radiação. Assim, 

mesmo após a redução das pontes dissulfeto que conferem rigidez à BthTx-1 o 

tr iptofano se encontra em uma região cuja acessibi l idade ao solvente depende da 

dose de radiação a que a toxina foi submetida. 

Estes dados mostram que a irradiação leva a uma gradual exposição do 

triptofano 77 em um padrão dose dependente. Observa-se também que o 

rendimento quânticos das amostra ensaiadas em pH 5 é l igeiramente menor do 

que aquele que se obtêm em pH 7. O papel das pontes dissulfeto na estrutura 

quaternária da botf iropstoxina também foi investigado por esta técnica. Após 

redução das l igações S-S pela adição de DTT, mediram-se os espectros de 

emissão das amostras nativas e irradiadas (figura 22). 
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4.5 Produção de anticorpos monoclonais 

Uma semana após a primeira imunização, todos os animais foram 

anestesiados e sangrados pelo plexo retro-orbital para t i tulação de IgG anti-

bothropstoxina-1 . Todos os animais apresentaram títulos entre 1:6400 e 1:12800. 

Entretanto, não foi possível realizar sangrias subsequentes para acompanhar a 

cinética de produção de IgG. 

Após a fusão com células de mieloma, iniciou-se uma varredura por ensaio 

imunoenzimático nos 2000 clones obtidos para identificar os clones posit ivos. 

Foram considerados positivos todos os clones cujo sobrenadante apresentasse 

uma densidade óptica igual ou maior que 0,5 . Uma vez selecionados, estes 

clones foram transferidos para placas de 24 poços e reensaiados . 

Na primeira varredura foram obtidos 40 clones positivos para os animais 

imunizados com toxina nativa e 201 clones positivos para os animais imunizados 

com a toxina irradiada. Na segunda varredura, estes números diminuíram (19 

c lones positivos para a toxina nativa e 134 para a toxina irradiada). Esta 

diminuição no numero de clones positivos pode ser atribuída a falsos posit ivos na 

primeira varredura ou a instabil idade de alguns dos clones. 



58 

4.5.1 Análise dos clones positivos por ressonância plasmônica de superfície 

Os clones positivos no ensaio imunoenzimatico foram ensaiados por esta 

técnica. Neste ensaio, adsorve-se o ligante a um "chip" previamente condicionado 

para acoplamento de grupamentos amina. A seguir, injetaram-se 5jil da solução a 

ser ensaiada. Finda a injeção, pôde se avaliar a quantidade de material ligado pela 

diferença entre a leitura (em unidades de ressonância ou UR) após o termino da 

injeção e a leitura inicial (linha base). Segue abaixo um sensograma típico deste 

tipo de ensaio (figura 23). 
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Figura 23: Sensograma típico de um ensaio de ressonância plasmônica de superfície. 
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A caracterização dos anticorpos por esta metodologia permitiu diminuir mais 

ainda a quant idade de candidatos a subc lonagem. No entanto ainda se corria o 

risco de estar selecionando anticorpos com afinidade pelos mesmos epitopos. 

Assim, se procurou caracterizar os anticorpos por ensaios de compet ição pelo 

antígeno, v isando identificar aqueles direcionados contra epitopos diferentes. A 

reinjeção do mesmo anticorpo utilizado para capturar a toxina no "chip" promoveu 

um aumento na ressonância, mostrando que a BthTx-1 ocorre na forma dimérica 

também em solução. Quando estes anticorpos foram ensaiados para avaliar a 

sua capacidade de discriminar entre a toxina nativa e aquela irradiada com 2000 

Gy, obteviram-se os seguintes padrões de reatividade (tabela 5): 
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Tabela 5 : ligação dos ant icorpos monoclonais à BthTx-1 nativa ou irradiada com 2000 Gy. 

Clone Unidades de ressonância 

(amostra nativa) 

Unidades de ressonância 

(amostra irradiada) 

I4E7 17 601 

I1G6 2302 756 

I2C12 1884 195 

I4B12 1795 858 

I7C9 1426 770 

I2H5 202 703 

I2E12 79 465 

I6D12 910 365 

I8E9 2014 1508 

I10A4 1015 1361 

I7D12 44 1294 

I7D6 1129 819 

I3H11 1000 696 

N9H6 1391 1201 

N5C9 1900 1742 

N6F11 358 248 
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Figura 24 : reatividade dos anticorpos frente à toxina nativa ou irradiada com 2000 Gy. 

Para f ins de comparação, considerou-se a reação antígeno-anticorpo que resultasse na 

maior ressonância como correspondendo a 100% de ligação. 

Deste gráfico, pode se perceber que alguns mencionais apresentam maior 

reatividade frente à toxina nativa (I1G6, I2C12, I4B12 I7C9 e I6D12), enquanto 

outros parecem se ligar preferencialmente á toxina irradiada (I4E7, I2H5, I2E12 e 

I7D12). Um terceiro grupo de anticorpos apresenta reatividade frente as duas 

formas do antígeno (I8E9, I10A4, I7D6 I3H11, N9H6, N5C9 e N6F11). 

Construindo-se um histograma a partir dos dados acima, adotando-se a 

maior ressonância como correspondendo a 100% de ligação, obtém-se o seguinte 

gráfico (figura 24): 
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4.5.2 I s o t i p a g e m 

Após a segunda subclonagem, os anticorpos produzidos foram 

caracterizados por ressonância plasmônica, visando-se investigar a que subclasse 

de IgG os mesmos pertenciam. Um sensograma representativo deste tipo de 

ensaio está exempli f icado abaixo (figura 25). 
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Figura 25: isotipagem do ant icorpo monoclonal I4E7. As setas representam os pontos 
de injeção do ant icorpo a ser analisado e dos anticorpos anti-lgG3, lgG2b, lgG2a e lgG1. 
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Observa-se que todos os anticorpos caracterizados são lgG1 ou lgG2b 

(tabela 6) . 

Clone Isotipo 
I4E7 lgG2b 
I1G6 n.d. 
I2C12 n.d. 
I4B12 lgG1 
I7C9 lgG1 
I2H5 igGi 
I2E12 lgG2b 
I6D12 lgG1 
I8E9 igGi 

I10A4 igGi 
I7D12 lgG2b 

Tabela 6 : classif icação dos monoclonais por isot ipo. n. d . : não determinado. 
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4.5.3 Western Blot 

De acordo com o nosso experimento (figura 26), a maioria dos monoclonais 

reconfieceu o antígeno denaturado, denotando afinidade por epitopos l ineares. É 

interessante notar que as formas mult iméricas da toxina detectadas por MALDI-

TOF também foram observadas neste ensaio. 

Figura 26: análise dos anticorpos monoclonais por Western-blot. M: marcadores de 
peso molecular (NOVEX Seeblue). 

( - • : r i T , , , 
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4.5.4 D e t e r m i n a ç ã o da a f in idade d o s a n t i c o r p o s 

Na tabela abaixo (tabela 7) apresentann-se os padrões de dissociação dos 

anticorpos até agora testados contra a toxina nativa ou irradiada com 2000 Gy. 

Tabela 7: comparação das constantes de dissociação dos anticorpos frente à toxina 

nativa ou irradiada com 2000 Gy. 

Clone Kd (1/s) nativa Kd (1/s) irradiada 

I2C12 0.0101 4,13 X 10"' 

I2E12 8,53 X 10"' 3,91 X 10"' 

I4E7 0,0181 4,61 X 10"' 

I6D12 6,72 X 10" 4,68 X 10"' 

I7C9 2,99 X 10'* 1 . 1 2 X 10"' 

I7D12 0,0111 4,23 X 1 0 ' 

I8E9 1,99 x 10"̂  6,35 X 10"* 

I10A4 1,6 X 10" 2,82 X 10"' 

Pode se ver que alguns anticorpos, apesar de se l igarem a ambas as formas 

do antígeno, tem maior afinidade pela toxina irradiada. Outros apresentam Kds 

semelhantes para ambas as formas da toxina. 
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Comparando-se o comportamento dos anticorpos nos dois tipos de ensaio 

realizados (toxina l igada ao chip e toxina capturada por anticorpos ligados ao chip) 

notamos que há diferenças significativas no padrão de l igação (figuras 27 e 28). 
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Figura 27: comparação da reatividade do ant icorpo I8F2 frente à toxina nativa ou 
irradiada com 2000 Gy. Neste ensaio, a toxina foi ligada diretamente ao chip. 
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Figura 28: comparação da reatividade do anticorpo I8F2 frente à toxina nativa ou 
irradiada com 2000 Gy. Neste ensaio, os ant icorpos monoclonais foram capturados por sua 
porção Fc, sendo a toxina injetada em seguida. 

No primeiro ensaio, o anticorpo parece se ligar preferencialmente à toxina 

nativa, enquanto no exper imento onde o a toxina era capturada este padrão se 

inverteu. 
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5 Discussão 

A metodologia de purif icação uti l izada se mostrou adequada, resultando em 

uma proteína com alto grau de pureza, não tendo sido detectados contaminantes 

quando a amostra foi anal isada por eletroforese ou sequenciamento n-terminal. A 

análise por espectrometr ia de massa evidencia a existência de outras moléculas 

na fração purif icada, todavia em concentrações muito baixas. O método 

inicialmente descrito para purificar a bothropstoxina envolvia uma gel-fi ltração, 

seguida de uma cromatograf ia de troca catiônica. Conseguiu-se padronizar um 

método mais prático com uma única cromatografia, reduzindo o tempo de 

purif icação em cerca de 140 vezes 

A irradiação da toxina não levou à formação de agregados insolúveis, ao 

contrário do que foi observado para a crotoxina Considerando-se que a 

crotoxina nativa é pouco solúvel e que para aumentar a solubi l idade da mesma é 

necessário abaixar o pH do solvente (J.R. Rogero, comunicação pessoal) , é 

possível que mínimas alterações desta toxina, decorrentes da irradiação, a tornem 

ainda mais insolúvel, levando assim ao aparecimento de precipitados. Esta 

hipótese é corroborada pelo fato de Nascimento ^° ter conseguido diminuir a 

quantidade de proteína irradiada insolúvel ao baixar o pH da solução antes de 

irradiá-la. Este comportamento da crotoxina sugere que a diminuição de 

solubil idade envolve aminoácidos carregados da superfície da molécula. Para a 

bothropstoxina, o problema de solubi l idade não ocorre, sendo a mesma solúvel 

em todos os tampões até hoje testados por nosso grupo. 
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Figura 29: perfil de hidrofobicidade da bothropstoxina-1 de acordo com a escala de 
Kyte & Doolitt ie . As abcissas representam a posição do aminoácido na estrutura primária 
e as ordenadas o índice de hidrofobicidade. São consideradas hidrofóbicas todas as 
regiões em que y> 0. 

Trata-se de uma molécula com grande quantidade de resíduos básicos : 5 

argininas e 19 Usinas perfazendo 2 0 % do total de aminoácidos. 

Este acúmulo de cargas positivas certamente torna a proteína muito solúvel 

em solventes aquosos. Se somarmos todos os aminoácidos íi idrofóbicos contidos 

na bothropstoxina-1, veremos que representam 2 9 % do total (figura 29). 
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Sabe se que a grande maioria deles se localiza na interface de contato entre 

as hélices 2 e 3, assim como no canal hidrofóbico, não estando portanto expostos 

ao solvente 

Sabe-se também que as sete pontes dissulfeto que encerra conferem rigidez 

á bothropstoxina, dif icultando a exposição dos seus grupamentos apoiares à água 

Estas características poderiam explicar a ausência de precipitados nas 

amostras irradiadas. 

A bothropstoxina irradiada apresenta um espectro muito complexo quando 

anal isada por espectrometr ia de massa de electrospray. Este fato sugere a 

formação de der ivados oxidados da toxina com variado grau de modif icação. A 

mesma análise, quando realizada por MALDI-TOF não revelou este fato em 

função da menor resolução do método. No entanto esta metodologia evidenciou a 

presença da toxina na forma monomérica, dimérica, trimérica e tetramérica para a 

amostra nativa. Quando anal isamos as amostras irradiadas, notamos que as 

formas poliméricas da toxina não são mais detectáveis. Esta transição da forma 

mult imérica para monomér ica em decorrência da irradiação também foi detectada 

para a crotamina (M. Boni-Mital<e, comunicação peossoal). No entanto, não 

podemos esquecer que, em ambas as metodologias, as amostras são submetidas 

a condições em que interações intermoleculares enfraquecidas pela ação da 

radiação podem ser aniqui ladas. Para a espectrometria de massa baseada na 

ionização por eletrospray, as moléculas são primeiramente submetidas a uma 

cromatografia de fase reversa em pH 2, O onde o contato com solvente orgânico 

pode interferir com interações hidrofóbicas e o pH interferir na distribuição de 

cargas de superfície. 
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Por f im, ao adentrar o analisador, a proteína ionizada entra em contato com 

um gás de secagem (N2) a 60°C, o que poderia promover alterações estruturais. 

Na técnica em que se emprega desorção assistida por laser, a proteína é 

submetida a condições mais brandas, todavia a mesma se encontra em uma 

matriz ácida, sendo ionizada por um feixe de luz laser e direcionada para o 

detector por uma diferença de potencial da ordem de - 2 0 0 0 0 volts. A conjunção 

de tais condições pode também mascarar interações monomêro-monomêro 

enfraquecidas pela ação da radiação. Esta af irmação é corroborada pelo perfil 

cromatográf ico da toxina irradiada, onde o dímero que não foi detectado pela 

espectrometr ia de massa aparece de forma clara. 

Os experimentos de dicroismo circular mostram que ocorre uma diminuição 

do mínimo a 222 nm, característ ico da alfa-hélice, quando a toxina é irradiada. 

Esta modif icação não é observada com a menor dose de radiação por nós 

util izada (500 Gy) mas torna-se evidente quando observamos os espectros da 

toxina irradiada com 1000 e 2000 Gy. Notamos também que os espectros da 

toxina irradiada com 1000 e 2000 Gy são muito semelhantes. Conforme já 

dissemos, a estrutura da toxina é bastante rígida, sendo estabil izada pelas 7 

pontes S-S e por contatos hidrofóbicos entre as hélices 3 e 4. Acredi tamos que 

esta rigidez dificulte alterações conformacionais, l imitando-se estas a regiões mais 

flexíveis da molécula. Quando anal isamos a toxina irradiada com 2000 Gy após 

redução de suas pontes dissulfeto, notamos que ocorre uma mudança drástica do 

espectro CD, evidenciando a importância destas l igações covalentes na 

manutenção dos elementos estruturais. 
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Desta análise podemos concluir que a irradiação promove alterações na 

toxina, mas que seus elementos estruturais são em boa parte conservados, 

estando estabil izados por l igações covalentes intramoleculares. Sabe-se que 

quanto mais longa a cadeia de aminoácidos entre 2 cisteinas que formam uma 

ponte S-S, maior o efeito estabil izador desta sobre a estrutura do peptídeo A 

menor distância entre duas cisteinas covalentemente l igadas na BthTx-1 é de 12 

aminoácidos (Cys 84-Cys96) estando as outras cisteinas formadoras de pontes S-

S separadas por distâncias signif icativamente maiores. Sabe-se também que 

múltiplas pontes S-S em uma proteína tem efeito aditivo na estabil ização da 

mesma na sua conformação nativa Adicionando-se os efeitos da longa 

distância entre as c isteinas formadoras de l igações covalentes e da grande 

quantidade destas l igações, f ica claro que a energia envolvida na estabil ização da 

toxina deve ser alta. Quando a bothropstoxina foi submet ida a denaturação 

térmica, pudemos ver que ocorria uma diminuição gradativa da entalpia em função 

da dose de radiação, evidenciando um deslocamento do equilíbrio 

na t i vo^dena tu rado para a direita, ou seja, um aumento de entropia. No mesmo 

experimento, a faixa de temperatura em que ocorreu a transição do estado nativo 

para o denaturado aumentou em função da dose de radiação. Se a população de 

moléculas nas amostras irradiadas t ivesse sido homogeneamente modif icada, o 

esperado seria um deslocamento da curva de fusão ,como um todo, para a 

esquerda, e um ponto de fusão menor, o que não foi observado. 
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Estes fatos sugerem que a radiação promoveu o aparecimento de 

bothropstoxina com conformações variadas e conseqüentes variadas 

estabil idades térmicas (entalpias). 

A bothropstoxina-1 contém um único resíduo de triptofano, na posição 77 

Este aminoácido está localizado na extremidade da asa beta na interface de 

contato das subunidades do homodímero. Esta propriedade torna esta proteína 

um modelo ideal para estudar modif icações de estrutura quaternária decorrentes 

da irradiação. Excitando-se a cadeia lateral deste aminoácido com o comprimento 

de onda adequado, é possível avaliar o quanto esta se encontra acessível ao 

solvente. 

Ao anal isarmos as constantes de Stern-Volmer da proteína nativa, notamos 

que existe um equilíbrio entre uma forma da toxina em que o triptofano está pouco 

exposto (dímero), e outra em que este aminoácido está mais acessível 

(monômero). A cromatograf ia de exclusão molecular da toxina irradiada com 2000 

Gy resultou em dois picos. O primeiro é constituído de uma forma de alto peso 

molecular, com menor constante de Stern-Volmer, sugerindo predomínio da forma 

dimérica, enquanto o outro , com maior constante de atenuação, aponta para um 

triptofano mais exposto, indicando um deslocamento do equilíbrio para a forma 

monomérica da proteína. 

No experimento seguinte, investigamos se a exposição do cromóforo era um 

fenômeno dose dependente. De acordo com nossos dados, parece ocorrer uma 

exposição gradual do anel aromático seguindo um padrão dependente da dose de 

radiação. 
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- Í . T I C A S E NUCl.E » ' • 

Curiosamente, houve diferenças significativas entre os espectros de 

f luorescência em pH 5 e 7. Em pH 5, o tr iptofano encontra-se mais exposto e, ao 

aumentarmos o pH para 7, o mesmo parece adentrar mais o ambiente hidrofóbico 

formado pela área de contato entre as asas beta do dímero. Concluímos que a 

estrutura quaternária da bothropstoxina parece ser dependente de pH. 

Tivemos a oportunidade de medir o pH de venenos botrópicos e crotálicos 

recém extraídos. Em ambos os casos, estas secreções apresentaram pH em 

torno de 5, o que pode ser atribuído a elevada concentração de íons citrato 

encontrada em venenos ofídicos (Ivan Kaiser, comunicação pessoal). Isto leva a 

crer que, ao adentrar a corrente sangüínea, a toxina sofre uma alteração em sua 

estrutura quaternária. Acredi tamos que seria interessante investigar o quanto esta 

mudança é relevante para a atividade da toxina. 

Propusemo-nos então a investigar o papel das pontes S-S na estrutura 

quaternária da toxina. Após redução das mesmas, notamos que a toxina nativa 

apresentava seu triptofano mais acessível à água. Este achado corrobora as 

observações de Giotto ^^que, ao submeter a BthTx-1 a eletroforese, notou que na 

ausência de agentes redutores a mesma se comportava como um dímero. Ao 

anal isarmos a toxina irradiada, percebe-se que ocorre uma diminuição gradativa 

do rendimento quântico. Isso nos leva a crer que mesmo após a redução das 

pontes S-S, o tr iptofano ainda se encontra parcialmente "enterrado" na interface 

de contato, sendo exposto gradualmente, conforme aumentamos a dose de 

radiação. 
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Na etapa seguinte deste trabalho, o nosso objetivo foi produzir anticorpos 

monoclonais contra a bothropstoxina-1 nativa e irradiada com 2000 Gy. Após a 

obtenção dos hibridomas, f icou claro que o baço do animal imunizado com a 

toxina irradiada continha um número signif icativamente maior de células 

produtoras de IgG anti-bothropstoxina. Uma hipótese para explicar esta diferença 

seria que as células apresentadoras de antígeno captar iam de maneira mais 

eficiente a toxina irradiada por intermédio de seus receptores scavenger. 

Cardi et al. ^ mostraram que tal fato ocorre para a crotoxina irradiada. Desta 

forma, um maior número de fragmentos do antígeno, associado a moléculas MHC 

II estaria sendo apresentado. Devemos também levar em consideração o fato da 

radiação causar modif icações estruturais na bothropstoxina-1. Com estas 

modif icações, é possível que a proteína passe a apresentar novos epitopos, 

f icando assim passível de se ligar a uma variedade maior de imunoglobul inas de 

superfície de células B. 

O mapeamento de epitopos por ressonância plasmônica de superfície 

permit iu selecionar clones produtores de anticorpos com afinidade contra 

diferentes domínios da proteína. Cabe salientar que o mapeamento de epitopos 

com biosensores não visa determinar a localização exata de um dado epitopo, e 

s im prover o experimentador com um mapa funcional da superfície do antígeno 

Após subclonagem e isot ipagem, procuramos avaliar o comportamento 

destes anticorpos frente a toxina nativa e irradiada com 2000 Gy pela mesma 

técnica. Em um primeiro ensaio a toxina foi acoplada diretamente ao "chip", 

injetando-se então os anticorpos a serem testados. Com esta metodologia, 

pudemos avaliar a reatividade das IgGs. 
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Em um segundo experimento, o antígeno foi capturado pelos anticorpos a 

serem testados. Com os dados obtidos foi possível estimar a constante de 

dissociação dos monoclonais. Algumas discrepâncias podem ser obsen/adas: no 

primeiro ensaio, o anticorpo I2C12 mostra baixa reatividade frente à toxina 

irradiada e o ant icorpo I2E12 apresenta baixa reatividade contra o antígeno nativo. 

No segundo experimento, I2C12 apresenta um Kd de 0,0101 frente ao 

antígeno nativo, e de 4,13 x 10"^^ frente à toxina irradiada, sugerindo maior 

afinidade pelo ligante radiomodif icado. Um fenômeno semelhante ocorre com o 

anticorpo I2E12; no primeiro ensaio, o mesmo se comporta como se apresentasse 

maior afinidade pela toxina irradiada, entretanto, ao determinarmos a sua 

constante de dissociação , vemos que a mesma é similar para ambas as formas 

da toxina. Esta aparente contradição pode ser atribuída a diferenças de 

acessibi l idade dos anticorpos a seus epitopos. No primeiro ensaio, a toxina foi 

acoplada ao chip por seus grupamentos amina. A bothropstoxina-1 contém 19 

Usinas, e a maior ia destas se encontram na superfície da molécula formando 

domínios catiônicos Ao estarmos l igando a toxina por estas regiões, é possível 

que estejamos orientando selet ivamente a molécula . Para a toxina irradiada, a 

organização espacial das cadeias laterais destas Usinas pode ter sido modif icada, 

alterando a acessibi l idade do anticorpo ao seu ligante. Outra hipótese aventada 

para justificar estas discrepâncias é que, quando a toxina nativa é ligada de forma 

covalente às moléculas de dextrana que recobrem o chip, a mesma pode sofrer 

alterações em sua conformação adquir indo uma estrutura similar á da toxina 

irradiada. 
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Ao aval iarmos a reatividade de alguns destes anticorpos por western-blot, 

pudemos perceber que a maioria deles reage contra o antígeno denaturado 

mostrando que apresentam afinidade por epitopos contínuos (l ineares). Este fato 

é bastante curioso, uma vez que vários autores (B. Lomonte, comunicação 

pessoal) relatam que, ao produzirem anticorpos contra toxinas Lys49, obt inham 

anticorpos com afinidade por epitopos conformacionais. 

Considerando que todos os monoclonais testados no western-blot v inham de 

clones do animal imunizado com toxina irradiada, é tentador sugerir que, de 

a lguma forma, a irradiação direcionou a produção de anticorpos contra epitopos 

l ineares. Estes anticorpos, se apresentarem reatividade cruzada com outras 

miotoxinas Lys49, poderiam ser utilizados para detecção de novas miotoxinas em 

venenos . Por outro lado, todos os anticorpos testados reconheceram o antígeno 

não irradiado quando ensaiados por ELISA ou ressonância. Desta forma, parece 

que estes epitopos l ineares se encontram na superfície da toxina. De acordo com 

o mapeamento de epitopos, dispomos de 11 anticorpos com afinidade por 

determinantes antigênicos distintos e não sobreponíveis contra a bothropstoxina. 

Dado o diminuto tamanho da toxina, acreditamos que dentre estes ant icorpos 

deve-se encontrar a lgum com capacidade de neutralizar a ação da mesma. Se 

esta hipótese fosse comprovada, seria possível localizar a região da molécula a 

que o anticorpo se liga, e desenhar imunógenos mais eficientes ou ainda incluir o 

anticorpo purif icado no soro antibotrópico comercial . 



78 

6 Conclusões 

• A irradiação não leva à formação de agregados insolúveis, 

di ferentemente do que ocorre com a crotoxina ou o veneno crotálico. 

• A toxina nativa ocorre na forma de monômero e mult ímeros. 

• Não foi possível detectar os mult ímeros por espectrometr ia de massa nas 

toxinas irradiadas , mostrando que a interação entre seus componentes é 

abol ida durante a análise. 

• A amostra irradiada com 2000 Gy apresenta um espectro de massa que 

sugere a coexistência da bothropstoxina em vários estados de oxidação. 

• Os ensaios de dicroismo circular mostram que ocorre uma perda gradual 

de estrutura secundária em função da dose de radiação e que a 

conformação da molécula irradiada é estabil izada pelas pontes dissulfeto. 

• A diminuição da entalpia da bothropstoxina em função da dose de 

radiação evidencia alterações na estabil idade da estrutura secundária e 

terciária da molécula. 

• As soluções irradiadas são consti tuídas de uma mistura de moléculas 

com grau variado de denaturação. 

• A radiação promove a exposição gradativa do tr iptofano, evidenciando 

alterações da estrutura quaternária. 

• A imunização de animais com BthTx-1 irradiada induz a formação de IgGs 

capazes de reconhecer a toxina nativa. 

• Esta resposta imune parece estar preferencialmente direcionada a 

epitopos l ineares. 
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