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ANALISE CROMATOGRAFICA POR EXCLUSAO EM AMOSTRAS DE VENENO DE CASCAVEL IR-

RADIADAS COM Co-60

Yoko Murata & Jose Roberto Rogero

RESUMO

As radiagoes ionizantes tem energia suficiente para quebrar ligagbes qui
micas, que resultam em alteragdes quimicas e consequente mudangas nas proprie
dades bioldgicas.Neste traalho foi estudado o efeito da radiacdo 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 solugoes se tornaram turvas, sugerin-
do a ocorrencia de midangas estruturais ou formagao de agregados entre os com
ponentes do veneno. A concentragdo proteica do filtrado foi dosada pelo méto-
do de lLowry. Amostras de 1 ml foram eluidas em colunas de Sephadex G-75 e as
fragoes lidas em 230 nm. Foram calculados os coeficientes de participagac e
as respectivas areas das tres principais fragoes cobtidas.

MOLECULAR EXCLUSION CROMATOGRAPHIC ANALYSIS ON 6(:'Co 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 gamma radiation of C0-60 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
1130 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 fram 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.

INTRODUGAO

0 veneno de Crotalus durissus terrificus e constituido de componeit:s

proteicos e rdo protéicos com alta toxicidade. Esta propriedade impede a i-
noculagao de doses capazes de formecer uma resposta imunologica adequada as
necessidades de produgao de anti-soros, sem prejudicar o animal produtor. I
nimercs agentes fisicos e quimicos tem sido ensaiados na tentativa de se ob
ter um veneno menos toxico e cam todas as suas propriedades imunogenicas.

Na literatura encontramos alguns estudos de efeito da radiagdo gama *
em venenos ofidicos, KANKONKAR et ani'? abservaram que nas solugdes de ve
nenc de Naja naja, a dose de irradiac3o necessaria para a detoxificagao de-
pende da concentragao da solugdo e que até a dose de 20 KGy a imunogenicida
de mantem-se inalterada. PURANANANDA(S? verificou que solugoes do  veneno
de ofidecs da familia Elapidae quando irradiadas com raics gama na dose de
30 KGy, perdem a toxicidade e mantem a capacidade de imunizacao.

No presente trabalho serac analisadas as alteragGes da campcsicao do
veneno de cascavel, quanto a concentragdo e peso molecular de seus camponen
tes, quando submetido a diferentes doses de radiagao gama.

MATERIAL E MFTODOS

Foi preparada uma solucao de 2 mg/ml de veneno de cascavel - Crotalus
durissus terrificus - em cloveto de sodio 0,15 M. Esta solugdo foi filtrada

em papel Whatman n? 1 e a fragao soluvel, submetida a radiacdo gama  nums

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 analise das alteragOes na composigao do veneno produzidas pela
radiagdo avaliou-se:

- a concentragao proteéica das solucdes antes e apos a irradiagao. Para tan
to, foi utilizado o método de Lomy(s), modificado por Miller ) rodar
as amostras irradiadas foram filtradas em papel Whatman n? 1 antes da de-
terminagao.

~ o perfil cromatografico das solugdes antes e apos a irradiagdo, A cramato
grafia em gel permite separar substancias de uma solugao de acordo camse.
tamanho molecular além de possibilitar a quantificagao destas pelo acas
panhamento de variaveis fisicas no efluente, como a absorgao de luz, ati~



vidade optica e indice de refragao.

A coluna utilizada (0,9 x 88 an) foi preparada com gel Sephadex G-75
em tampao fosfato de sodio 0,05 M, pi 6,5 contendo cloreto de sodio 0,15 M.
A eluicao foi a temperatura ambiente, num fluxo constante de 9,9 ml/h. Fo -
ram aplicadas amostras de 1 ml (380 ug) e coletadas fragoes de 1,1 ml.0 per
fil de eluigao foi obtido num espectrofotometro marca Carl Zeiss, no campri
mento de onda de 230 rm.

A partir das curvas de eluigao, foram calculados os coeficientes de
partigao (Kav) dos tres picos com areas relevantes, denominados "a", "b" e
"c", de cada amostra conforme figura 1, da seguinte forma:

Ve - Vo
Kav = ————— sendo,
Vt - Vo
Ve = volunz efluente da proteina
Vo = volume vazio
Vt = volume total do gel
oVe - 4Vo AVt - 4vVo
AKav = ————— ¢ X Kav
Ve - Vo vt - Vo

0 coeficiente de partigdo das substancias entre a fase liquida e soli
da € uma variavel independente da compactagao do gel na coluna e permite a-
valiar o tamanho molecular.

A area de cada pico de absorgao em 230 nm foi calculada pelo Programa
"Analysis"(e) em operacdo no CPD do IPEN, considerando a absorvancia obtida
em cada fragao eluida.

RESULTADOS

A dosagem de proteinas das amostras demonstrou que ate a dose de 5G0
Gy ndo ha variagao significativa nas concentragoes, mas a partir de 750 Gy
ha uma diminuigao proporcional a dose aplicada, como podemos verificar pela
tabela 1. '

No perfil cromatografico do veneno de cascavel nio irradiado podemos
observar varics picos, evidenciando a presenca de diferentes proteinas (6,
7 (figura D).
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FIGURA 1 - Cromatografia de Exclusao Molecular em Sephadex G-75 do  veneno

nao irradiado. Volume da amostra: 1 ml (980 ag)y dimensao da colu
na; 0,9 x 88 cm; fluxo: 8,9 ml/h; eluente: tampao fosfato 0,05 X,

pH 6,5 com 0,15 M de cloreto de sodio.
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FIGURA 2 - Area das tres principais fragoes do veneno de cascavel em 250 nm,

das amostras ndo irradiada (NI) e submetidas as varias doses de
radiagao gama.



AMOSTRA

veneno nao
irradiado
100 Gy

250 Gy
500 Gy
750 Gy
1500 Gy
2000 Gy

AMOSTRA

veneno nao
irradiado
100 Gy

250 Gy

500 Qy

750 Gy
1500 Gy
2000 Gy

TABELA 1 - CONCENTRACAO PROTEICA DAS AMOSTRAS
CONCENTRAGAD (pg/ml)

AMOSTRA

veneno nao

irradiado
100 Gy
250 Gy
500 Gy

750 Gy
1500 Gy
2000 Gy

TABELA 2 -

PICO "a"
Kav ( 0Kav)

0,33 (0,02)

0,33 (0,02)
0,33 (0,02)
0,36 (0,04)
0,36 (0,04)
0,35 (0,04)
0,34 (0,02)

TABELA 3 - AREAS DOS PRINCIPAIS PICOS DE ABSORGAO

PICO "a"

AREA (4 area)

2527 (130)

2459 (200)
2475 (224)
223% (147)
2273 (177)
1526 (162)

822 (102)

2098

2149
2098
2038
1743
1291

984

COEFICIENTE DE PARTIGAO

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 (0,0%)

PICO "b"

AREA (A area)

640 (76)

804 (82)
707 (92)
520 (50)
861 (74)
731 (120)
318 (87)

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)

PIm "c"
AREA (A area)

433 (68)

391 (58)
403 (72)
315 (42)
513 (59)
6u3 (114)
781 (126)



Pela tabela 2 podemos verificar que nao ha variacao significativa no
coeficiente de particao. A analise destes dados indica que ate a dose  de
750 Gy as fragoes presentes no veneno nao foram afetadas de forma significa
tiva. Nas doses de 1500 e 2000Gy observamos uma reducdo das areas das fra -
goes "a" nas proporgoes de 60 a 30%, respectivamente. A fracao "b" na dose
de 2000 Gy apresentou uma redugao de 50% em relacao ao nao irradiado. As
fragoes "c" das doses de 1500 e 2000 Gy, sofreram un aumento de 50 e 80%
respectivamente, em relagao ao nao irradiado (tabela 3 e figura 2).

DISCUSSAQ

As proteinas quando irradiadas em solucac siao excitadas e ionizadas
por agao direta ou indireta; agao direta quando a energia da radiagao € de-
positada nas macromoléculas e indireta quando esta sofre agao dos produtos
da radiclise da agua. iNesta interagdo pode ocorrer rompimentos de ligagoes
peptidicas formando fragmentos de diferentes pesos moleculares. Os radicais
livres formados nas moléculas podem se arranjar, alterando a estrutura pro-
teica levando ou nao a diminuigao da solubilidade, assim como, cambinarem -
se com fragmentos ou moleculas formando agregados de diferentes pescs mole-
culares (1).

Os primeiros efeitos sao observados a partir de 750 Gy, onde ocorre
alteracao da solubilidade do veneno. A precipitagao sugere mudangas estrutu
rais ou formagao de agregados entre seus componentes, conforme 0  processo
descrito acima. No entanto, nao observa-se diferencas qualitativas signifi-
cativas quando compara-se os perfis cromatograficos dos venenos n3o irradia
do e irradiado. Os perfis obtidos medindo-se as fragOes proteicas em 230nm,
pois neste comprimento de onda se detecta as ligagoes peptidicas. Este pro-
cedimento permitiu detectar a presenga de fragmentos proteicos que nao pos-
suam anéis aromiticos. Classicamente, o perfil cromatogrifico é obtido pela
absorgao dos anéis aromaticos em 280 nm. A avaliac@o destes perfis mostram
que mesmo nas doses mais altas (1500 e 2000 Gy) nd3o ha fragmentos menores
que 5000 daltons, nem agregados soluveis. A analise dos valores de coefici-
entes de particio permitiu que as proteinas remanescentes na solugdo ndo al
teraram de forma significativa seu tamanho molecular.

0 cilculo das aressdas tres principais fragdes do perfil cromatografi
co denominadas "a", "b" e "c" (figura 2) mostram que até a dose de 750 Gy a
composicdo do veneno, avaliada pela proporgao das proteinas presentes na a-
mostra, se mantém praticamente inalterada. Ja nas doses de 1500 e 2000Gy ha
mudancas na relacdo entre as tres fragoes. Estas alteragdes sugerem que a



fracao "a" e mais radiossensivel que a fragao “c".

De um modo geral, podemos verificar que as proteinas presentes no vene
no de cascavel sao radiorresistentes pois nio mostram alteracoes marcantes
até a dose de 1500 Gy. Lsta observagao nos sugere que a irradiagao  parece
ser uma abordagem util para diminuir as propriedades taxicas do veneno de cas
cavel, preservando suas caracteristicas bioldgicas e principalmente imunoge-
nicas.
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