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ANALISE CRCJMATOGRÁFICA POR EXCUJSÃO BI AMOSTRAS DE VENENO DE CASCAVEL IR-

RADIADAS COM Co-60

Yoko Murata & José Roberto Rogero

RESUMO

As radiações ionizantes tem energia suficiente para quebrar ligações quí

micas, que resultam em alterações químicas e conseqüente mudanças nas proprie

dades biológicas.Neste traijalho foi estudado o efeito da radiação gama de Co-60

no veneno de cascavel. Um "pool" de veneno de Crotalus durissus terrificus

crotamina positivo foi dissolvido em NaCl 0,15 M e irradiado com Co-60. Foram

utilizadas doses de 100, 250, 500, 750, 1500 e 2000 Gy, numa taxa de dose de

1190 Gy/h. Nas doses acima de 500 Gy as soluções se tornaram turvas, sugerin-

do a ocorrência de mudanças estruturais ou formação de agregados entre os com

ponentes do veneno. A concentração protexca do filtrado foi dosada pelo méto-

do de Lowry. Amostras de 1 ml foram eluídas em colunas de Sephadex G-7S e as

frações lidas em 230 nm. Foram calculados os coeficientes de participação e

as respectivas áreas das três principais frações obtidas.

MOLECULAR EXCLUSION CROMAT0GRAPHIC ANALYSIS ON 60Co IRRADIATED RATTLESNAKE

ABSTRACT

Ionizing radiations are sufficiently energetic to be able of breaking

chemical bonds and as result of that molecules of substances present in the

irradiated will be chemically changed and their biological properties affec -

ted also. In this paper the effects of gainna radiation of CO-60 on the rat -

tlesnake venom were studied. A pool of positive crotamina Crotalus durissus

terrificus venom was dissolved in 0,15 M NaCl and irradiated with Co-60. Do -

ses of 100, 250, 500, 750, 1500 and 2000 Gy were applied at the dose rate of

1190 Gy/h. With doses over 500 Gy the solutions became turbid, suggesting the

presence of aggregates and structural changes of the proteins. The concentra-

tion of proteins from the filtered solution was measured by the Lowry method.

One ml samples were measured at 230 nm. The partition coefficients and the a-
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reas of the three main fraction obtained were calculated.

INTRODUÇÃO

0 veneno de Crotalus durissus terrificus é constituído de coraponentas

protéicos e não protêicos com alta toxicidade. Esta propriedade iipede a i

noculação de doses capazes de fornecer uma resposta imunológica adequada ãs

necessidades de produção de anti-soros, sem prejudicar o animal produtor. I

números agentas físicos e químicos tem sido ensaiados na tentativa de se oc

ter ura veneno menos tóxico e com todas as suas propriedades iiminogênicas.

Na literatura encontramos alguns estudos de efeito da radiação gama '

em venenos ofídicos, KANKONKAR et alli observaram que nas soluções de ve

neno de Naja naja, a dose de irradiação necessária para a detoxificação de-

pende da concentração da solução e que até" a dose de 20 KGy a imunogenicida

de mantem-se inalterada. PURAHANANDA^' verificou que soluções do veneno

de ofídeos da família Elapidae quando irradiadas com raios gama na dose de

30 KGy, perdem a toxicidade e mantém a capacidade de imunização.

No presente trabalho serão analisadas as alterações da composição do

veneno de cascavel, quanto a concentração e peso molecular de seus ccmponen

tes, quando submetido a diferentes doses de radiação gana.

MATERIAL E MÉTODOS

Foi preparada uma solução de 2 mg/ml de veneno de cascavel - Crotalus

durissus terrificus - em cloreto de sódio 0,15 M. Esta solução foi filtrada

em papel Whatman n? 1 e a fração solúvel, submetida a radiação gama numa

fonte de Co-60, tipo Gammacell 220 da Atomic Energy of Canada Ltda.. Utili-

zou-se doses de 100, 250, 500, 750, 1500 e 2000 Gy e a taxa de dose 1190

Gy/h.

Para análise das alterações na composição do veneno produzidas pela

radiação avaliou-se:

- a concentração protéica das soluções antes e após a irradiação, Para tan-

to, foi utilizado o método de Lowry ', modificado por Miller . Toda:.

as amostras irradiadas foram filtradas em papel Whatman n? 1 antes da de-

terminação.

- o perfil cromatográfico das soluções antes e após a irradiação. A cromato

grafia em gel permite separar substâncias de uma solução de acordo cansei

tamanho molecular além de possibilitar a quantificação destas pelo acai>

panhamento de variáveis físicas no efluente, como a absorção de luz, ati-



vidade óptica e índice de refração.

A coluna utilizada (0,9 x 88 cm) foi preparada com gel Sephadex G-75

em tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 6,5 contendo cloreto de sódio 0,15 M.

A eluição foi à temperatura aubiente, num fluxo constante de 9,9 ml/h. Fo -

ram aplicadas amostras de 1 ml (980 ug) e coletadas frações de 1,1 ml.O per

fil de eluição foi obtido num espectrofotõmetro marca Carl Zeiss, no compri

mento de onda üe 230 ran.

A partir das curvas de eluição, foram calculados os coeficientes de

partição (Kav) dos três picos com áreas relevantes, denominados "a", "b" e

"c", de cada amostra conforme figura 1, da seguinte forma:

Ve - Vo
Kav = sendo,

Vt - Vo

Ve = volunn efluente da proteína

Vo = volume vazio

Vt = volume total do gel

AVe - *Vo AVt - dVo
ã Kav = + X Kav

Ve - Vo Vt - Vo

0 coeficiente de partição das substâncias entre a fase líquida e sóli

da é uma variável independente da compactação do gel na coluna e permite a-

valiar o tamanho molecular.

A área de cada pico de absorção em 230 nm foi calculada pelo Programa
(8)/sis" em opera

em cada fração eluida.

(8) - -
"Analysis" em operação no CPD do IPOI, considerando a absorvancia obtida

RESULTADOS

A dosagem de proteínas das amostras demonstrou que ate a dose de 5G0

Gy não há variação significativa nas concentrações, mas a partir de 750 Gy

há uma diminuição proporcional a dose aplicada, como podemos verificar pela

tabela 1.

No perfil cromatográfico do veneno de cascavel não irradiado podemos

observar vários picos, evidenciando a presença de diferentes proteínas *
7) (figura 1).
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FIGURA 1 - Cromatografia de Exclusão Molecular em Sephadex G-75 do veneno

não irradiado. Volume da amostra: 1 ml (980 Aig)̂  dimensão da colu
na; 0,9 x 88 cm; fluxo: 9,9 ml/h; eluente: tampão fosfato 0,05 K7

pH 6,5 com 0,15 M de cloreto de sódio.
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FIGURA 2 - Area das três principais frações do veneno de cascavel em 250 nm,

das amostras não irradiada (NI) e submetidas às várias doses de

'radiação



TABELA 1 - CONCENTRAÇÃO PROTÊICA DAS AMOSTRAS

CONÜEIITKAÇAO (ng/ml)

2U9B

AMOSTRA

veneno não

irradiado

100 Gy

250 Gy

500 Gy

750 Gy

1500 Gy

2000 Gy

2149

2098

2038

1749

1291

984

TABELA 2 - COEFICIENTE DE PARTIÇÃO

AMOSTRA

veneno não

irradiado

100 Gy

250 Gy

500 Gy

750 Gy

1500 Gy

2000 Gy

PICO

Kav (

0,33

0,33

0,33

0,36

0,36

0,35

0,34

d

AKav)

(0,02)

(0,02)

(0,02)
(0,014)

(0,04)

(0,04)

(0,02)

PICO "b"

Kav (A Kav)

0,73 (0,03)

0,71 (0,03)

0,70 (0,03)

0,72 (0,05)

0,73 (0,05)

0,71 (0,06)

0,77 (0,04)

PICO "c"

Kav (AKav)

0,84 (0,04)

0,82 (0,04)

0,82 (0,04)

0,86 (0,06)

0,86 (0,06)

0,86 (0,06)

0,90 (0,04)

TABELA 3 - AREAS DOS PRINCIPAIS PICOS DE ABSORÇft)

AMOSTRA

veneno não
irradiado

100 Gy

250 Gy

500 Gy

7S0 Gy

1500 Gy

2000 Gy

PICO

AREA (

2527

2459

2475

2236

2273

1526

822

ft.fl
Q

d área)

(130)

(200)

(224)

(147)

(177)

(162)

(102)

PICO

AREA

640

804

707

s:o
861

731

318

"b"
UáV

(76)

(82)

(92)
(50)

(74)

(120)

(87)

PICO "c"

AREA ( A área)

433 (68)

391 (58)

403 (72)

315 (42)

513 (59)

643 (114)

781 (126)



Pela tabela 2 podemos verificar que não há variação significativa no

coeficiente de partição. A análise destes dados indica que ate* a dose de

750 Qy as frações presentes no veneno não foram afetadas de forma significa

tiva. Nas doses de 1S00 e 2000 Gy observance uma redução das áreas d*s fra -

çÕes "a" nas proporções de 60 a 30%, respectivamente. A fração "b" na dose

de 20ÜO Gy apresentou uma redução de 5ü% em relação ao não irradiado. As

frações "c" das doses de 1500 e 2000 Gy, sofreram um aumento de 50 e 80% ,

respectivamente, em relação ao não irradiado (tabela 3 e figura 2).

DISCUSSÃO

As proteínas quando irradiadas em solução são excitadas e ionizadas

por ação direta ou indireta; ação direta quando a energia da radiação é de-

positada nas macromoléculas e indireta quando esta sofre ação dos produtos

da radiolise da água. Nesta interação pode ocorrer rompimentos de ligações

peptfdicas formando fragmentos de diferentes pesos moleculares. Os radicais

livres formados nas moléculas podem se arranjar, alterando a estrutura pro-

téica levando ou não ã diminuição da solubilidade, assim como, combinarem -

se com fragmentos ou moléculas formando agregados de diferentes pesos mole-

culares (1).

Os primeiros efeitos são observados a partir de 750 Gy, onde ocorre

alteração da solubilidade do veneno. A precipitação sugere mudanças estrutu

rais ou formação de agregados entre seus componentes, conforme o processo

descrito acima. No entanto, não observa-se diferenças qualitativas signifi-

cativas quando compara-se os perfis cromatogrãficos dos venenos não irradia

do e irradiado. Os perfis obtidos medindo-se as frações protéicas em 230nm,

pois neste comprimento de onda se detecta as ligações peptídicas. Este pro-

cedimento permitiu detectar a presença de fragmentos proteicos que não pos-

suam anéis aromáticos. Classicaukjnte, o perfil cromatográfico é obtido pela

absorção dos anéis aromáticos em 280 nm. A avaliação destes perfis mostram

que mesmo nas doses mais altas (1500 e 2000 Gy) não há fragmentos menores

que 5000 daltons, nem agregados solúveis. A análise dos valores de coefici-

entes de partição permitiu que as proteínas remanescentes na solução não ai

teraram de forma significativa seu tamanho molecular.

0 cálculo das áreas das três principais frações do perfil cromatográfi

co denominadas "a", "b" e "c" (figura 2) mostram que até a dose de 750 Gy a

composição do veneno, avaliada pela proporção das proteínas presentes na a-

mostra, se mantém praticamente inalterada. Já nas doses de 1500 e 2000Gy há

mudanças na relação entre as três frações. Estas alterações sugerem que a



fração "a" é mais radiossensível que a fração "c".

De um modo geral, podemos verificar que as proteínas presentes no vem

no de cascavel são radiorresistentes pois não mostram alterações marcantes

até a dose de lbüü Gy. Lsta observação nos sugere que a irradiação parece

ser uma abordagem útil para diminuir as propriedades tóxicas do veneno de cas

cavei, preservando suas características biológicas e principalmente imunoge-

nicas.
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