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OBJETIVO

Venenos possuem geralmente uma baixa
imunogenicidade e uma  consideravel
toxicidade [1] dificultando a produg&o de soro
e consequentemente o tratamento de
acidentes ofidicos. Métodos de destoxicagéo
podem auxiliar e melhorar a soroprodugéo. O
presente trabalho tem como objetivo
caracterizar a crotoxina, principal toxina do
veneno de cascavel, bioquimica, bioldgica e
imunologicamente, assim como os agregados
oriundos da irradiagdo gama através da fonte
de ®Co.

METODOLOGIA

Purificagdao da Crotoxina

O veneno crotalico total foi solubilizado e
aplicado em wuma coluna de exclusdo
molecular. Fragdes contendo o “pool” da
crotoxina foram coletadas, liofilizadas e o
produto final, aplicado em uma coluna de
resina anionica Mono Q, em um sistema
FPLC.

Irradiagao da proteina

A proteina purificada, foi irradiada em solugao
acidificada com dose de 2000 Gy, na
concentracao de 2 mg/ml, determinada pelo
método de Bradford [2]

Atividade Toxica

A determinagdo da toxicidade das amostras
do veneno irradiado ou ndo foi determinada a
partir da mortalidade e a dose letal 50%
(DLsg), calculada pelo método de Spearman-
Karber [3].

Imunizagao dos animais
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Foram utilizados camundongos machos, ( 4
por grupo), inoculados com crotoxina nativa,
iradiada, agregados e CISA (crotoxina
iradiada sem agregado), sendo que todas as
amostras foram emulsificadas ao adjuvante
de Freund. O indculo foi feito pela via
intradérmica e foram feitas sangrias semanais
para obtengao do soro.

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O soro obtido foi separado e testado afim de
se medir a sua capacidade de reagir com o
antigeno homdlogo.

Neutralizagao “in vivo”

Os animais utilizados para a imunizagdo com
agregados ou crotoxina irradiada sem
agregados (CISA), apds seis semanas do
inicio do processo, foram desafiados com
injecdo intraperitoneal, com 15 ou 46 DLsp de
crotoxina ndo irradiada.

Neutralizagao “in vitro”

Diferentes concentragées de crotoxina foram
incubadas com o soro anti-agregado, diluido
1/10 por uma hora. As amostras foram
injetadas em camundongos pela via
intraperitoneal, seguindo o protocolo descrito
por Middlebrook, 1991[4].

RESULTADOS

O veneno de Crofalus durissus terrificus,
revelou quatro componentes principais:
convulxina, giroxina, crotoxina e crotamina
(Figura 1).
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Figura 1 - Perfil cromatografico de veneno de Crotalus
durissus terrificus em coluna Sephadex G-100, eluida
em tampao formiato de aménio 0,1M e pH 3,0.

Ap6s a irradiagdo com 2000 Gy formaram-se
compostos de alto peso molecular atoxicos
(Tabela 1.), e uma fragdo n&o agregada
(CISA- crotoxina irradiada sem agregados)
(Figura 2.).
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Figura 2. Perfil cromatografico da crotoxina irradiada,
em uma coluna Sephacryl S-100 em tamp&o acetato
0,1 M.

Tabela 1. DLgy da crotoxina nativa e irradiada

Amostra testada | DLso (ng/g) |
crotoxina nativa 0,06
crotoxina irradiada 0,11
crotoxina irradiada s/ agregado 0,06
agregado 2,5

Todas as amostras foram capazes de induzir
formacao de anticorpos nos camundongos.
Devido aos agregados apresentarem-se
desprovidos de toxicidade e mesmo assim
induzirem formagao de anticorpos, este soro
foi o selecionado para os testes de
neutralizacao.
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Os camundongos que receberam as misturas
compostas de diferentes concentragdes da
toxina e soro anti-agregados, no ensaio de
neutralizagdo in vitro, puderam suportar até 9
DLso da toxina nativa.

No experimento de Neutralizag&o in vivo, 75%
dos animais imunizados com agregados
puderam suportar 15 DLsp da crotoxina nao
irradiada.

CONCLUSOES

A irradiacdo da crotoxina com 2000 Gy resulta
em agregagdo da molécula. Os agregados
sd0 atoxicos porém imunogénicos formando
anticorpos que s&o capazes de neutralizar a
crotoxina ndo irradiada. Assim, os agregados
apresentam-se como imunégeno ideal para a
produgéo de soro anticrotalico.
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