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EFETTO DA RADIAGAO GAMA EM VENEND DE Crotalus durissus termificus: ASPECTOS

ANTIGENICOS

Yoko Murata & José Roberto Rogero

RESUMO

As radiagoes ionizantes podem provocar perdas de ligacoes fracas entre
as moleculas proteicas, assim como podem quebrar ligacOes covalentes, modi-
ficando a estrutura molecular. £ importante verificar se estas radiagdes po
dem reduzir a toxicidade sem alterar a capacidade imuogenica do veneno de
serpentes, pela escolha das condigOes de irradiacdo adequadas. Estes dados
poderdo ser explorados como metodo rdpido de preparacdo de toxoides, — nas
mais diversas aplicagbes em ciencias bioldgicas. Um "pool" de veneno de Cro-
talus durissus terrificus crotamina positivo, foi dissolvido em NaCl 0,85 %
e o sobrenadante irradiado com radiagao gama de uma fonte de 60cs. Foram u-
tilizadas doses de 100, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 Gy numa taxa de do
se de 1190 Gy/h. Apos a irradiacdo a toxicidade residual foi testada em to-
das as amostras. As propriedades antigenicas do veneno irradiado foram ava-
liadas por immodifusdao (método de Ouchterlony) e par imunoprecipitagdo (me
todo de Kabat). Os resultados indicam que a antigenicidade mantem inaltera-
da até a dose de 750 Gy, enquanto se observa uma detoxificacao parcial.

EFFECTS OF GAMMA RADIATION ON Crotalus durissus terrificus venom: ANTIGENIT
ASPECTS

ABSTRACT

Ionizing rudiation is known to cause loss of weak bounding  between
protein molecules and the appearance of covalent bound breaks. It was of
interest to know if one could reduce the toxicity of snake venom proteins
and rutain the immunogenicity by suitable choice of radiation dose and
strength of venom solution. If so, the method could be profitably exploid
for the rapid preparation of venom toxoid and this could be expected to
have many applications in the biological sciences. A pool of crotamine posi-
tive Crotalus durissus terrificus venom was dissolved in 0,85% NaCl and
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the supernatant irradiated with Co-60 gamma radiation. Doses of 1u0, 250 ,
500, 750, 1000, 1500 and 2000 Gy were used at the dose rate of 1190 Gy / h.
After the irradiation, each sample was tested for residual toxicity. Anti -
genic properties of irradiated venom were gated by immunodiffusion (Ouch -
terlony method) and immunoprecipitation (Kabat method). The results indica-
te that antigenicity of venom proteins assessed by immunodifusion and immu-
noprecipitation methods was almost maintained to 750 Gy. On the other hand
dose of radiation produced a partial detoxification.

INTRODUGAO

Os acidentes por picada de cascavel sao muito frequentes, sendo 1le -
tais quando n3o sdo socorridos de forma rapida e adequada. Nestes casos, o
Unico tratamento de eficacia comprovada € a soroterapia.

0 soro anti~crotalico e obtido em cavalos por hiperimunizagdo, esta
técnica consiste em inocular o veneno no animal, estimulando a produgao de
anticorpos. Entretanto, a alta toxicidade deste veneno impede a inoculagao
de doses capazes de fornecer uma resposta imunologica adequada, tendo camo
consequencia uma baixa produtividade.

0 desenvolvimento de uma metodologia para atenuar o veneno de casca -
vel, diminuindo a toxicidade e aumentando a resposta imunologica, podera le
var a melhora acentuada na produgao de anti-soro.

Na literatura podemos encontrar alguns estudos da aplicagao da radia-
G0 gama(3»5)
cidade imunogenica, o que nos incentivou a utilizar esta técnica de atenua-

obtendo uma diminuigao da toxicidade com a manutengao da capa

¢do en venence crotalicos. A radiagdo ionizante provoca a perda de ligagoes
fracas entre moléculas protéicas, assim como pode quebrar ligagoes covalen-
tes modificando a estrutura molecular.

No presente trabalho o veneno de cascavel submetido a diferentes do -
ses de radiacdao gama, serd analisado quanto as possiveis alterajCes de sua
antigenicidade e atividade tdxica.

MATERIAL E METODOS

Foi preparada uma solugao de 2 mg/ml de veneno de cascavel C(Crotalus
durissus terrificus - em cloreto de sddio 0,85. Esta solugdo foi filtrada
em papel Wharman n¢ 1 e a fragao solivel, submetida a radiagdo gama  numa
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fonte de Co-60, tipo Gammacell 220 da Atomic tnergy of Canada Ltda.. Utili-
zou-se doses de 100, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 Gy numa taxa de dose
de 1130 Gy/h. N

Para a andlise qualitativa do antigeno, utilizou-se a técnica de imu-
nodifusao . A 1imina de microscopio utilizada camo suporte, foi coberta
cam agar a 2% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0. As amostras foram aplicadas
na concentragao de 600 ug/ml contra o soro anticrotalico com capacidade de
neutralizar 1,5 mg de veneno por ml. Apos incubar as laminas por uma noite,
em temperatura ambiente, numa camara umida, estas foram lavadas, secas e co
radas com solugdo de negro de amido 0,4% em acido acetico 10%.

Na verificagao da capacidade antigenica de mndo quantitativo, utili -
zou-se a tecnica de inmopmcipitagéo(z). Foram incubadas solucoes de vene-
no crotalico em diferentes concentracoes (75, 150, 200, 300, 400 e 600 ug /
0,8 ml de NaCl 9,15 m com 0,2 ml de soro anticrotalico por uma iora, em
379C, e posteriormente por 24 horas a 49C. Apos a incubagao os tubos foram
centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos e o precipitado lavado tres vezes
com solucao de cloreto de sodio 0,u5%. O precipitado foi ressuspenso  com
2 ml de hidroxido de sddio 0,1 N, sendo sua absorvancia determinada em 280
nm.

A determinagao da toxicidade das amostras ndo irradiada e irradiadas
foi feita pelo cilculo da dose letal 50% pelo método de REED e MUENCH ).

A medida de DLy foi realizada em cammndongos albinos agrupados em pe
sos entre 21 £ 1 ge 24 * 1 g cada um, pela via intraperitoneal, utilizando
5 grupos de 4 camundongos cada, mais um grupo controle.

De cada amostra foram feitas diluigoes 3:4 em série, e injetadas num
volume de 0,2 ml em cada animal.

As mortes e sobrevidas foram anotadas 24 horas apos as injegoes.0 cal
culo foi realizado da seguinte maneira.

S0 -Y

d.p. =
X =Y

c. = logz + (d.p. X log 1,33)

onde
X =% iemortalidade na diluigao logo acima do valor que provo
' cou 50% de morte ou maia. _ S
Y z § de mortalidade na diluigdo logo abaixo do valor que

~ provocou 50% de morte ou mais.
y/ = § diluigdo inferior ao valor que provocou 50% de morte.



distancia proporcional.
log. 1,33 = logaritimo decimal do fator de diluicao.

d.p.

0 antilog de ¢ forneceu a diluicao exata em que ocorreu 50% de morte,
e, consequentemente a concentracao em mg/kg de peso.

RESULTADOS

Pela teécnica de imunodifusao podemos verificar que as fragoes das a -
mostras submetidas nas dose de 100, 250, 500 e 750 Gy mantem identidade
com © veneno n3o irradiado. Ja nas doses de 1000, 1500 e 2000 Gy as linhas
de precipitagao, embora correspondentes ao veneno ndo irradiado, apresentem
maior difusao a medida que a dose de radiagao aumenta (figura 1).

Foram tragadas curvas de imunoprecipitagac das amostras irradiadas e
nas varias concentracoes (75, 150, 200, 300, 400 e 600 ug/0,8 ml) em funcao
do precipitado formado com o anticorpo (figura 2 a 9). 0 grafico demnstra’
um deslocamento da curva para a direita, indicando a necessidade de maior
concentracao proteica a medida que se aumenta a dose de radiagao para obten
¢ao da mesma quantidade de precipitado. Para facilitar a visualizagao deste
fato, foram estimadas, a partir deste grafico, as concentragoes de proteina
necessaria para obter 0,5 e 1,0 de absorvancia em 280 rm,(tabela 1).

Pela tabela 2, podemos verificar o aumento de 1,6; 2,4; 2,7 e 4,5 ve~-
zes da DL50, em comparacao a amostra nao irradiada nas amostras de 750 ,
1000, 1500 e 2000 Gy respectivamente. Na tabela 3 podemos verificar o aumen
to de 1,6 e 3,0 vezes da DL50, em comparacao a amostra nao irradiada, nas
amostras de 500 e 1000 Gy respectivamente, e alteragoes nao significativas
nas awsiras de 100 e 250 Gy.

Os resultados obtidos mostram a diminuigao da toxicidade do veneno a
medida que se aumenta a dose de radiagao.

DISCUSSAO

0 veneno de cascavel tem caracteristicas neurotoxicas associadas em
menor escala com a capacidade imunodepressora, proteolitica, coaguldsia e
nefrotoxica. Esta mistura complexa de proteinas vem dificultando a produgao
de soro anticrotalico em cavalos.

A possibilidade de atenuagao das toxinas por irradiagdo gama no empre
go da preparaciao de anatoxinas, vem sido estudado com podemos verificar nos

trabalhos realizados por KANKONRARC® e PURANANANDA'S’.



A irradiagao das toxinas, em solugao, possibilita uma alteragao quimi
ca em alguns aminoacidos além de diminuir a dose necessaria para ocorrer mu
dancas estruturais nos sitios toxicos das proteinas.

A avaliagao da capacidade antigenica das toxinas, pela imunodifusao '
(figura 1) e imunoprecipitacao (figuras (2 a 9), mostra que a antigeni-
cidade das proteinas presentes nio sao significativamente alteradas atée a
dose de 750 Gy, isto e, o8 antigenos irradiados ate esta dose s3o reconheci
dos pelos anticorpos, produzidos em cavalos, induzidos caom o veneno nao ir-
radiado.

Os resultados cbtidos s3ao complementados pela analise de atividade to
xica. Como podemos verificar pela tabela 2 e 3, a toxicidade diminui com o
aumento da dose de radiacao em ate 4,5 vezes com 2000 Gy. Embora ocorra va-
riacao da resposta em grupos de camundongos femea e machos, isto nao compro
mete significativamente na analise de queda da toxicidad:, concluindo que
no intervalo de dose de 750 a 1000 Gy a estrutura protéici e modificada su-
ficientemente para diminuir a atividade toxica

TABELA I

Concentracao proteica ( ug)

Amostra Absorvancia 0,50 Absorvancia 1,00
n3o irradiada 200 280
irradiada 100 Gy 200 280
irradiada 250 Gy 200 300
irradiada 500 Gy 220 | 320
irrediada 750 Gy 250 330
irradiada 1000 Gy 290 340
irrediada 1500 Gy 320 400

irradiada 2000 Gy 380 450



TABELA I1

DL50 estimada em camundongos machos

Amostra DISO ( pg/kg)
nao irradiada 206,2
irradiada 750 Gy 325,7
irradiada 1000 Gy 493,6
irradiada 1500 Gy 561,5
irradiada 2000 Gy 338,9

TABELA III

DL50 estimada em camundongos femeas

Amostra DLSO ( pg/kg)
nao irradiada 177,3
irradiada 100 Gy 152,9
irradiada 250 Gy lo4,2
irradiada 500 Gy 293,5

irradiada 1000 Gy 541,3



E A

TR

S

Soro anti-crotalico

Veneno de Crotalus durissus terrificus nao irradiado

Veneno irradiado 100 Gy
Veneno irrediado 250 Gy
Veneno irradiado 500 Gy
Veneno irradiado 750 Gy
Veneno irradiado 1000 Gy
Veneno irradiado 1500 Gy
Veneno irrediado 2000 Gy
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