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RESUMO

Veneno de Crotalus durissus tervificus, a cascavel Sul Americana, foi irradiado
em solucdo, nas doses de 2. 3. 5 ¢ 10kGy ecm uma fonte de "'Co, com o objetivo de
estabelecer uma dose capax de destoxicar o veneno, sem destruir suas propriedades
imunogénicas. Foi observada ainda a quantidade de agregados formados, uma vez
que esles se mostraram importantes duranie o processo de destoxicagio da
erotoxing, principal toxina do veneno de Crotalus durissus fervificns. O perfil da
cromatografia de exclusdo molecular mostrou que a quantidade destes agregados
formados durante a irradiacdo aumenta de acordo com um aumento da dose de
rachagdo,

O veneno irradiado com a dose de 2kGy apresentou niveis de toxicidade cerca
de 3 weres menores do que o veneno ndo irradiado, enquanto que © vencno
irradiado com 3kGy i 10 vezes, e o irradiado com 5 ¢ 10kGy foi pelo menos 20
veres menos koxico do que o veneno ndo irradiado. Por outre lado, o veneno
irradiado com 2kGy foi o que induxin a formagio de anticorpos mais eficicnies no
reconhecimento ¢ na neutralizacio do veneno ndo irradiado, usando-se um esquema

classico de imunizagio.

INTRODUCAO

Os  venenos  crotdlicos sio  considerados
intrinsicamente fracos imundgenos., ¢ devide 4 sua alta
letalidade nde  podem  ser  administradas  grandes
quantidades em animais soroprodutores [1]. Atualmente
existem vdrias metodologias voltadas para a atenuagio da
toxicidade de vencnos [2-4]. Uma metodologia que vem se
mostrando bastante eficiente ¢ a atenvagio da toxicidade
pela aglio dircta ¢ indireta da radiagio lonizante sobre
toxinas em solugdo | 3-12].

Estudos preliminares mostram que uma dose de
2kGy reduz a atividade téxica do veneno de Crotalus
eurissus terrificus, mas ndo aliera suas propriedades
imunogénicas [5, 6]. Trabalhos mais recentes mostram que
a crotoxina, principal toxina do veneno crotilico, apos
receber a mesma dose de radiagdo. também apresentou sua
toxicidade alenuada ¢ suas propriedades imunogénicas
preservadas, fato este atribuido a formagdo de compostos
de alto peso molecular. denominados agregados [7].

O objetive deste estudo ¢ estabelecer uma dose de
radiaciio para o veneno crotilico, capaz de produxir maior
quantidade de agregados aldéxicos porém imunogénicos.

PROCEDIMENTOS E RESULTADOS

I Irradiagido de venenos: Veneno de Crotalus durissus
terrificus crotamino-positivo, na forma cristalizada, for
ressuspendido em NaCl 150mM e a concentragio foi
ajustada para 2.0mg/ml pelo método de Bradford [13].
Foram aliquotadas amostras de 6,0ml em frascos de vidro,
¢ irradiadas em uma fonte de ®Co (Gamma Cell 220,
Atomic Energy Agency of Canada) com uma taxa de dosc
de 0,391kGy/h. ininterruptamente, com as doses de 2, 3. 5
e 10kGy. O processo de irradiagio ecorreu com a amostra
em pH 3.0 na presenga de O: ¢ a lemperatura ambiente.
Uma amostra nas mesmas condigbes foi deixada do lado de
fora da fonte como controle.



Apds a irradiacdo obscrvou-sc a formagdo de
compostos insoliveis, evidenciados através da precipitagdo.
Estes compostos foram chamados de agregados insoluveis,
As amostras foram guardadas imediatamente apds serem
irradiadas. em congelador (-20°C), até o momento da sua
utilizagio.

IL Isolamento dos agregades: ) venene irradiado foi
centrifugado com 8.000g durante 10 min. a 4'C. As
proteinas soliveis foram quantificadas pelo mdétodo de
Bradford [13]. 4 im de se estimar a quantidade de proteina
precipitada, de agregados insolitvels (tabela 1), As
proteinas soliveis foram aplicadas em uma coluna de
axclusio molecular Sephadex G-100 (71 X 2,5cm), eluindo
com dcide acético 100mM, pH 3,0 4 um fluxo constante de
18mlh. Fraces de 3.0 ml foram coletadas em um coletor
LKB-Pharmacia. As fragies referenics aos agregados
foram scparadas, congeladas ¢ liofilizadas. Foram
realizadas também cromatografias do veneno nativo, sob as
mesmas condigdes {figuras 1. 2. 3¢ 4),

Tabela 1: Concentragio protéica do sobrenadante das
amostras irradiadas ¢ centrifugadas, e estimativa da
porcentagem de agregados insoliveis;

Dose de Concentragio | % de agregados
Radiacio {mg/ml) insoliveis
{kg'}

0 1.93 (}

2 1,88 2.5

3 1.81 5.7

3 1.85 3.7

10 012 937
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Figura 1: 6.0ml de uma solugiio 4 1.93mg/ml dc veneno
nativo aplicada em coluna Sephadex G-100 (71 X 2.5cm).
Eluente: ac. acético 100mdM. Fluxo: 18mbh. Volume
coletado por [ragdo: 3.0ml.
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Figara 2: 6,0ml de uma solugfo 4 1.88mg/ml de veneno
irradiado com 2.000Gy aplicada em coluna Sephadex G-
100 (71 X 2.5cm). Eluenle ac. acético 100mM. Fluxo:
18ml/h. Volume coletado por [ragdo: 3.0ml.

Figura 3: 6.0ml de uma solugio & 1.81mg/ml de veneno
irradiado com 3.000Gy aplicada em coluna Sephadex G-
100 (71 X 2.5cm). Eluente dc. acético 100mM. Fluxo:
18ml'h. YVolume coletado por fragio: 3.0ml.
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Figura 4: 6.0ml de uma solugiio 4 1.85mg/ml de veneno
irradiado com 5.000Gy aplicada em coluna Scphadex G-
100 (71 X 2.5cm). Eluenie: dc. acético 100mM. Fluxo:
18ml/h. Volume coletado por fragio: 3.0ml.



I Atividade Toxica: A dosc letal 50% (DL} para o
veneno nativo e para as fragdes irradiadas [oi calculada
segundo Spearman-Karber [14]. Foram usados 4 grupos de
4 camundongos machos pesando entre 22 ¢ 28z, A menor
concentraciio da solugio utilizada foi 0,003 1pe/ul. com um
fator de diluicio de 2.0. A mornalidade dos animais foi
acompanhada por 48hs. A determinagio da DLs, fol feita
utilizando-se o métode citade acima, com intervalo de
confianca de 95%. Os resuliados obtidos podem ser vistos
na tabela 2.

Tabela 2: Auvidade letal das fractes irradiadas com as
diferentes doses.

Amnpstra® Dose (ug/g) | N¥de Dl
VTN 0, 148 (238,34- 1
B83.46)
AgS 2kGy 2,13 15
AgS 3kGy =23 =17
ApS SkGy >2.5 =17
Ags 10kGy ND ND
FINA 2kGy 0.37 2.5
FINA 3kGy {1.88 3
FINA 3kGy =1,03 >7
FINAI0KGy | ND ND
VI 2kGy 0.44 3
VTI 3kGy 1,88 12
VT 5kGy 1,2 15
VTLIOKGy | =74 >50

* VTN = Veneno Total MNativo, AgS = Agregados
Soliveis; FINA = Fragio Irradiada Nao Agregada; V1 =
WVeneno Total Irradiado; ND = Mio Deternunado

IV, DImunizacio de Coelhos: Foram imunizados coclhos
Emeas, pesando entre 3 ¢ 4 kg com colheifa prévia de
soro para controle. O veneno crotilico nativo ¢ 0 veneno
irradiado com as doses de 2. 3. 5 ¢ 10kGy foram utilizados
como antigeno, sendo diluidas em MNaCl 130mM {quando
necessdrio) e emulsificadas com igual volume de adjuvante
de Freund completo, de modo que foram injetadas
(),296mg de veneno native, e 2.072mg de veneno
irradiado. Estas quantidades foram injetadas em um
volume final de 2.6ml, em 4 locais diferentes do dorso do
coclho pela via intradérmica.

Apds 15 dias foi feito outro indculo seguindo o
mesmo procedimento citade acima, diferindo apenas o
adjwante  utilizado, sendo utilizado Hidroxido de
Aluminio. Foram feitos outros 2 indculos, scguindo um
intervale de 15 dias entre cada, com as amosiras diluidas
apenas em NaCl 150mM ¢ inoculadas pela via subcutdnea.

Foram feitas sangrias semanais. a partir da 5°
semana, pela veia marginal da orelha do coelho. O sangue
foi centrifugado ¢ o soro separado para posterior lilulagio.

O veneno nativo e irradiado com as doses de 2. 3.
5 e 10 kGy induziram a formagiio de anticorpos em
coelhos, ¢ (odos reconheceram o veneno nativo quando
testados através de um ensaio imunoenzimatico - ELISA -
(figura 5). A titulagdo desies anticorpos moslrou wna
grande diferenga na produgiio de anticorpos induzidos pelo
veneno irradiade com 2kGy. quando comparada com as
demais doses ¢ com 0 venend nalivo,
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Figura 5: Produgic de anticorpos induzdos por veneno
croldlico nativo e irradiado nas diversas doses.

V. Imunizagde de Camundongos: Grupos de 10
camundongos machos pesando entre 28 ¢ 35 g receberam
0% seguintes imunogenos: Agregados soltveis do veneno
irradiado com 2. 3, 3 e 10kGy e veneno nativo. Cada
animal recebeu 0,007mg dos imunogenos por inoculo. pela
vig intradérmica, no dorso, em 4 locais difcrentes. Foi
realizado | indcule scmanalmente duranie & semanas,
sendo o 1% indculo com 30% de adjuvante de Freund
complete, ¢ os demais com 0% de Hidroxade de
Aluminio. Os animais foram sangrados semanalmente pelo
plexo orbital. o soros foram separados € rescrvados para
postérior titulagio (figura §). por um ensaio inmmo-
enzimitico (ELISA). Na 6 semang, a Nim de verificar a
capacidade newtralizante “in wvive" dos anlicorpos, os
animais foram desafiados com 5 e 10 DLs do veneno
nativo diluido em PBS, ¢ obscrvados durantc 48hs (tabela
3).
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Figura 6: Produgiio de anlicorpos induzidos por agregados
solivels das diversas doses ¢ por veneno iotal nativo
(diluigdo do soro: 1/200).

Tabela 3: Porcentagem dos sobreviventes ao desafio de 5
ou 10 DL, e titule de anticorpos séricos (T) .

Amostra* | SDLy | 10DLg i
{U-T}l“ﬁ g {1.5pg/g)

VN 100% | 80% | 1/12.800
AgS2kGy | 100% |  80% | 1/12.800
AgS3kGy | 60% 30% | 1725600
AgS SkGy | 40% 0% | 1/3.200

AgS 10kGy | 20% 0% | 1/1.600

# VIN= Veneno Native, AgS: Agregados Soliiveis

M. Ensaio Imunocenzimdtico de Ligagdo (ELISA): Wicro
placas Hemcbag foram sensibilizadas com 100wl de
antigeno (10pg/ml). Foi rcalizada uma diluigio dos soros
partindo-se de 1/500. com um fator de diluigio de 2.0. O
titulo do anti-soro dos coelhos e dos camundongos foi
determinado na diluigdo com leitura > 0.1 de abs, [2G de
ovelha anti-lgG de coelho ou de camundongo. marcada
com peroxidase serviu como anticorpo secundirio. O-
Dicloridrato de Fenilenediamina (OPD) foi utilizado como
substrato. A reagiio fol parada com acido cifrico 0.2M. As
placas foram lidas a 410nm ¢m um leitor de microplacas
Drvnatech MR 4000,

DISCUSSAQO

Avaliande a quantidade de proteina  solivel
presente no veneno irradiado podemos observar (tabela 1)
que até a dose de SkGy niio ocorrem grandes perdas pela
precipitacdo. ¢ntretanto, com a dose de 10kGy cerca de
90% das proleinas precipitaram.  Estas  proteinas
precipitadas foram chamadas de Agregados Insolives,
Apos altas doses de radiagio as proteinas tendem & formar
agregados ¢ 4 precipitar [5-7]. Esta precipitagio
provavelmente esta ocorrendo devido a alteragbes quimicas

sofridas pelas protcinas durante a irradiagio, como: 1)
mudanga conformacional, que pode resullar em uma
diminuicio de sua solubilidade; 2) danos nas cadeias
laterais dos amingacidos ¢ produgiio de novos grupos: 3)
rompimento das ligagbes peptidicas ¢ formagio de ligagics
cruzadas intra ¢ intermoleculares [15].

Muitas veres. estas proteinas agregadas perdem
sua atividade bioldgica. Em vista dislo. nos tlestamos as
atividades 1oxica ¢ imunogénica do veneno total irradiado,
¢ posteriormente das fragdes isoladas.

(O veneno irradiado com 2kGy s¢ apresentou cerca
de 3 vezes menos toxico do que o veneno nativo,
corroborande com o©s resultados de Murata 5] As
amostras de veneno total, irradiadas com as demais doscs
apresentaram uma atenuagio da toxicidade em mais de 10
vires, sendo que a amostra de veneno ital irradiade com
10kGy se apresentou pelo menos 50 veses menos toxica do
que o veneno nativo. (tabela 1),

O animais que receberam os venenos irradiados
como imundgenos. suportaram uma dosc 7 vezes maior de
antigeno (2,072mg), quando comparados com a quantidade
de veneno native (0,296mg), Podemos observar que o
veneno irradiado com doses iguais ou superiores a 3kGy
apresenla  suas propriedades losicas ¢ imunogénicas
bastante alteradas, sendo incapax de induzir uma boa
resposta imunclogica, ainda quando administrado em allas
concentragdes. Por outre lado, ¢ veneno irracdiado com
2kGy apresentou-se cerca de 3 vezes menos toxico. porém
com suas propricdades  imunogénicas  preservadas,
resultando assim em uma curva de tiulagio bastante
superior guando comparada 4 do veneno irradiado com
pulras doses (ligura 3),

Cuando este veneno foi cromatografado ¢ foram
soparadas as [ragdes irradiadas nio agregada (FINAs) ¢ os
agregados soluveis, nés pudemos observar que as FINAs de
2 ¢ 3kGy mantiveram paric de sua toxicidade. enquanto
que os compostos de maior e variado peso molecular
{agregados soldveis) se apresentaram cerca de 15 vezes
menos Woxicos para todas as doses, corroborando com os
resultados de MNascimento [7]. onde werificou que os
agregados da crofoxing s¢ apresentaram  praticamente
atéxicos (mantendo-s¢ imunogénicos). Nio foi possivel
realizar a cromatografia de exclusio molecular do veneno
irradiado com 10kGy, pois a maior parte das proteinas em
solucdio foram precipitadas durante a irradiagdio. resultande
assim em uma solucio com concentragio protéica muito
baixa para ser purilicada.

As alteragbes moleculares sofridas pelas proteinas
duranie a irradiacio foram observadas através do perfil de
gluicio destas amostras em  coluna  de  exclusio
cromatografica.

A capacidade imunogénica dos agregados soliivels
oblidos com todas as doses de radia¢do foi semelhante
(imunizagio de camundongos). Nés obervamoes que lanto
os agregados, quanto o veneno nativo induziram um perfil
de producdo de anticorpos semelhante. A eficiéncia destes
anticorpos. quando lestados quanto 4 sua capacidade
neulralizante. ndio fol correlacionada com o litulo, como



observado por Murata [5]. sendo que os anticorpos mais
eficientes na neutralizacio da toxicidade (teste “in viva™)
foram agueles produzidos contra o veneno hativo ¢ contra o
veneno irradiado com 2kGy. apresemiando ambos uma
capacidade de proteger 100% dos animais que reccberam
um desafio de 5 DL, ¢ 80% dos animais que receberam
10D L5,

CONCLUSOES

- A dose de ZkGy atenuou consideravelmenic o veneno
crotilico, possibilitando assim o indculo de grandes
quantidades deste como antigeno. ocasionando uma
excelente resposta imunologica.

- O agregados sobiveis induzidos pela dose de 2kGy se
mostraram praticamente atoxicos. porém tdo eficientes
quanto o veneno native na indugho da formagio de
anticorpos  capazes de neutralizar “in vive” a alia
toxicidade do veneno crotalico.

- Doses ignais ou superiores a 3kGy de radiagio gama
causam prandes danos, tanto 8 toxicidade, quanto 4
capacidade imunogénica deste veneno, sendo portanto
desaconselbdveis em procedimentos de hiperimunizagio de
animais soroprodutores.
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ABSTRACT

Crotafus duvissus tervificns venom was irradiated
in solution, at 2,000; 3.000; 5,000 and 10,000 Gy in a *'Co
source. in order 1o find the dose enough to detoxify the
crude venom without destroving its immunological
properties al the same time it was observed the amounts of
aggregates formation, since it has been showed that they
arc important during detoxification of crotoxin, main toxin



of Crofalus  durissus  lervificus venom.,  Exclusion
chromatographic methods has  indicated that thosec
aggregates formation incrcase according to the radiation
dose clevation.

The wvenom irradiated with 2.000Gy  dose
presented levels of toxicity around three times less than the
non irradiated one; while venoms irradiated with 3 000Gy
were 10 times and those irradiated with 5,000 and
10,000Gy were at least 20 times less toxic than the non-
irradiated.

On the other hand, the 2,000 Gy dose was the best
in producing antibodics with neutralization power (o the
non irradiated venom. lested in rabbits, using a classical
immunization schedule,



