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I N F L U Ê N C I A DAS P R I N C I P A I S ESPECIES R E A T I V A S FORMADAS 

DURANTE O PROCESSO DE D E S T O X I C A Ç A O DE T O X I N A S POR 

RADIAÇÃO I O N I Z A N T E 

M U R I L O CASARE DA S I L V A 

RESUMO 

A radiação ionizante v e m sendo empregada com sucesso na 

destoxicação de venenos . Neste t raba lho a radiação foi ut i l izada para 

ver i f icar os efei tos causados pelos produtos de radiol ise da água em 

duas tox inas (Crotox ina e Crotamina) do veneno de Crotaius duríssus 

terrífícus. 

Estes efei tos f o ram analisados com o uso de a lgumas substâncias 

denominadas "scavengers" , que c o m p e t e m por espécies reativas 

específicas imped indo-as de agir na mo lécu la . 

Para es tudar , en tão, os possíveis danos est ru tura is causados às 

toxinas f o ram ut i l izadas as técnicas de absorção u l t rav io leta, 

f luorescência, espect romet r ia de massa, a t iv idade enzimát ica, além de 

técnicas bioquímicas para aval iar a perda da tox ic idade e a capacidade 

de produção de ant icorpos antes e após a i r radiação das toxinas. 

Os resul tados obt idos indicaram que a radiação ionizante causa 

danos es t ru tura is mesmo em baixas doses de radiação, essas 

alterações p roduzem diminuição da tox ic idade porém man tém as 

propriedades imunogên icas das tox inas. 



INFLUENCE OF T H E M A I N REACTIVE SPECIES F O R M E D D U R I N G 

THE D E T O X I C A T I O N PROCESS OF T O X I N S BY I O N I Z I N G 

R A D I A T I O N 

M U R I L O CASARE DA S I L V A 

ABSTRACT 

Ioniz ing rad iat ion has been sat isfactor i ly emp loyed for venoms 

detoxi f icat ion. In th is repor t , the radiat ion was emp loyed to veri fy the 

effects caused by the radiolysis products of wa te r on two toxins 

(Crotoxin and Cro tamine) puri f ied f rom Crotaius durissus terrificus 

v e n o m . 

These effects were analyzed using some substances called 

"scavengers" , those substances competes for specif ic react ive species 

hindering them to act on t h e tox ins molecules. 

In order to s tudy t h e possible st ructura l damages caused on the 

tox ins, uv spectra, f luorescence, mass spec t romet ry , enz imat ic activity 

were employed. I n add i t i on , biochemical techniques were employed to 

evaluate the decrease of tox ic i ty and the immunogen ic i t y of toxins 

before and after the i r rad ia t ion . 

Our results indicate tha t the i r radiat ion p romotes structural 

damages, even at low doses. These modi f ica t ions lead to a gradual 

decrease in tox ic i t y , however , the immunogen ic proper t ies of the toxins 

are preserved 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Venenos 

As serpentes peçonhentas causam cerca de 20.000 acidentes por ano no 

Brasil, dos quais 100 levam à óbitos (JORGE & RIBEIRO, 1990). Cerca de 85% 

desses acidentes são causados por serpentes do gênero Bothrops. O gênero 

Crotaius tem um alto índice de letalidade, que chega a 72% dos casos de 

acidentados sem o tratamento com o soro homólogo e 1 1 % dos casos tratados 

(ROSENFELD, 1991). 

Os venenos ofídicos são misturas complexas, constituídas principalmente 

por proteínas, peptídeos e, em pequenas proporções, carboidratos, lipídeos, 

nucleotídeos, aminoácidos e componentes inorgânicos. Os principais 

componentes tóxicos são as proteínas e as enzimas (MEYER, 1990). 

O veneno crotálico tem vários componentes identificados, dentre eles 

destacam-se: convulxina, giroxina, delta toxina, crotoxina e crotamina. 

A convulxina é uma glicoproteína de peso molecular 72 kDa e teve sua 

toxicidade estudada em vários modelos animais produzindo, quando inoculada 

por via intravenosa, os seguintes efeitos: convulsões tônico-clônicas, alterações 

circulatórias e respiratórias, além de ativar e agregar plaquetas, na ausência de 

fibrinogênio (VARGAFTIG etal., 1983). 

A giroxina apresenta peso molecular de 34 kDa e provoca uma síndrome 

convulsiva, muito particular em camundongos, caracterizada por movimentos 

circulatórios do corpo ao longo do seu eixo longitudinal. A giroxina ainda 

apresenta atividade coagulante do fibrinogênio no plasma de mamíferos, 

exercendo assim uma atividade do tipo trombina (ALEXANDRE et ai, 1988). 



A delta toxina é ainda pouco conhecida farmacologicamente, embora tenha 

sido descoberta uma ação hemoconcentrante, por alteração na permeabilidade 

vascular (VITAL-BRAZIL, 1980). 

A crotoxina é o principal componente do veneno, representando cerca de 

60% do seu peso. Ela é uma beta-neurotoxina que possui alta toxicidade 

especifica e é composta por duas sub-unidades ligadas não covalentemente. A 

crotoxina apresenta, em sua sub-unidade básica, 6 fenilalaninas (posições: 5, 11, 

20, 23, 45 e 109) 3 triptofanos (posições: 30, 61 e 80) e 10 tirosinas (posições: 21 , 

24, 27, 51, 64, 66, 72, 103, 107 e 110), enquanto que a sub-unidade ácida, possui 

2 fenialaninas (posições 2 e 24), 2 tirosinas (posições: 3 e 6) e 1 triptofano 

(posição 14). A sub-unidade ácida (crotapotina) é enzimaticamente inativa, não 

possui toxicidade e é constituída por três polipeptídeos ligados por pontes 

dissulfeto (BON et ai, 1986). A crotapotina potencializa a ação da fosfolipase 

(sub-unidade básica) uma vez que a direciona para receptores específicos. 

Embora seja derivada de uma seqüência precursora da fosfolipase A2, a 

crotapotina não apresenta atividade enzimática, responsável pela ruptura da 

membrana celular e liberação de acetilcoüna do córtex cerebral (AIRD ef a/., 

1985). 

A fosfolipase A2 é básica e pouco tóxica, entretanto, quando desligada da 

crotapotina, pode bloquear a transmissão neuromuscular como a crotoxina, 

exigindo, contudo, uma quantidade maior para causar o mesmo efeito. A alta 

afinidade da fosfolipase A2 por membrana pode ser mascarada pela crotapotina, 

que funciona como carreador, que lhe confere uma maior especificidade por levá-

la ao sítio neuromuscular. Sucedendo-se a este fato, possivelmente ocorre a 

dissociação do complexo (fosfolipase A2 . crotapotina) quando este atinge o sítio, 



favorecendo a ação específica da fosfolipase A2 sobre sítios sinápticos 

(RADVANYI et aí., 1985). Essa ação causa bloqueio da transmissão 

neuromuscular pré-sináptica em três etapas sucessivas: Inicialmente um efeito 

depressor, seguido por uma breve facilitação da liberação do transmissor e 

finalmente um bloqueio final da liberação da acetilcolina do nervo motor terminal 

(GALLACCI ef ai, 2000). 

A crotoxina pode agir como neurotoxina pós-sináptica provavelmente 

levando os receptores colinérgicos a um estado conformacional inativo. A atuação 

da crotoxina leva a crer que deve haver uma ação conjunta entre suas duas sub­

unidades (fosfolipase A2 e crotapotina). Possivelmente a associação das duas 

sub-unidades promove alterações estruturais que favorecem a atividade biológica 

(LI et ai, 1994). 

A crotamina é um polipeptídeo fortemente básico, peso molecular de 4882 

Da, composta por 42 aminoácidos, firmemente reticulados por três pontes 

dissulfeto, que lhe confere uma forma compacta. A seqüência primária da 

crotamina (FIGURA 1) exibe alto grau de homología com miotoxinas 

(LAURE, 1975). A crotamina possui 7 resíduos de aminoácidos aromáticos: uma 

tirosina (Tyr-1), duas histidinas (His-5 e His-10), dois triptofanos (Trp-32 e Trp-34) 

e duas fenilalaninas (Phe-12 e Ph-25). Desses aminoácidos seis são conservados 

na família das miotoxinas, exceto pela Phe-25 (ENDO et ai, 1989). 

A crotamina (FIGURA 2) tem alto conteúdo de lisina (9 resíduos), baixo de 

arginina (2 resíduos) e não possui valina, treonina e alanina. O N terminal é a 

tirosina e o C terminal é a glicina (MITAKE ef a/., 2001). 
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FIGURA 1. Seqüência primária da crotamina com indicação das pontes 
dissulfeto (Beltran etal., 1990). 

FIGURA 2. Estrutura tridimensional das cadeias carbônicas da crotamina 
(NICASTRO etal., 2003). 
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Esta toxina pode causar contração dos músculos esqueléticos devido a sua 

ação na membrana de fibras musculares causando um aumento de influxo de 

sódio (FIGURA 3). Portanto os efeitos tóxicos da crotamina podem ser explicados 

devido às alterações cinéticas dos canais de sódio (MATAVEL et a/., 1998). 

FIGURA 3. Efeito característico da crotamina após injeção de 2 
mg/kg pela via intraperitonial (Mitake, 2000). 

A constituição do veneno de Crotaius durissus terrificus, devido à presença 

de crotamina, é denominado: crotamina positivo e crotamina negativo. As 

serpentes que possuem venenos crotamina positivo podem ser encontradas à 

oeste do Estado de São Paulo e as crotamina negativo, à leste do Estado, tendo 

ainda uma região do estado que é híbrida, coexistindo ambos os tipos de veneno 

(SCHENBERG, 1959a). 

TOYAMA et ai, (2000) isolaram duas isoformas da crotamina, denominadas 

F2 e F3. Essas isoformas isoladas possuem estrutura tridimensional idêntica, 

apesar de apresentarem 1 ou 2 resíduos de aminoácidos diferentes entre elas. 

Ambas as isoformas produziram paralisia espástica em camundongo e 

apresentaram a mesma DL 50 (0,5 mg/kg de camundongo). Por outro lado, 

apenas a isoforma F2 afetou a secreção de insulina em ilhota de rato. 



TOYAMA et al., (2003) estudaram a ação farmacológica e histopatológica 

destas isoformas chegando a conclusão de que elas agem no influxo de sódio 

causando paralisia das fibras musculares que pode progredir para mionecrose. 

Os autores sugerem ainda a ação dessas isoformas em canais de cálcio. 

A crotamina, em razão da sua forma compacta, é resistente à variação de 

temperatura. Assim, a depender das condições às quais é submetida, ela pode se 

auto-associar formando dímeros, trímeros ou ainda n-meros. Condições como o 

pH por exemplo pode ocasionar este efeito (HAMPE etal., 1977e 1990). 

Alguns trabalhos reportam sobre as análises da crotamina por ressonância 

nuclear magnética (NMR). ENDO et ai, (1989) analisaram a toxina por esta 

técnica, sugerindo que a crotamina apresenta dois estados estruturais diferentes 

em solução. Essas estruturas coexistem e podem refletir isômero cis-trans dos 

resíduos de prolina ou pode ocorrer uma dimerização da molécula com uma ponte 

dissulfeto intermolecular fazendo a ligação entre as duas sub-unidades. 

Quando a toxina está em seu estado dimérico, a posição da ligação 

peptídica no isômero c/s está entre a leucina-19 e a prolina-20 . Já para o isômero 

trans a ligação se localiza entre a prolina-13 e a prolina-21. 

A análise do potencial eletrostático da crotamina indicou a presença de 

região com potencial positivo, negativo e neutro, sugerindo que a região com 

potencial positivo pode ser responsável pela toxicidade da molécula e que a 

região neutra e negativa são as responsáveis pela afinidade e especificidade da 

crotamina por canais de sódio. 



1.2 Radiação Ionizante 

A ionização é o principal meio pelo qual a energia da radiação ionizante é 

transferida para tecidos biológicos. É o processo pelo qual um ou mais elétrons 

são retirados das camadas mais externas de um átomo ou molécula, resultando 

na formação de um par iónico, negativo ou positivo. 

Em adição à ionização, ocorre a excitação, onde um elétron, da camada 

externa de um núcleo-alvo, absorve energia suficiente para elevar seu estado 

energético, permanecendo associado ao átomo e emitindo energia sob forma de 

radiação visível ou ultravioleta (GROSCH & HOOPYWOOD, 1979). 

A radiação, por promover desdobramento das moléculas proteicas, as 

tornam mais sensíveis aos outros fatores físico-químicos. Além disso, a radiação 

pode colaborar para a formação de ligações covalentes intermoleculares levando 

ao surgimento de dímeros, trímeros e outros. 

A irradiação de proteínas, em solução aquosa, tem sido estudada por 

causar mudanças químicas, alterações nas propriedades físico-químicas e nas 

estruturas primárias secundárias e terciárias das proteínas. Estas mudanças 

estão relacionadas com perda de atividade biológica além de poder interferir nas 

propriedades imunológicas após a irradiação. 

Sabe-se que a energia absorvida da radiação ionizante pode inativar 

materiais biológicos por dois meios: 

• Efeito Direto: observado quando a ionização é produzida na própria molécula 

durante a irradiação. 

• Efeito Indireto: resultado das reações entre moléculas estudadas e os 

produtos de interação da radiação com a água ou outros solventes. 
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Quando um composto é irradiado em solução, o efeito indireto se associa ao 

direto. 

Esses efeitos em macromoléculas são potencializados quando o fenômeno 

ocorre em solução aquosa. Há uma deposição da maior parte da energia da 

radiação nas moléculas de água, cujo processo é denominado de radiolise da 

água. As equações abaixo podem elucidar melhor este fenômeno: 

H2O H2O* + e" 

e - . H 2 0 - > H 2 0 -

H2O* + H2O H3O* + OH 

Os produtos H2O* e H20~são muitos instáveis podendo dissociar-se em: 

H 2 0 * ^ H * + 0H 

H 2 0 - - > 0 H + H 

Os radicais H e OH' formados apresentam-se extremamente reativos, 

como: 

H + OH ^ H2O 

OH + OH ^ H2O2 

H + H ->H2 

OH + H2O2 ^ H2O + HO2 

HO2 + H ^ H2O2 

A energia depositada na solução não é distribuída de forma homogênea na 

molécula. Esses produtos primários da radiolise da água reagem com certos 

grupamentos da molécula provocando danos como se nota abaixo: 

RH + OH ^ R + H2O 

RH + H - > R + H 2 

RSH + OH ^ R S +H2O 
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RS + RS ->RSSR 

Sendo assim, a irradiação da água ou de soluções aquosas consiste em 

um "ato primário", produzindo espécies moleculares e radicais livres, os quais 

possuem alto poder de reação com as moléculas. As principais espécies 

formadas, acompanhadas de seus respectivos rendimentos para 100 eV de 

energia absorvida (valor de G), destacam a importância destas espécies reativas: 

H2O -> 2,7 Gaq. + 0,45 H3O* + 3,2 O H ' + 0,6 H* + 0,45 H2 + 0,7 H2O2 

Sabe-se que as principais espécies reativas causadoras de danos em 

macromoléculas, radical hidroxila (OH') e elétron aquoso (e'aq.), formadas no 

processo de radiolise da água durante a in-adiação em solução, atuam sobre a 

molécula proteica causando modificações importantes. 

O radical hidroxila é destacado por muitos autores como importante 

responsável por danos às macromoléculas (ADAMS et a/., 1972a ; ADAMS & 

POSENER, 1979; MILLIGAN et ai, 1993). Ele reage com a proteína 

principalmente pela abstração dos hidrogênios do carbono alfa ao grupo 

carboxílico e de grupos sulfidrilas, além de reagir com anéis aromáticos do 

triptofano, tirosina e fenilalanina, formando radicais altamente reativos (BUTLER 

etal., 1984). 

Os elétrons aguosos (e'aq.) reagem com os hidrogênios dos aminoácidos 

aromáticos da mesma forma que os radicais hidroxilas, além de promoverem a 

desaminação de aminoácidos como a alanina, arginina, glicina, histidina, cisteína, 

cistina e aromáticos (BUTLER etal., 1984). 
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A fragmentação da proteína em solução aquosa é afetada pela conformação 

local dos aminoácidos nas proteínas, acessibilidade para os produtos de radiolise 

da água e seqüência dos aminoácidos primários (MOON & SONG, 2001). 

A albúmina bovina vem sendo alvo de vários pesquisadores e apresenta 

um peso molecular de 66.000 Da. Apresenta uma ligação peptídica simples, dois 

resíduos de triptofano, um grupo S-H e mais dezessete grupos S-S 

(SCHUESSLER&SCHILLING, 1984). 

Esta proteína quando irradiada em condições anaerobias, com baixas 

doses, forma poucos agregados, porém quando irradiada com doses maiores do 

que 1200 Gy , observa-se grande agregação. Por outro lado, na presença de 

oxigênio, a irradiação da albúmina não apresenta formação significativa de 

agregados, mesmo com altas doses. 

Isto ocorre devido ao fato de que a albúmina contém poucos resíduos de 

triptofano, uma vez que quanto maior a quantidade destes resíduos, maior a 

oxidação promovida pela radiação. Sendo assim as proteínas com maior 

quantidade de resíduos de triptofano são mais radiossensíveis e deste modo 

protegem as ligações peptídicas do ataque dos radicais hidroxilas, inibindo a 

degradação e, consequentemente, a agregação (SCHUESSLER & SCHILLING, 

1984). 

Evidências também existem no sentido de que o grau de degradação das 

proteínas oxidadas diminui com o seu envelhecimento. O dano às proteínas pode 

ser visto como um desvio do "ciclo de vida" normal das proteínas, eficientes 

máquinas de condução aos processos celulares essenciais, 

Se alguns desses processos são alterados significativamente, então 

certamente conseqüências danosas podem ser esperadas. Isto pode ocorrer 
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quando as proteínas são submetidas à ação das espécies reativas do oxigênio 

(FLOYD efa/. ,2001). 

A extensão do dano da radiação pode ser estudada e modificada pela 

adição, no momento da irradiação, de seqüestradores "scavengers" que possuem 

a capacidade de competir no meio pelas espécies reativas específicas, impedindo 

a ação das mesmas na molécula. 

Observa-se que na inativação de algumas proteínas como a albúmina 

bovina e a ovomucoide, quando o N2O está presente durante a irradiação, o 

elétron aquoso é rapidamente transformado em radical hidroxila (YANG et ai, 

1996). Sabe-se ainda que sais inorgânicos, em solução de N2O saturado, 

convertem o elétron aquoso em radical hidroxila e este radical reage com o sal 

para formar o anion do seu respectivo sal. 

O mais versátil radical anion para o uso em estudos de proteínas é o 

(CNS)2" e o Br2' devido a alta seletividade quando reage com outras proteínas 

(YANGefa/. , 1996). 

Existem outros produtos que podem ser utilizados como "scavengers", um 

deles é o acido ascórbico que consegue reagir com os radicais livres formados 

na radiolise da água (MOON & SONG, 2001). 

Outros compostos orgânicos como os álcoois e as etanolaminas podem ser 

usados como "scavengers" para radicais hidroxilas. 

Quando proteínas são irradiadas, ocorrem alterações químicas como 

fragmentação, cross-link, agregação e oxidação por radicais oxigênio gerados na 

radiolise da água. Estas mudanças dependem da natureza química e estado 

físico das proteínas, além das condições de irradiação, como fonte, dose, 

temperatura e outros. 
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Compostos com radicais sulfidrilas, por serem doadores de hidrogênio, são 

eficientes "scavengers" de radicais hidroxilas, mesmo em baixas concentrações. 

Azida sódica, L- histidina, acetato de nitríla, álcoois metílico, etílico, isopropílico e 

butílico (MILLIGAN eí a/., 1993), iodeto de potássio, manitol e etanol, íons 

tiocianato (ADAMS ef a/., 1972a; ADAMS et ai., 1972b; ADAMS & POSENER, 

1979), DL- ditiotreitol (DTT), cisteína e álcool butílico terciario mostram-se efetivos 

radioprotetores, a depender das concentrações e dos sistemas utilizados. Dentre 

eles, o álcool butílico terciario apresenta algumas vantagens por produzir radicais 

não reativos e que desaparecem rapidamente do processo. 

OH + (CH3)3COH -> H2O + OHCH2C(CH3)2 

Foi observado que váhos tipos de álcoois podem ser "scavengers" de 

radicais hidroxilas durante a irradiação com raios gama, protegendo bactérias 

Esctierictiia coli de danos provavelmente causados por este radical. Quando o 

álcool foi apenas incubado junto às bactérias e retirados antes da irradiação, 

notou-se uma radiossensibilidade das culturas, que foi diretamente proporcional à 

hidrofobicidade dos álcoois utilizados. 

Como "scavenger" de elétron aquoso destacam-se o oxigênio, que age 

convertendo rapidamente em radicais anions superoxides os elétrons aguosos e 

hidrogênios em sua forma ácida e íons nitrato, que se mostram efetivos 

seqüestradores de elétron aquoso, mas não de radical hidroxila. 

Vários fatores interferem na obtenção do efeito final da irradiação de 

proteínas a saber: presença de oxigênio, tipo de fonte de radiação, dose e taxa de 

dose, temperatura de irradiação, tipo de solvente, presença de gases e 

radiomodificadores, estado físico, concentração e pH. Desta maneira, o efeito final 

da irradiação de proteínas e, por conseguinte, de venenos ofídicos pode ser 
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diferente, qualitativa e quantitativamente, de acordo com as condições 

empregadas (PURANANANDA, 1972). 

Conforme anteriormente descrito, muito estudos são feitos para a 

destoxicação de venenos ofídicos de várias espécies e utilizando diversas 

metodologias. Dentre os quais a radiação ionizante tem se mostrado uma 

ferramenta bastante eficaz para este fim, por diminuir a toxicidade dos venenos 

presen/ando as suas propriedades imunogênicas, sem o auxílio de quaisquer 

substâncias que poderiam agir como imunógenos no processo. 

Cabe ressaltar que a imunologia envolvida neste processo está sendo 

continuamente bem esclarecida por diversos trabalhos que reportam, por 

exemplo, os mecanismos os quais a toxina irradiada é melhor reconhecida pelo 

macrófago quando irradiada. 

Por outro lado a parte que concerne os processos químicos que ocorrem 

com a toxina após a sua irradiação não estão bem esclarecidos. 

Sendo assim, verifica-se a importância de se entender o papel das 

principais espécies reativas formadas durante o processo de irradiação de 

toxinas. 
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2. OBJETIVO 

De uma maneira geral o presente trabalho visou estudar as possíveis 

alterações nas estruturas das proteínas quando submetidas à radiação gama de 

«'Co. 

Especificamente, foram avaliadas as alterações estruturais causadas pela 

irradiação de duas toxinas (crotoxina e crotamina) do veneno de Crotaius durissus 

terrificus, utilizando três doses de radiação (400, 2000 e 10000 Gy). 

Além disso foram avaliadas as participações de dois dos principais 

produtos de radiolise da água (radical hidroxila e elétron aquoso), gerados 

durante a irradiação das toxinas em solução. 

O Veneno utilizado nos experimentos se encontrava na forma liofilizada e 

foi obtido junto ao Centro de Estudo de Venenos de Animais Peçonhentos 

(CEVAP) em Botucatu, São Paulo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os reagentes utilizados para elaboração dos experimentos foram de 

qualidade pró análise. A água utilizada para o preparo das soluções foi destilada 

em aparelho de vidro e depois passadas em sistema Milli Q. 

Os animais utilizados foram camundongos "Swiss" machos com massas 

corpóreas entre 20 e 30g do biotério do IPEN, sendo sempre mantidos em gaiolas 

e meios abson/entes (maravalha de pinho) freqüentemente trocadas e com 

alimentação adequada e água ad libitum. 

3.1 Purificação das toxinas à partir do veneno total: 

3.1.1 Cromatografia de exclusão molecular 

Cerca de 150 mg de veneno total de Crotaius durissus terrificus, na forma 

liofilizada, foram dissolvidos em 2 mL de tampão formiato de amónio lOOmM, pH 

3. A solução foi centrifugada por 10 minutos a 201 g, o sobrenadante foi aplicado 

à uma coluna de gel filtração Superdex 75, equilibrada com o tampão de formiato 

de amónio lOOmM pH 3. As frações foram coletadas em coletor automático do 

sistema FPLC (Fast Protein Liquid Cromatrography) com determinação contínua 

da absorvância em comprimento de onda de 280 nm. As frações que continham 

os picos principais foram acondicionadas em frascos de vidro, congeladas e 

liofilizadas para posterior uso nas análises. 
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3.1.2 Cromatografía em resina de troca iónica 

A crotoxina, anteriormente semi-purificada e liofilizada, foi ressuspendida 

em tampão em 2 mL de tampão Tris/HCI 50 mM pH 8,3 e aplicada a uma resina 

de troca iónica do tipo Mono Q em um sistema FPLC, previamente estabilizada no 

mesmo tampão. Após a adsorção, a crotoxina ligada à resina foi eluída pela 

passagem de um gradiente linear de NaCI de O a 0,5 M em tampão Tris/HCI 50 

mM pH 8,3. A absorvância foi verificada automaticamente em 280 nm. As frações 

contendo a crotoxina foram acondicionadas juntas e dialisadas, à exaustão, 

contra água. A membrana utilizada foi SPECTRAPOR® de capacidade entre O a 

12000 Da. Em seguida, crotoxina foi congelada, liofilizada e mantida em "freezer" 

à menos 24° C, para ser utilizada posteriormente. 

A crotamina, também previamente semi-purificada, foi ressuspendida em 

tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,8 e aplicada em uma resina do tipo 

Resource S em sistema FPLC, estabilizada no mesmo tampão. Após a adsorção, 

a crotamina ligada à resina foi retirada com a passagem de um gradiente linear 

salino de O a 2 M de NaCl. A abson/ância foi automaticamente verificada em 280 

nm. As frações contendo a crotamina foram acondicionadas no mesmo recipiente. 

Posteriormente a crotamina foi dialisada e a membrana utilizada era da SIGMA®, 

de capacidade entre O e 3000 Da, congelada, liofilizada e mantida em freezer com 

temperatura de menos 24° C para ser utilizada posteriormente. 

3.2 Dosagem de Proteínas 

Para padronizar as concentrações das proteínas nos testes, deve-se 

determinar o conteúdo proteico destas amostras. O método utilizado foi aquele 

padronizado por BRADFORD (1976), cuja reação baseia-se na capacidade das 
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proteínas interferir com a absorváncia do corante Coomassie Brilliant Blue (CBB) 

G-250 em meio altamente ácido, resultando em modificação proporcional de cor, 

detectável em 595 nm. 

3.2.1 Preparação do Reagente de Bradford 

Inicialmente pesou-se cerca de 100 mg de Coomassie Brilliant Blue (CBB) 

G-250, dissolveu-se este reagente em 50 mL de etanol e adicionaram-se cerca de 

100 mL de ácido fosfórico 85%. Esta solução foi levada ao volume final de 1000 

mL com água destilada em um sistema Milli Q®. 

Para elaborar a curva padrão de proteína, realizou-se uma pipetagem 

seriada da albúmina humana. 

As concentrações em ng/mL foram de 1, 0,5, 0,250, 0,125, 0,0625 e 

0,03125 em solução salina e para o "branco" se utilizou apenas solução salina e o 

reagente anteriormente preparado. 

As densidades ópticas foram obtidas em espectrofotômetro, utilizando um 

comprimento de onda de 595 nm. Os dados obtidos, utilizando as soluções de 

albúmina, possibilitaram a obtenção de uma função linear: Y = A x + B, sendo Y-

concentração da proteína, x - absorvância à 595 nm, A - coeficiente angular da 

reta e B constante inicial da reta. A correlação dos resultados foi alta com r̂  = 

0,9934. 
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3.3 Cálculo das concentrações relativas entre "scavenger" e espécies 

reativas fonnadas durante a irradiação 

A taxa de dose com a qual as toxinas foram irradiadas foi de 5,17 kGy/h ou 

86,16 Gy/min, logo transformando-se as unidades de Gy para eV tem-se: 

1 Gy - 6,6 X 10^^ eV; logo em 400 Gy tem-se 2,64 x 10^° eV 

Então se para 1 eV formam-se 0,027 elétron aquoso e 0,03 radical 

hidroxila, para dose 400 Gy ou 2,64 x 10^° eV produz 7,13 x 10̂ ® moléculas de e' 

aq e 8, 45 X 10^^ moléculas de OH". 

Para 2000 Gy o procedimento é o mesmo, ou seja, se 1 Gy é o mesmo que 

6,6 X 10^^ eV; em 2000 Gy tem-se 1,32 x 10^^ eV, produzindo 3,56 x 10^^ eaq e 

4,22x10^^ OH. 

Finalmente, para 10000 Gy a energia em eV é 6,6 x 10^^ e essa energia 

produz 1,78x10^^ e'aq e 2,11 x 10^^ OH'. 

Com os valores estimados das concentrações dos produtos de radiolise 

formados pode-se então calcular a concentração dos "scavengers" a ser usada. 

3.4 Cálculo das concentrações dos "scavengers" 

Para os cálculos das concentrações dos "scavengers", levou-se em 

consideração que a concentração relativa entre os produtos formados e os 

"scavengers" é igual a 1, ou seja para cada molécula de radical livre formado 1 

molécula de "scavenger" atuando no meio. 

Desta feita o cálculo das concentrações foi o seguinte: 
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400 Gv 

1 mol - 6,02 X 1 0 ^ moléculas 

X mol - 7,13 X 10^^ e"aq.; logo a concentração do "scavenger" para elétron 

aquoso é de 0,12 ^M. 

1 mol - 6,02 X 10^ moléculas 

X mol - 8, 45 X 10^^ O H , logo a concentração do "scavenger" para radical 

hidroxila édeO,14|j.M. 

2000 Gv 

1 mol - 6,02 X 10^ moléculas 

X mol - 3,56 X 10^^ e"aq.¡ logo a concentração do "scavenger" para elétron 

aquoso é de 0,60 laM. 

1 mol - 6,02 X 10^ moléculas 

X mol - 4,22 X 10^^ OH, logo a concentração do "scavenger" para radical 

hidroxila é de 0,70 \iM. 

10000 Gv 

1 mol - 6,02 X 10^ moléculas 

X mol - 1,78 X 10^° e'aq.; logo a concentração do "scavenger" para elétron 

aquoso é de 3,00 nM. 

1 mol - 6,02 X 10^ moléculas 

X mol - 2,11 X 10^^ OH , logo a concentração do "scavenger" para radical 

hidroxila é de 3,50 |iM. 

Apesar de calculadas as concentrações dos "scavengers" que deveriam 

ser utilizadas para cada dose de radiação, por uma questão de precisão das 
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medidas, adotou-se a concentração referente a 10000 Gy para todas as doses, 

uma vez que esta concentração, assegurava a proteção para todas as amostras. 

3.5 Irradiação das amostras 

As amostras de crotamina e crotoxina, previamente purificadas, com 

concentração de 2mg/mL, na presença ou não de "scavenger", foram irradiadas 

com doses de 400, 2000 e 10000 Gy com taxa de dose de 5,17 kGy/h em uma 

fonte de ^°Co Gammacell 220. Os "scavengers" utilizados foram o t-butanol que 

atua como "scavenger" de radical hidroxila e o nitrato de sódio que é "scavenger" 

de elétron aquoso. 

3.6 Análise de absorção em ultravioleta 

Para avaliar possíveis alterações na estrutura das toxinas, fez-se análise da 

absorção em ultravioleta. 

3.6.1 Princípios de Espectrofotometria de Ultravioleta 

A absorção molecular na região do ultravioleta e do visível depende da 

estrutura eletrônica da molécula. A absorção de energia é quantizada e conduz à 

passagem dos elétrons de orbitais do estado fundamental para orbitais de maior 

energia, em estado excitado. Para muitas das estruturas eletrônicas esta 

absorção ocorre em uma porção pouco acessível do ultravioleta. 

A seletividade da absorção no ultravioleta é uma vantagem, uma vez que 

se podem reconhecer grupos característicos em moléculas que possuem 

complexidade variável (JAFFE & ORCHIN, 1962). 
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A região ultravioleta próximo é importante e estende-se de 200 a 380 nm. A 

atmosfera é transparente nesta região, o que a torna facilmente acessível com o 

uso de ótica de quartzo. A absorção de energia da região ultravioleta produz 

modificação da energia eletrônica das moléculas em conseqüência de transições 

de elétrons de valência da molécula. As transições correspondem à excitação de 

O.um elétron de um orbital molecular totalmente ocupado (usualmente um orbital p 

não ligante ou um orbital K ligante) a um orbital de energia superior (geralmente o 

primeiro orbital antiligante %* ou o*). Um orbital antiligante é designado pelo 

asterisco (*). Assim por exemplo, indica-se a transição de um elétron de um orbital 

ligante TI para um orbital antiligante it* por n n*. 

As características principais de uma banda de absorção são: a sua posição 

e a sua intensidade. A posição de absorção corresponde ao comprimento de onda 

da radiação cuja energia é igual à necessária parar que ocorra transição 

eletrônica. Já a intensidade de absorção depende de dois fatores: a probabilidade 

de interação da energia radiante e o sistema eletrônico, de modo a permitir a 

passagem do estado fundamental a um estado excitado e a polaridade do estado 

excitado. A probabilidade da transição é proporcional ao quadrado do momento 

da transição. O momento de transição, por sua vez é proporcionai à variação da 

distribuição de carga eletrônica que ocorre durante a excitação. Observa-se uma 

absorção intensa quando a transição é acompanhada por grande variação do 

momento de transição. A intensidade de uma absorção pode ser expressa em 

transmitancia (T) definida como: 

T = I / lo 



22 

Onde: lo - é a intensidade da energia radiante que incide na amostra e I - é a 

intensidade da radiação que emerge da amostra. Uma expressão mais 

conveniente para intensidade de absorção é obtida pela lei de Lambert-Beer que 

estabelece uma relação entre a transmitancia, a espessura da amostra e a 

concentração das espécies que absorvem. A relação é: 

logio (I / lo) = k. b . c = A 

onde: k = constante característica do soluto 

c = concentração do soluto 

b = comprimento do caminho ótico através da amostra 

A = absorvância 

Quando "c" é expresso em mols por litro e o comprimento do caminho ótico em 

centímetros, a expressão acima se torna: 

A = 8 c b 

Onde: s - é a absortividade molar. 

As características de absorção para moléculas orgânicas na região do 

ultravioleta dependem das transições eletrônicas que podem ocorrer e os efeitos 

do ambiente em que estão os átomos sobre as transições. 

O espectro de uma proteína no ultravioleta pode ser dividido em três partes 

distintas: acima dos 280 nm entre 280 nm e 210 nm e abaixo de 210 nm. 

A região acima dos 280 nm traduz apenas as bandas relativas aos 

cromóforos das cadeias laterais dos seguintes aminoácidos: Triptofano (Trp), 

Tirosina (Tyr) e Fenilalanina (Phe), além das pontes dissulfeto. 
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A região compreendida entre 280 e 210 nm é mais complexa e traduz, 

além da primeira banda relativa ao grupo peptídico, a contribuição de outros 

aminoácidos não aromáticos: Metionina (Met), Cisteína (Cys) e Histidina (His) 

além dos grupamentos sulfidrilas livres. 

Já a terceira região é a mais complexa de todas, ela trás informações sobre 

as bandas relativas às transições dos grupos peptídicos e de sua dependência 

com a conformação da proteína, além das demais transições relativas as 

transições relativas a todos os demais aminoácidos que constituem a proteína. 

Deve ficar claro que o espectro experimental de uma proteína não é a 

simples soma dos espectros fundamentais de cada uma das partes que as 

compõem, isto porque a conformação da proteína leva a maior ou menor 

exposição de determinados grupos, fazendo com que as interações entre soluto-

soluto e solvente-soluto, sejam diferentes e quase específicas para cada tipo de 

proteína e dos resíduos, topologicamente próximos que a constituem (JAFFE & 

ORCHIN, 1962). 

3.6.2 Procedimento para análise de absorção em ultravioleta: 

As amostras de crotoxina e crotamina, nativas e irradiadas, na presença ou 

não de "scavenger" foram analisadas no intervalo de 200 a 360 nm, em 

espectrofotômetro modelo Ultrospec III (Pharmacia LKB - Biotech), com registro 

automático nos diversos comprimentos de onda. As leituras foram obtidas contra 

um "branco" (solução de cloreto de sódio 150 mM, que foi utilizada para dissolver 

as amostras). 
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3.7 Análise de espectro de fluorescência 

A análise de fluorescência permitiu a análise estrutural da proteína 

principalmente por aminoácidos aromáticos. 

3.7.1 Princípios da análise de fluorescência 

Os espectros de fluorescência para as proteínas dependem ou envolvem 

somente três tipos de resíduos de aminoácidos ditos aromáticos, ou seja o 

triptofano, a tirosina e a fenilalanina. A excitação destes resíduos, por radiação 

ultravioleta leva-os a estados excitados e quando retomam ao estado 

fundamental emitem fluorescência, por meio de um processo que é composto por 

duas etapas: a primeira ê via dissipação não radioativa (por exemplo: agitação 

térmica intramolecular) e a segunda, via decaimento radioativo exponencial do 

fluoróforo, sendo que a proteína apresenta uma emissão fluorescente intrínseca 

(CHEN etal., 1969). 

O tempo de duração das etapas citadas acima é bem distinto. Assim a 

primeira etapa ocorre rapidamente, possibilitando uma distinção clara entre a 

radiação de excitação e emissão, já que as energias envolvidas no processo são 

diferentes. 

A primeira etapa traduz uma transferência de energia não radioativa 

segundo o mecanismo: processo de colisão com outras moléculas, transições 

diversas sem emissão, reorientação do fluoróforo ou da molécula como um todo, 

além de é claro das transferências de calor propriamente ditas. 

A segunda etapa (decaimento exponencial) engloba os seguintes aspectos: 

transferência de energia entre os fluoróforos(dependendo da geometria molecular, 

separação e orientação das moléculas); supressão ("quenching") com outras 
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moléculas ou íons (dependendo do acesso do fluoróforo na estrutura molecular); 

cinética de declínio da emissão fluorescente e grau de despolarização da 

radiação emitida. 

Logo, pelo que acaba de ser descrito, existe a possibilidade de 

distinguirem-se qualitativamente os fluoróforos intrínsecos, embora não possa ser 

descartada a transferência de energia entre os fluoróforos (CHEN et al., 1969). 

3.7.2 Procedimento para análise de Fluorescência 

As amostras de crotoxina e crotamina, nativas e in-adiadas, na presença ou 

não de "scavenger", foram submetidas à análise das alterações intrínsecas, num 

espectrofotômetro de fluorescência F2000 da marca Hitachi®. Foi utilizado o 

comprimento de onda de excitação do triptofano que é de 275 nm. A 

concentração das amostras foi de 5 ng/mL. As leituras foram efetuadas contra um 

"branco" de Tampão fosfato de amónio 50 mM pH 7,8. 

3.8 Análise por espectrometria de massa 

Esta técnica possibilita a investigação de mudanças estruturais de 

proteínas pelas massas dos compostos analisados. 

3.8.1 Princípios da espectrometria de massa 

Por definição o espectrómetro de massa consiste em uma fonte de íons, 

um analisador de massa que mede a relação carga massa (m/z) do analíto 

ionizado e um detetor que registra o número de íons em cada valor de m/z. 

Para que uma análise possa ser realizada, as amostras devem ser 

ionizadas, sendo assim dois métodos são comumente utilizados: A ionização por 
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"electrospray" (ESI) e ionização e desorção por laser da matriz assistida (MALDl) 

(AEBERSOLD & MANN, 2003). 

A ESI opera em pressão atmosférica e produz minúsculas gotas 

carregadas. O processo de ESI pode ser usado para produzir íons positivos ou 

negativos, porém no caso das proteínas e peptídeos geralmente utiliza-se o modo 

positivo. 

Quando um fluxo alto de solvente (100 ^iL/min - 1 mL/min) é usado, 

necessita-se de um nebulizador de gás para acompanhar a dispersão do 

solvente. Porém quando o fluxo é baixo o "electrospray" pode ser induzido por 

potencial eléthco(LIN et a/.,2003). 

Outra característica do ESI é a produção de íons com múltiplas cargas que 

diminuem os valores de m/z permitindo a análise de moléculas com alta massa 

molecular. 

Os íons gerados por essas fontes passam por um analisador de massa. 

Esse analisador é responsável por separar os íons por sua relação carga massa 

(m/z). Ele usa um campo elétrico e/ou magnético para conduzir os íons no modo 

massa-dependente. 

O quadrupólo é um tipo de analisador, que usa uma radiofreqüência 

aplicada por quatro bastões de metal com polaridade de radiofreqüência 

alternadas e colocados em lados opostos, Uma corrente direta reveste os 

bastões. A interação entre a radiofreqüência e a corrente direta estabiliza a 

trajetória dos íons de valores m/z particulares que passam pelo analisador. 

Os íons presentes no quadrupólo colidem com moléculas de gás fazendo 

assim a fragmentação. Os íons fragmentados são então seqüencialmente 

ejetados para o detetor. O analisador de massa TOF acelera um conjunto de íons 
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com potencial elétrico e os diferenciam pelo tempo que eles levam para 

atravessar o tubo de vôo. Com os valores de (m/z) pode-se calcular o tempo 

requerido para mover os íons da fonte até o detetor ( LIN eí a/.,2003). 

3.8.2 Procedimento para análise de massa 

As amostras de crotamina nativa e irradiada foram submetidas a análise de 

espectrometria de massa. As amostras foram injetadas em um volume de 20 ^L 

de uma solução à 2 mg/mL, tendo assim uma massa final de 40 | ig. O aparelho 

utilizado foi um quadrupólo da micromass (Q-TOF - ES/MS). 

3.9 Atividade Enzimática 

A atividade enzimática da crotoxina foi avaliada de acordo com o método 

de HOLZER & MACKESSY (1996) modificado. Este método utiliza um substrato 

sintético orgânico [4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic acid] que mede a exposição 

dos cromóforos junto ao substrato, em um comprimento de onda de 425 nm. 

Devido a uma limitação de substrato, houve a necessidade de se padronizar o 

método para utilizá-lo em placas de microtitulação de 96 poços. No protocolo 

original utilizam-se 100 î L do substrato enquanto que na placa utilizam-se cinco 

vezes menos. 

A atividade enzimática foi estimada utilizando uma única concentração. As 

variáveis foram as doses de radiação e a presença ou não de substâncias 

"scavenger". 

3.9.1 Procedimento para análise da atividade enzimática 
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Inicialmente 20 das amostras de crotoxina (4 mg/mL) nativa e irradiada 

(400, 2000 e 10000 Gy), na presença ou não de substância "scavenger", foram 

colocadas individualmente em 100 |iL de solução tampão (10 mM Tris- HCI, 10 

mM de CaCb, 100 mM de NaCI; pH 8). Em seguida, foram adicionados em uma 

microplaca, 20 \iL de substrato [4-nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid] 3 M em 

acetonitrila). A placa foi homogeneizada e colocada em banho de água a 37° C 

por 20 minutos. Para interromper a reação adicionaram-se 20 \xL de solução de 

Triton X-100 2,5%. A placa foi colocada no gelo por mais 20 minutos e 

posteriormente a absorvância foi verificada em 425 nm em leitor de microplacas 

marca Dynatech® modelo MR - 4000. Para os cálculos da atividade enzimática, foi 

levado em consideração que a variação de absorvância 0,1 em 425 nm, seria 

equivalente a 25 nM de cromóforo liberado. 

3.10 Verificação da atividade tóxica 

Para verificar a atividade tóxica da crotoxina nativa e in-adiada com ou sem 

"scavenger" foi realizado o experimento de medida de toxicidade aguda (DL 50%) 

na qual se avalia a dose letal capaz de matar 50% dos animais. A dose letal 

utilizada foi a descrita por AIRD eí al., (1985) e que corresponde à 0,06 |ig/g de 

animal. 

3.10.1 Procedimento para análise de atividade tóxica 

O experimento de toxicidade aguda (DL 50) seguiu o procedimento de dose 

individual, ou seja, a solução estoque das toxinas para o inoculo na concentração 

desejada foi diluída em solução de cloreto de sódio 150 mM para 0,1 vez a dose 

pretendida. Foram utilizadas três doses a saber: 0,06 ng/g (1 DL50), 0,30 \xglg (5 

file:///xglg
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Tempo (dias) Dose Inoculada Volume Via de inoculação Adjuvante 

1 2,0 ng 200 iiL Sub-Cutânea FC 

15 2,0 ng 200 ^L Sub-Cutãnea Fl 

21 2,0 ^g 200 nL Intraperitonial SF 

FC - Adjuvante Completo de Freund; Fl - Adjuvante Incompleto de Freund e SF - Solução 
Fisiológica (NaCI, 150 mM) 

DL50), 0,60 |ig/g (10 DL50). O volume injetado por camundongo, em ^L, foi 10 

vezes a sua massa corpórea em gramas; ou seja, um camundongo de 20 g que 

recebeu 200 |4.L de uma solução 0,0003 ng/|xL resultou em uma dose de 0,06 ng/g 

da massa seca da toxina por grama de animal. A via de inoculação foi a 

intraperitonial. Para cada dose letal foram utilizados 12 grupos de 4 

camundongos, com massa corpórea variando entre 18 e 30 g. A mortalidade dos 

animais foi acompanhada por 48 horas. A toxicidade das amostras foi realizada 

pela comparação da mortalidade entre as amostras nativas e irradiadas na 

presença ou não de "scavengers". 

3.11 Produção de anticorpos (Ensaio de Imunização) 

Para verificar a produção de anticorpos contra a crotoxina nativa e irradiada 

na presença ou ausência de "scavenger" realizou-se o ensaio de imunização 

3.11.1 Procedimento do ensaio de imunização 

Foram feitas três imunizações onde a crotoxina nativa e irradiada na 

presença ou ausência dos "scavengers" foram utilizadas como antígenos. 

TABELA 1. Esquema para a imunização dos camundongos. 
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zm>sH> mm. DE mm. mimse-m 

Em todos os casos os animais anestesiados, foram sangrados pela via 

retro-orbital antes de cada inoculo, sendo a sangria final realizada sete dias após 

o último inoculo., utilizando uma pipeta de "Pasteur", o sangue foi acondicionado 

em tubos do tipo "eppendorf", já previamente preparados com heparina. Esses 

tubos foram centrifugados por 10 minutos a 201g e o plasma foi separado e 

congelado para posterior verificação dos anticorpos produzidos. 

3.12 Ensaio imunoenzimático (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay) 

Para avaliar a produção dos anticorpos formados durante o processo de 

imunização utiiizou-se o ensaio imunoenzimático. 

3.12.1 Princípio do ELISA 

O ELISA é um ensaio de ligação direta ao anticorpo (ou antígeno), para 

isso necessita de preparação pura de um antígeno ou anticorpo conhecido, a fim 

de padronizar o ensaio. Com isso uma enzima liga-se quimicamente ao 

anticorpo, que se liga ao poço de uma microplaca, que irá adsorver uma certa 

quantidade de qualquer proteína. O anticorpo de interesse pode ligar-se ao 

antígeno, sob condições em que a adsorção inespecífica é bloqueada e quaisquer 

anticorpos não ligados e outras proteínas são retiradas por sucessivas lavagens. 

A ligação é medida por uma reação que torna um substrato incolor em um 

produto colorido, a mudança de cor pode ser medida diretamente na placa onde 

ocorreu, facilitando a aquisição de dados. A marcação de anticorpos 

antiimunoglobulinas também pode ser detectada pelo ELISA, está técnica é usada 

para detectar a ligação de um anticorpo a outros antígenos ligados à placa. Neste 

caso, o anticorpo antiimunoglobulina é usado em uma segunda camada, o uso 
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dessa segunda camada amplifica o sinal, já que pelo menos duas moléculas de 

anticorpo antiimunoglobulina são capazes de se ligar a cada anticorpo. 

3.12.2 Procedimento para o Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Inicialmente foi preparada uma solução de veneno total (2 mg/mL) em 

solução tampão carbonato/bicarbonato de sódio 0,05M pH 9,6 para a 

sensibilização da placa. 

Aplicaram-se 10OjiL por poço e a placa foi acondicionada em um envelope 

de polietileno juntamente com um algodão umedecido, permanecendo assim 

"overnight" em geladeira a 4° C. 

Após sucessivas lavagens com PBST (Phosphate-buffered saline Tween) 

0,15 M, possíveis sítios de ligação foram bloqueados com 1 % de leite em pó 

dissolvido em PBS, por 1 hora à temperatura ambiente. 

Seguindo a fase de lavagens acima citada, o anti-soro a ser testado foi 

diluído em duas concentrações 1/100 e 1/50 , adicionado à placa e incubado por 1 

hora à 37° C. Novas lavagens foram feitas e o conjugado IgG de carneiro anti- IgG 

de camundongo marcado, com peroxidase da Sigma, com uma diluição de 1/1000 

foi adicionado à placa e incubado novamente por 1 hora à 37° C. 

Após as lavagens finais, o substrato cromógeno 0-phenylenediamine-OPD 

(0,5mg/mL) em tampão citrato de sódio/ácido cítrico {0,05M; pH 5,0) e H2O2 

(30%), foi adicionado à placa e incubado por 20 minutos em câmara escura. A 

reação foi interrompida pela adição de ácido cítrico 0,2 M A absorvância foi 

verificada em leitor de microplacas da marca Dynatech® modelo MR - 4000, no 

comprimento de onda de 450 nm. 
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4. RESULTADOS 

A seguir serão apresentados os resultados da cromatografia do veneno 

total de Crotaius durissus terrificus, repurificação das toxinas (crotoxina e 

crotamina), análise de ultravioleta das toxinas nativa e irradiada com e sem 

"scavenger", análise de fluorescência das toxinas nativas e irradiadas, 

espectrometria de massa da crotamina nativa e in-adiada, análise de atividade 

tóxica aguda (DL 50) da crotoxina nativa e irradiada com e sem "scavenger", 

avaliação dos anticorpos produzidos por ELISA da crotoxina nativa e irradiada 

com 2000 Gy com e sem "scavenger". 
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FIGURA 4. Cromatograma do veneno total de Crotaius durissus 
terrífícus em coluna de exclusão molecular Superdex 75. 

4.1 Obtenção das toxinas a partir do veneno total 

A FIGURA 4 apresenta o perfil cromatográfico da purificação das toxinas a 

partir do veneno total de Crotaius durissus terrificus. O Pico 1 representa a 

convulxina, pico 2, toxina que supostamente tem ação hemoconcentrante, pico 3, 

a giroxina, pico 4, a crotoxina e pico 5, a crotamina. 
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Na FIGURA 5 está apresentado o perfil cromatográfico da repurificação da 

crotoxina a partir do pico 4 da FIGURA 4 em coluna de troca iónica Mono Q, com 

gradiente linear de NaCl variando de O a 0,5 M. 

FIGURA 5. Recromatografia da crotoxina em resina 
Mono Q. 

Na FIGURA 6 está apresentado o perfil da repurificação da crotamina (pico 

5 FIGURA 4) em coluna do tipo Resource S, com gradiente linear de NaCl 

variando entre O e 2 M de NaCI. 

FIGURA 6. Recromatograifa de crotamina em resina Resource S. 
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4.2 Absorção Ultravioleta 

Na FIGURA 7 está apresentado o resultado da análise de absorção 

ultravioleta da crotoxina nativa sem "scavenger" e na presença de t-butanol e 

nitrato de sódio. Pode-se notar que a toxina na presença do nitrato de sódio sofre 

uma diminuição de absorção principalmente na região dos compostos aromáticos 

(280 nm). 
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FIGURA 7. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotoxina nativa com e 
sem "scavenger". 
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FIGURA 8. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotoxina nativa e 
irradiada com 400 Gy na presença ou não de "scavengef. 

Na FIGURA 8 apresenta-se o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotoxina nativa e irradiada com 400 Gy na presença ou nao de 

substâncias "scavenger". Observa-se que a toxina inradiada sem "scavenger" não 

apresenta alterações relevantes quando comparada com a toxina nativa também 

sem "scavenger". Quando as toxinas estão na presença dos "scavengers", a 

absorção é mantida, principalmente, na região das cadeias peptídicas (200 - 210 

nm), nas demais regiões a absorção sofre um decréscimo. 



37 

Na FIGURA 9 apresenta-se o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotoxina nativa e irradiada com 2000 Gy na presença ou não de 

substâncias "scavenger". Verifica-se que a toxina irradiada sem "scavenger" tem 

uma diminuição de absorção, enquanto para as toxinas com os "scavengers" 

nota-se um aumento da absorção. 
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FIGURA 9. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotoxina nativa e 
irradiada com 2000 Gy na presença ou não de "scavenger". 
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FIGURA 10. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotoxina nativa e 
irradiada com 10000 Gy na presença ou não de "scavenger". 

Na FIGURA 10 está apresentado o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotoxina nativa e irradiada com 10000 Gy na presença ou não de 

substancias "scavenger". Nota-se que a toxina na presença do t-butanol teve uma 

diminuição de absorção, já a toxina sem "scavenger" e com nitrato apresentam 

aumento na absorção. 
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FIGURA 11. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotamina nativa com e 
sem "scavenger". 

Na FIGURA 11 está apresentado o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotamina nativa sem "scavenger" e na presença de t-butanol e 

nitrato de sódio. Pode-se verificar que a toxina na presença de ambos os 

"scavengers" sofrem diminuição de absorção em todas as regiões do espectro. 
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FIGURA 12. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotamina nativa e 
irradiada com 400 Gy na presença ou não de "scavenger". 

Na FIGURA 12 está apresentado o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotamina nativa e irradiada com 400 Gy na presença ou não de 

substâncias "scavenger". A crotamina irradiada sem os "scavengers" apresenta 

um aumento de absorção em todas as regiões, enquanto a toxina na presença 

dos "scavengers" tem um decréscimo de absorção. 
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FIGURA 13. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotamina nativa e 
irradiada com 2000 Gy na presença ou não de "scavenger". 

Na FIGURA 13 está apresentado o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotannina nativa e irradiada com 2000 Gy na presença ou não de 

substancias "scavenger". Verifica-se neste caso, que a toxina irradiada sem 

"scavenger" e com nitrato de sódio apresentam aumento de absorção, a toxina 

com t-butanol não apresenta alterações se comparada com a toxina nativa sem 

"scavenger". 
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FIGURA 14. Resultado da análise de absorção ultravioleta da crotamina nativa e 
irradiada com 10000 Gy na presença ou não de "scavenger". 

Na FIGURA 14 está apresentado o resultado das análises de absorção 

ultravioleta da crotamina nativa e irradiada com 10000 Gy na presença ou não de 

substâncias "scavenger". A toxina sem "scavenger" e na presença do nitrato de 

sódio apresenta um discreto aumento de absorção e quando está em presença de 

t-butanol apresenta uma ligeira diminuição. 
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FIGURA 15. Resultado da análise de fluorescência da 
crotoxina nativa sem "scavenger". 
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FIGURA 16. Resultado da análise de fluorescência da 
crotoxina irradiada com 400 Gy sem "scavenger". 

4.3 Análise de espectro de fluorescência 

Na FIGURA 15 e 16 estão apresentados os resultados das análises de 

fluorescência da crotoxina nativa e irradiada com 400 Gy sem "scavenger". Em 

todos os gráficos referentes a esta análise o primeiro pico representa a emissão 

de fluorescência do Raman da água (280 nm), sendo o pico de interesse, o do 

triptofano, localizado em 350 nm. 
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Na FIGURA 17 e 18 estão apresentados os resultados das análises de 

fluorescência da crotoxina irradiada com 2000 e 10000 Gy sem "scavenger". 
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FIGURA 17. Resultado da análise de fluorescência da 
crotoxina irradiada com 2000 Gy sem "scavenger". 
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FIGURA 18. Resultado da análise de fluorescência da 
crotoxina irradiada com 10000 Gy sem "scavenger". 
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FIGURA 19. Resultado da análise de fluorescência da 
crotamina nativa sem "scavenger". 
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FIGURA 20. Resultado da análise de fluorescência da 
crotamina 400 Gy sem "scavenger". 

Na FIGURA 19 e 20 estão apresentados os resultados das análises de 

fluorescência da crotamina nativa e irradiada com 400Gy sem "scavenger". Em 

todos os gráficos referentes a esta análise o primeiro pico representa a emissão 

de fluorescência do Raman da água (280 nm), sendo o pico de interesse, o do 

triptofano, localizado em 350 nm. 
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FIGURA 21. Resultado da análise de fluorescência da 
crotamina irradiada com 2000 Gy sem "scavenger". 
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FIGURA 22. Resultado da análise de fluorescência da 
crotamina irradiada com 10000 Gy sem "scavenger". 

Na FIGURA 21 e 22 estão apresentados os resultados das análises de 

fluorescência da crotamina irradiada com 2000 e 10000 Gy sem "scavenger". 
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FIGURA 23. Resultado da análise da crotamina nativa por espectrometria 
de massa sem "scavenger". 

4.4 Análise por espectrometria de massa 

Na FIGURA 23 está apresentado o resultado da análise da espectrometria 

de massa da crotamina nativa sem a presença de "scavenger". Observa-se que 

há um pico majoritário referente a crotamina (4882,10 Da), os demais picos são 

ruídos provenientes do aparelho. 

http://�i7.nl
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Na FIGURA 24 está apresentado o resultado da análise da espectrometría 

de massa da crotamina in-adiada com 400 Gy sem a presença de "scavenger^. 

Nota-se o pico de maior intensidade (4881,70 Da) referente a crotamina. 

iO-T«fUWaaiES4y»inaiyiia eralMiina 400 Oy 
ttOaaC t4(a5a)M1 IB(-11«40JB11(G«J[)7»1021:17W,0.11U33JQS);»aiOi»>;Cai(1£20) 
100, «W.M 

3tgi.40 
«SMO j I 3B27.M 

^Li¿JÍ^in lili 
3000 3500 4000 

FIGURA 24. Resultado da análise da crotamina irradiada com 400 Gy por 
espectrometria de massa sem "scavenger". 
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FIGURA 25. Resultado da análise da crotamina irradiada com 2000 Gy por 
espectrometria de massa sem "scavenger". 

Na FIGURA 25 está apresentado o resultado da análise da espectrometría 

de massa da crotamina irradiada com 2000 Gy sem a presença de "scavenger". 

Verífica-se a presença do pico majorítárío em 4882,90 Da e picos com maior 

massa como: 9769,90 Da que pode ser um dímero. 
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FIGURA 26. Resultado da análise da crotamina irradiada com 10000 Gy por 
espectrometria de massa sem "scavenger". 

Na FIGURA 26 está apresentado o resultado da análise da espectrometria 

de massa da crotamina irradiada com 10000 Gy sem a presença de "scavenger". 

Observam-se diversos picos com massas moleculares tanto maiores como 

menores do que a crotamina. 
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FIGURA 27. Análise de atividade enzimática da crotoxina nativa e irradiada com e sem 
"scavenger". 

4.5 Atividade enzimática 

Na FIGURA 27 estão apresentados os resultados da análise da atividade 

fosfolipásica da crotoxina nativa e irradiada na presença e na ausência de 

substância "scavenger". Verifica-se que há uma diminuição da atividade conforme 

o aumento da dose. Pode-se notar ainda que a atividade enzimática quando a 

toxina está na presença de t-butanol tem uma diminuição menor quando 

comparada com a toxina com nitrato de sódio. 

Cabe ressaltar que as análises foram realizadas em triplicata e os desvios 

padrões da médias foram inferiores a 5 X 10"^. 
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FIGURA 28. Resultado da atividade tóxica da crotoxina nativa e irradiada, com e sem 
"scavenger", quando inoculado 1DL50. 

4.6 Atividade tóxica 

Na FIGURA 28, está apresentado o resultado da atividade tóxica da 

crotoxina nativa e irradiada na presença ou na ausência das substâncias 

"scavengers". A dose inoculada foi referente a 1DL50. Observa-se que apenas a 

toxina nativa sem "scavenger" e na presença de t-butanol apresentam mortalidade 

de 50% dos animais. 
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FIGURA 29. Resultado da atividade tóxica da crotoxina nativa e irradiada, com e 
sem "scavenger", quando inoculado 5 DL50. 

Na FIGURA 29 está apresentado o resultado da atividade tóxica da 

crotoxina nativa e irradiada na presença ou na ausência das substâncias 

"scavengers". A dose inoculada foi referente a 5DL50. Nota-se que a mortalidade 

dos animais para a toxina nativa sem "scavenger" apresentam mortalidade total 

dos animais. Quando a toxina foi irradiada com 400 Gy a mortalidade de 50% 

para a toxina nativa sem "scavenger" e na presença de t-butanol. Nas demais 

doses não há mortalidade. 
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Na FIGURA 30 está apresentado o resultado da atividade tóxica da 

crotoxina nativa e irradiada na presença ou na ausência das substâncias 

"scavengers". A dose inoculada foi referente a 10 DL50. Observa-se mortalidade 

total dos animais para a toxina nativa e irradiada com 400 Gy ,sem "scavenger" e 

na presença de t-butanol. Nas demais doses de irradiação não verifica-se 

mortalidade. 
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FIGURA 30. Resultado da atividade tóxica da crotoxina nativa e irradiada, 
com e sem "scavenger, quando inoculado 10 DL50. 
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4.7 Produção de anticorpos 

Na FIGURA 31 apresentam-se os resultados da análise de produção de 

anticorpos induzidos pela crotoxina nativa e irradiada com 2000 Gy na presença 

ou ausência de substância "scavenger". Observa-se uma resposta bastante 

heterogênea para a toxina nativa. Para a toxina irradiada na presença de t-butanol 

nota-se que há uma diminuição da resposta com relação a toxina irradiada. Pode-

se verificar ainda uma semelhança entre as respostas apresentadas para toxina 

irradiada sem "scavenger"e na presença de nitrato de sódio. 
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11/100 

i 1/50(animal 2) 
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11/100 
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FIGURA 31. Análise de produção de anticorpos da crotoxina nativa e irradiada (2000 Gy) 
com ou sem "scavenger", 
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5. DISCUSSÃO 

A separação do veneno total de Crotaius durissus terrificus foi feita por 

melo da cromatografia de exclusão molecular em gel Superdex 75 (FIG. 4). Este 

fracionamento baseia-se no tamanlio das moléculas dos componentes, onde as 

moléculas maiores saem primeiro, já que esse gel é composto por esferas de 

tamanhos variados. Essas esferas contêm porosidades, as quais, permitem 

apenas a passagem de moléculas pequenas, com isso essas moléculas levam 

um tempo maior para sair. Esta pré-separação gerou 5 picos onde o primeiro 

refere-se a convulxina, o segundo uma toxina hemoconcentrante , o terceiro a 

giroxina, o quarto a crotoxina e o quinto a crotamina (CLISSA, 1997). Observando 

a FIGURA 4 nota-se que a crotoxina e a crotamina foram as toxinas que 

apresentaram as maiores áreas respectivamente. 

Realizou-se então uma segunda etapa de purificação para obtenção das 

toxinas com alto grau de homogeneidade. Para a crotoxina utilizou-se uma resina 

de troca iônica do tipo MonoQ. Na FIGURA 5 observa-se um pico majoritário que 

é o referente a crotoxina (NASCIMENTO, 1995). No caso da crotamina utilizou-se 

uma resina de troca iônica do tipo Resource S e na FIGURA 6 também pode-se 

notar um pico de maior intensidade o qual se refere a crotamina (TENO et al., 

1990 e MITAKE, 2000). 

As toxinas nativas e após a irradiação, na presença ou não de 

"scavengers", foram então analisadas por algumas técnicas físico-químicas para 

verificação das possíveis alterações nas moléculas causadas pela radiação. 

Uma destas técnicas utilizadas foi a absorção ultravioleta. No caso das 

proteínas três regiões são importantes. As regiões acima de 280nm são relativas 

a cadeia lateral de alguns aminoácidos, a região entre 280 e 210 nm concentra os 
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aminoácidos aromáticos e a região abaixo de 210 nm concentram ligações 

peptídicas e outros aminoácidos não aromáticos (JAFFE & ORCHIN, 1962). 

Sendo assim, na FIGURA 7 pode-se notar que na região das ligações 

peptídicas não há modificações relevantes para a crotoxina nativa, na presença 

de t-butanol e nitrato de sódio, já na região dos aminoácidos aromáticos nota-se 

diminuição de exposição dos cromóforos para o nitrato de sódio, indicando que 

apenas em razão da presença do nitrato de sódio já há alterações 

conformacionais na molécula. 

Para a crotoxina irradiada com 400 Gy (FIGURA 8), observa-se um 

comportamento semelhante em todas as regiões, quando está na sua forma 

nativa e mesmo após a irradiação sem a presença dos "scavengers". Quando 

irradiada na presença de t-butanol e nitrato de sódio verifica-se uma diminuição 

da exposição dos cromóforos com relação a toxina nativa sem "scavenger", 

porém quando comparada com a toxina nativa, na presença dos "scavengers", a 

alteração de perfil é discreta. 

Com a dose de radiação de 2000 Gy (FIGURA 9), pode ser verificado um 

aumento de exposição dos cromóforos em todas as regiões, quando comparada 

com a toxina nativa, tanto para a toxina em presença de t-butanol como também 

quando em presença de nitrato de sódio. Isto pode sugerir alterações em 

estrutura terciária da proteína. Quando a toxina está sem os "scavengers" nota-se 

uma diminuição de exposição sugerindo a degradação da proteína. 

Quando a crotoxina foi irradiada com 10000 Gy (FIGURA 10) houve uma 

maior absorção tanto quando a toxina foi irradiada sem "scavenger" quanto na 

presença de nitrato de sódio. No caso do butanol houve uma diminuição da 

absorção, porém na região dos aminoácidos aromáticos (280 nm) verifica-se uma 
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dada quantidade de absorção, indicando que os aromáticos não estão todos 

voltados para a parte interna da molécula. 

Na FIGURA 11, que se refere à crotamina nativa com e sem os 

"scavengers", na região das ligações peptídicas nota-se uma pequena diminuição 

de absorção quando a toxina está com nitrato de sódio, nas demais regiões nota­

se ainda pequena diminuição para a toxina com ambos os "scavengers". Isso 

sugere que a molécula de crotamina é um pouco mais resistente quando exposto 

às substâncias "scavengers" quando comparada à crotoxina. 

Para a crotamina irradiada com 400 Gy (FIGURA 12), verifica-se que o 

comportamento praticamente não muda quando a toxina nativa com "scavenger" 

é comparada com a toxina sem os "scavengers". Por outro lado, a toxina 

irradiada, sem nitrato de sódio e t-butanol, verifica-se uma maior absorção o que 

indica uma maior exposição dos cromóforos e consequentemente alterações de 

estrutura terciária. 

Com a dose de 2000 Gy ( FIGURA 13), quando a toxina está em presença 

de nitrato de sódio pode-se notar que há um ligeiro aumento da absorção na 

região das cadeias polipeptídicas e também na região dos aromáticos indicando 

mudanças de conformação na molécula, diferentemente do que se observa 

quando a toxina está na presença t-butanol onde não se observa diferença 

significativa. 

Quando a crotamina foi irradiada com 10000 Gy (FIGURA 14), nota-se um 

ligeiro aumento da absorção, em todas as regiões, quando a toxina está na 

presença de nitrato de sódio e ligeira diminuição quando está na presença de 

t-butanol. 
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Comparando-se o comportamento entre as duas toxinas, constata-se que 

a crotoxina é significativamente mais vulnerável tanto à radiação quanto à 

presença das substâncias "scavengers". Isto pode ocorrer em razão da crotamina 

possuir uma forma mais compacta devido a presença de 7 pontes dissulfeto e 

também de ser um monômero, diferentemente da crotoxina que tem a forma 

dimérica, formadas pelas suas sub-unidades (crotapotina e fosfolipase A2). 

As FIGURAS 15, 16, 17 e 18 apresentam os resultados da análise de 

fluorescência da crotoxina nativa e irradiada nas três doses (400, 2000 e 10000 

Gy) na ausência "scavenger", e permitem verificar as alterações conformacionais, 

principalmente do aminoácido triptofano (CHEN et al., 1969). Examinando as 

figuras nota-se que a fluorescência da toxina é dose-dependente, diminuindo 

conforme o aumento da dose. Isso mostra que quanto maior a dose de radiação 

maior a exposição dos aminoácidos ao solvente, diminuindo assim a emissão de 

fluorescência. 

Nas FIGURAS 19, 20 , 21 e 22 estão apresentadas as análises de 

fluorescência da crotamina nativa e irradiada nas três doses (400, 2000 e 10000 

Gy). Ao observar as figuras verifica-se que, também no caso da crotamina, o 

rendimento quântico é dose-dependente. Esses dados corroboram os dados de 

MOON & SONG (2001), que analisaram o comportamento da ovalbumina e 

ovomucoide irradiada com várias doses (500, 1000, 5000 e 10000 Gy) e também 

observaram um decréscimo dose-dependente da fluorescência. 

Cabe ressaltar que na comparação entre as duas toxinas, a crotamina 

apresenta um rendimento quântico muito superior em relação a crotoxina, porém 

isso não indica que a crotamina tenha mais aminoácidos aromáticos do que a 
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crotoxina, isso deve ser um indicativo de que os aminoácidos da crotamina estão 

menos expostos às moléculas de solvente do que no caso da crotoxina. 

As amostras de crotoxina e de crotamina nativas e irradiadas, na presença 

dos "scavengers", também foram analisadas, porém não mostraram respostas 

significativas. No caso do t-butanol as amostras sofreram supressão (quencliing) 

do solvente. Entretanto, quando as amostras estão na presença de nitrato de 

sódio, não há relato na literatura de supressão de íons nitrato ou até mesmo de 

íons sódio, contudo, GUILBALT (1990), destaca o poder de supressão dos 

compostos oxigenados, que afetam severamente os grupamentos aromáticos. 

Sugere-se então que pode ter ocorrido este fenômeno no caso das análises em 

nitrato de sódio. 

Na FIGURA 23 está apresentada a análise de espectrometria de massa da 

crotamina nativa, nota-se que há um pico de massa 4882,10 Da que é a massa 

da crotamina. Verifica-se que há também alguns ruídos no espectro, porém não 

são significativos. 

Na FIGURA 24 está o espectro de massa da crotamina irradiada com 400 

Gy, pela análise da figura pode-se observar que pode estar começando haver 

alguma mudança de ordem estrutural na molécula, mas sem grande significado. 

Na FIGURA 25 está o espectro da crotamina irradiada com 2000 Gy, onde 

pode-se observar um espectro um pouco mais complexo, tendo a formação de 

dímeros de massa 9769,90, mas o pico principal cuja massa é de 4882 ainda 

permanece. 

Na FIGURA 26 está o espectro da crotamina irradiada com 10000 Gy e 

este demonstra que há extinção do pico de massa característico da crotamina 

(4882 Da) e há formação de moléculas mais complexas, ou seja a formação de 
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dímeros ou até trímeros corroborando os achados de HAMPE (1990) que relata 

que quando a crotamina é submetida a determinadas condições pode haver a 

formação de oligômeros, já que esses são ligados por ligações covalentes. 

A análise de espectro de massa pode ser realizado em um espectrómetro 

de massa que tem uma outra forma de ionizar as amostras. Esse sistema é 

denominado MALDl. Neste caso utiliza-se uma energia proveniente de um laser 

gerado por um potencial elétrico para ionizar as moléculas. Para esse método de 

ionização as amostras a serem analisadas devem estar contidas em uma matriz 

cristalizada. A ionização ocorre quando as moléculas da matriz absorvem energia 

do laser. A liberação desta energia causa uma rápida expansão térmica da matriz 

e o analíto é levado à fase gasosa (LIN eí al., 2003), contudo no caso deste 

trabalho não haveria diferença nos resultados, já que a única diferença entre os 

equipamentos utilizados é a forma de ionização da amostra. 

A atividade enzimática da crotoxina nativa e após a irradiação, na presença 

ou não de substâncias "scavengers", está apresentada na FIGURA 27, onde 

verifica-se que a atividade enzimática da toxina, sem a presença dos 

"scavengers", diminui de acordo com o aumento da dose de radiação. Quando se 

analisa a toxina em sua forma nativa na presença dos "scavengers", a atividade 

enzimática não é alterada significativamente. Quando à toxina foi submetida à 

dose de 400 Gy de irradiação, a atividade teve um decréscimo tanto para toxina 

com ou sem "scavengers". Para a dose de 2000 Gy nota-se diminuição da 

atividade quando comparada com as amostras nativas. Com a dose de 10000 Gy 

a atividade também diminuiu. Em todas as doses de radiação pode-se verificar 

que os "scavengers" exercem um certo tipo de proteção à molécula impedindo 
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que a atividade seja extinta, especialmente para a dose de 2000 Gy quando está 

na presença de t-butanol. 

A atividade tóxica da crotoxina nativa e irradiada, com três doses, foi 

verificada por meio de análise de dose letal 50%. Quando se utilizou a dose 

correspondente a 1 DL 50 (0,06 [iglg de animal) (FIGURA 28), houve mortalidade 

de animais apenas para a toxina nativa sem "scavenger" e com o t-butanol. No 

caso das toxinas irradiadas não houve mortalidade, indicando assim perda da 

atividade tóxica após a irradiação. Para uma quantidade equivalente a 5 DL50 

(0,30^ig/g de animal) (FIGURA 29), houve mortalidade total dos animais nos 

casos das toxinas nativas, sem "scavenger" e com t-butanol. Quando inradiada 

com 400 Gy a mortalidade também foi igual para a toxina sem "scavenger" e com 

t-butanol, por outro lado na presença de nitrato de sódio todos os animais 

sobreviveram, sugerindo que os elétrons aquosos não estão diretamente 

relacionados com a perda da toxicidade da toxina. Nas demais doses de radiação 

(2000 e 10000 Gy) não houve mortalidade. 

Quando foi usada uma quantidade relativa a 10 DL50 (0,60 ng/g de animal) 

(FIGURA 30) a mortalidade dos animais foi total tanto para a toxina nativa quanto 

para a toxina irradiada com 400 Gy, sem "scavenger" e com t-butanol. Nas 

demais doses de radiação não houve mortalidade confirmando então a perda da 

atividade tóxica da toxina (ANDRIANI, 1995; BARIDE eí a/., 1980; CLISSA, 1997; 

MURATA, 1988; NASCIMENTO eía/.,1996). 

A produção de anticorpos foi avaliada por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

para a crotoxina nativa e irradiadas nas doses anteriormente citadas, com e sem 

"scavenger". Os resultados desta análise indicam que quando a toxina é irradiada, 

a diferença na produção de anticorpos não é relevante para as doses de 400 Gy e 
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10000 Gy. Entretanto para a dose de 2000 Gy, com e sem "scavenger", os 

resultados se mostraram relevantes (ANDRIANI, 1995; CLISSA, 1997; 

NASCIMENTO, 1995 e NASCIMENTO eí al., 1996). Pode-se observar na 

FIGURA 31 que a toxina nativa na ausência dos "scavenger" produz uma 

resposta imunológica heterogênea, Por outro lado a toxina quando estava 

irradiada na dose de 2000 Gy apresentou repostas mais homogêneas quando 

comparada com a toxina nativa sem "scavenger". Verifica-se que quando a toxina 

irradiada está na presença de t-butanol as respostas são drasticamente 

diminuídas. Ao contrário do que se obsen/a para as toxinas em presença de 

nitrato de sódio cujas repostas estão semelhantes àquelas produzidas para as 

toxinas irradiadas sem "scavenger". Isso leva a sugestão de que realmente o 

radical hidroxila está diretamente relacionado com a produção dos anticorpos e 

por conseguinte agindo nas propriedades imunogênicas da toxina. 
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6. CONCLUSÕES 

- O protocolo empregado para o isolamento das frações resultou em toxinas 

altamente purificadas. 

- As substâncias utilizadas como "scavengers" (t-butanol e nitrato de sódio) 

demonstraram ser eficazes para o estudo de produtos específicos da radiolise 

da água. 

- As doses de radiação escolhidas permitiram identificar a dose de 2000 Gy 

como discriminatória. 

- A radiação gama causa alterações na conformação das toxinas e 

desdobramento das cadeias polipeptídicas e esse fenômeno é potencializado 

quando as toxinas são irradiadas, na presença de "scavengers". 

- Nas doses de 2000 e 10000 Gy a crotamina tende a formar moléculas 

complexas, como dímero, trímeros e até oligômeros. 

- Não houve alterações significativas na atividade enzimática da crotoxina nativa 

na presença dos "scavengers". 

- A atividade enzimática foi protegida na presença de substâncias "scavengers", 

com destaque para a dose de 2000 Gy. 

- A produção de anticorpos contra a crotoxina irradiada, reconheceu a toxina 

nativa. 

- O radical hidroxila é o responsável por manter as propriedades imunogênicas 

das toxinas irradiadas com 2000 Gy. 
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