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EFEITOS DA RADIAÇÃO GAMA Of CROTOXINA (TOXINA DO VENENO DE Crotalus dur i s sus

t e r r i f i c u s

Jayme Nunes de Souza Filho & José Roberto Rogero

RESUMO

A crotoxina ê uma potente neurotoxina encontrada no veneno de Crotalus

durissus terrificus. Tal proteína foi isolada utilizando cromatografia por

exclusão molecular em gel Sephadex 6-7S e irradiada em una fonte GAMMACELL

Co na concentração de 2mg/ml NaCl 0,85% sob taxa de dose de 1,19 x IO3 Gy/

hr em doses de 250, 500, 1000 e 2000 Gy para as respectivas alíquotas. Par -

tindo destas, determinou-se o conteúdo proteico, a reação de imunodifusão em

agar frente ao soro anti-crotálico e ainda eletroforese em placa (SDS-PAGD.

Os dados mostraram alterações significativas na toxina irradiada. Resultados

preliminares com dose de radiação de 100, 250, 500 e 1000 Gy mostraram que a

dose letal 50% em camundongos aumenta significativamente com o aumento da do

se de radiação.

EFFECTS OF GAfMA RADIATION ON CROTOXIN (TOXIN OF Crotalus durissus terrifi-

cus VENOM)

ABSTRACT

The crotoxin in a great neurotoxin found on Crotalus durissus terrifi -

cus venom. This protein was isolated using molecular exclusion crcmditgraphy

with Sephadex G-75 and irradiated in a source of Co GAM1ACELL in the

concentration of 2 mg/ml 0.85% NaCl with dose rate of 1.19 x 103 Gy/hr. The

doses used were 250, 500, 1000 and 2000 Gy, It was determinated for this '

samples, the proteic concentration, the diffusion ojmnunoassay using crotalic

antiserum and eletrophoresis (SDS-PAGE). The results showed sane changes on

the irradiated toxin. Preliminary results with doses od radiation of 1U0 ,

250, 500 and 1000 Gy showed that the letal dose 50% (LD50) in mice increase

greatly with the increase of radiation's dose.

INTRODUÇÃO



A crotaxina, constituinte proteico da peçonha de Crotalus aurissus ter-

rificus, apresenta-se como uma potente neurotoxina, que aliada a outras fra-

ções tóxicas, torna a peçonha deste ofíaio altamente poderosa (1).

A crotaxina foi primeiramente isolada e cristalizada por Slotta, Cri. e

Fraenkel-Conrat, H. (18), em 193a. üs resultauos de análise amino-terminal e

xecutddos por Fraenkel-Conrat, ri. e Singer, h. mostrarem a presença de duas

sub-unidades distintas na crotoxina(u). ütilizanoo cranatografia de troca

iônica, Rubsamen, K. et alli (17) e íiendon, R.A. e Fraenkel-Conrat, ri. (b) ,

separaram a crotoxina em duas proteínas diferentes. Uma sub-unidaue básica

que continha atividade ue fosfolipase A e uma sub-unioade áciaa nomeada de

crotapotin.

Quando olhadas isoladamente, a crotapotin apresenta-se atóxica e a fos-

folipase A carrega uma alta e indireta atividade hemolítica (8).

A interação das duas suD-unidades por ligação não covalente e reversí -

vel, provoca o aparecimento de uma toxicidade 10 vezes maior quando compara-

da com a fosfolipase A isolada (13). Lssa associação também evidencia um pcs

sível mascaxainento da atividade enzimatica da fosfolipase A pela crotapotin,

promovendo uma maior especificidade ao complexo, levando-o ao alvo neuronal

(9, lü).

£ oportuno colocar que alguns trabalhos sugerem possíveis alterações

estruturais do complexo-crotoxina quando a associação das sub-unidades, pro-

vavelmente favorecendo seu comportamento biológico (b, lb).

Por outro lado, as radiações ionizantes possuem a capacidade de alte -

rar, dependendo da dose e condições de irradiação, significativamente ou até

drasticamente o comportamento biológico, iniunogênico e antigêíúco de uma to-

xina.

As condições de irradiação tomam relevante importância nos danos provo-

cados pela radiação na macromolécula proteica. São nomeados de efeitos dire-

tos da radiação, quando a molécula biológica é irradiada a seco, prevalecen-

do assim o depósito de energia diretamente na molécula. Deve-se ressaltar

que uma molécula proteica possui um certo grau de hidratação, evidenciando '

possível radiólise da água. Por sua vez, os efeitos indiretos da radiação o-

correm quando a molécula é irradiada em solução aquosa (b).

Nos efeitos indiretos da radiação, a radiação ionizante provoca a forma

ção dos produtos primários da radiólise da água, como por exemplo,üii* ,tLO2 ,

H', e "aq. e outros, tsses produtos formados pela radiólise da água atacarãr

determinados grupos da proteína, provocando danos (2,b). Dentre outros exem-

plos típicos, citamos algumas reações danosas ocorridas com a molécula pro -

teíca na presença de radicais livres formados: o radical hidroxila (Oh') pcs



sui a capacidade de reagir com o átomo de hidrogênio ligado ao carbono-alfa

de um certo resíduo, abstraindo-o; ou então, neagir com grupos SH livres de

resíduos de cisteínas, abstraindo o átomo de hidrogênio e consequentemente,

promover a formação de radicais RS", podendo esses ainda reamanjar-se (2).

0 radical H' pode também reagir com o átomo de hidrogênio do carbono-alfa ,

abstraindo-o (2).

A irradiação também contribui para a formação de ligações covalentes

intermoleculares, pronuvendo o aparecimento de dímeros, trímeros e outros ,

favorecendo ate o aparecimento de um precipitado em solução. A formação de

agregados pode possivelmente contribuir para a perda da atividade biológica

da molécula, pelo mascaramento de sítios de ação (2).

Aqui, a preocupação reside no estudo dos efeitos provocados pela radia

çio gama Co na crotoxina, tentando visualizar modif icações estruturais ,

comportamento biológico e ainda antigenico da toxina irradiada em solução a

quosa, em comparação com a toxina nativa.

MATERIAL E MÉTODOS

I- Obtenção e purificação da crotoxina

Cerca de 300 mg de veneno total de_C. d. terrificus foi submetido a

uma crcmatografia de exclusão molecular em coluna de 80 cmx 2,5 cm de diâ-

metro e empacotada com gel Sephadex G-75 em ácido acético 0,1 M.

A crotoxina isolada, foi submetida a uma recromatografia nos mesmos

moldes.

II- Preparação e irradiação da crotoxina.

Fez-se uma solução na concentração de 2 mg de crotoxina/ml rJaCl ü,8b%.

A seguir, adicionou-se algumas gotas de iíCl U,l M com o intuito de diminuir

o pH da solução, resultando numa maior solubilidade da crotoxina. Apôs tal

fato, aliquotou-se a amostra em S tubos (aproximadamente 1,5 ml/tubo), dos

quais quatro foram submetidos a irradiação em uma fonte GAMMACLLL ° C O sob

taxa de dose de 1,19 x IO3 Gy/nr em doses ae radiação de 250, 5ü0, lüOú e

2000 Gy, mantendo uma alíquota como amostra nativa da toxina.

III- Determinação ao conteúdo proteico

Utilizando o método de Lowry, O.h. (11) modificado por Miller,G.L(12),

dosou-se o conteúdo proteico de cada amostra. A soroalbumina bovina foi usa

do como padrão de dosagem.

As absorvâncias das amostras e padrões foram lidas em comprÚTEnto de on

da Je 650 nm em um espectrofotômetro Carl Zeiss PNQ II.



As concentrações finais das amostras, assim como as concentrações rela

tivas encontram-se na Tabela 1.

IV- Lletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em placa ,

na presença de dodecil sulfato de sódio e b-mercaptoetanol como denaturan -

tes proteicos, cem as amostras irradiadas e nativa de crotoxina e ainda ve-

neno total nativo de C. d. terrificus.

As concentrações das amostras aplicadas foram de 150 ug/ml iteCl 0,65%,

aferddas pelo método de Lowry, O.H. modificado por Miller, G.L.

A placa foi corada com o auxílio do corante coanassie brilliant blue

R250 e fotografada, a qual encontra-se na Figura 1.

V- Reação de imunodifusão em agar-agar

Baseando-se no método de Ouchterlony, 0. (1H), executou-se a reação de

imunodifusão em agar-agar das amostras irradiadas e não irradiadas de croto

xina, frente ao soro anti-crotálice gentilmente cedido pelo Instituto Butan

tan.

0 procedimento do método implicou na adição de 50 ml de tampão fosfato

0,1 M pH 7,0 a 1 grama de agar-agar, solúvel sob aquecimento em banho-ma -

ria. Após, distribuiu-se U ml ao longo de uma lâmina de microscopia e apli-

cou-se o soro anti-crotálico e as amostras.

As lâminas foram conservadas em câmara úmida por um tempo de difusão

de 24 horas, lavadas e coradas cem negro de amido 0,4%.

A Figura 2 nos mostra as linhas de precipitação resultantes ca identida

de antígeno-anticorpo na reação de imunodifusão.

VI- Determinação da dose letal 5U% (DL50)

Com o intuito de observarmos a toxicidade das amostras irradiadas e na

tiva de crotoxina, realizou-se a determinação da dose letal intra-perito -

neal para 50 por cento de uma população de camundongos albinos fêmeas, com

inoculação de 0,2 ml/animal, da respectiva diluição.

As amostras foram para isso, irradiadas sob uma taxa de dose de 1,25 x

103 Gy/hr em doses de radiação de lüü, 250, 500 e 1Ü00 Gy.

As mortes e sobrevidas foram anotadas 24 horas após a inoculação das a

mostras, e os cálculos para a determinação da DL5Q obedeceram o métooo de

Reed, L.J. e Muench, h. (15), os quais encontram-se na Tabela 2.

RESULTADOS

Após separação cronatografica da crotoxina frente as outras frações do



veneno de Crotalus durissus terrificus, realizou-se algumas determinações

bioquímicas e comportamento biológico das amostras de crotoxina irradiadas

e nativa, as quais dispõem-se a seguir:

Tabela 1 - Determinação do conteúdo proteico

Amostra de

crotoxina

Cx nativa

Cx 2S0 Gy

Cx SOO Gy

Cx 1000 Gy

Cx 2000 Gy

Concentração

(ug/ml)

2653

2633

26b3

2613

22H3

Concentração

relativa (%)

100

99,2

101,1

9a,5

8t,5

Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAilj)

(1) crotoxina irradiada con 2U0U Gy; (2) crotoxina irradiada cem lOüü Gy;

(ó) crotoxina irradiada com í>0ü Gy; (U) crotoxina irradiada com 250 Gyi

(5) crotoxina nativa; (6) veneno total nativo de C. d. terrificus.



2 - Reação de imunodifusão em agar-agar

(1) soro anti-crotálico; (2) veneno total nativo de C. d. terrificus;

(3) crotoxina nativa; (4) crotoxina irradiada com 250 Gy; (L-) crotoxi

na iriBcdada com. 500 Gy; (6) crotoxina irradiada com lüOü Gy; (7) cro

toxina irradiada com 2000 Gy.

Tabela 2 - Determinação da dose letal 60% (DL5Ü)

Diluição

(ug/kg)

1000

500

250

125

62,5

31,25

DLSO

(ug/kg)

Cx

nativa

100

87,5

66,6

16,6

0

0

198

% mortalidade

Cx
lüü Gy

10U

100

75

Ü

0

ü

198

Cx

25Ü Gy

100

1ÜÜ

10Ü

ü

Ü

ü

177

Cx

òOú Gy

100

75

0

0

0

0

397

Cx

lüOü Gy

lüü

0

0

0

u
0



DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

A crotoxina obtida cromatograficamente por gel filtraçao em Sephadex

G-75, foi irradiada em várias doses de radiação gama Co.

A determinação do conteúdo proteico superestimou as dosagens de crotoxi

na (2653 ug/ml NaCl 0,85% para a amostra nativa). Similar fato pôde ser vi -

venciado pelos achados de Darke, P.L. et alli (3), que trabalhando cem fosfo

lipase A2 oriunda de veneno de Naja naja naja, propõem que o valor da con -

centração desta proteína seja multiplicado por um fator de correção de 0,66,

para então obter o valor correto. Este fator de correção deve ser levado em

consideração quando utiliza-se o método de Lowry, O.ti. e a soroalbumina oovi

na como padrão de dosagem. Trabalhando com o mesmo veneno, liazlett, T. L. et

alli (7) usaram o fator de correção proposto, tanto para a determinação do

conteúdo de fosfolipase A2 como para o veneno total, embora destacado a não

acurácia do fator de correção para este último.

A superestimativa da crotoxina visualizada na Tabela 1 não foi corrigi-

da por não termos um fator específico calculado e a análise ter uma caracte-

rística relativa entre as amostras irradiadas e a amostra nativa. Quanto a

esse tópico, podemos ressaltar que a concentração relativa da ancütra ir

radiada com dose de 2000 Gy acusou aH,S% em relação a nativa, sugerindo a o-

corrincia de precipitado. Tal fato não foi visualizado nas aoses de radiação

inferiores a 2000 Gy, onde as concentrações mantiveram-se constantes.

A SDS-PAGE em placa revelou dados inerentes ao peso molecular das amos-

tras irradiadas e não irradiadas de crotoxina, bem como o veneno total nati-

vo de C. d. terrificus. Podemos observar no veneno total o aparecimento de

uma banda cuja medida relativa de migração é pouco menor que a da crotoxina,

e ainda de concentração muito pequena. Nota-se tamoém uma banda de medida re

lativa de migração também menor em relação a da crotoxina, porém de peso mo-

lecular elevado. Uma outro banda bem visualizada, acusando medida relativa

de migração maior, indica provavelmente a presença de crotamina no veneno to

tal.

Lm uma comparação da amostra nativa de crotoxina com aquelas irradia -

dos, podemos observar a ocorrência de um "arrasto" que aumenta com o aumen -

to da dose de radiação e ainda "regiões de preferência" desses possíveis '

rearranjos podem ser fracamente notadas, aumentando tamuém de intensidade

com o aumento da dose. Lssas visualizações ocorrem em maior grau nas regiões

de pesos moleculares maiores ao da crotoxina, sugerindo possivelmente a for-

mação de rearranjos proteicos, podendo provavelmente indicar polímeros de

crotoxina formados pela ação da radiação.



A reação de imunodifusãb em agar-agar mostrou que a antigenicidade da

crotoxina manteve-se aparentemente íntegra até a dose de radiação de lOOUGy,

enquanto que a dose de 2000 Gy deve provavelmente provocar algum caiprometi-

mento dos determinantes antigenicos da toxina, prejudicando sobremaneira a _i

dentidade, levando ao aparecimento de uma linha difusa, o que não acontece

com a amostra nativa e aquelas irradiadas até a dose de radiação de 1ÜU0 Gy.

£ oportuno salientar que na reação de imunodifusão em agar-agar, surgiu

uma segunda linha de precipitação, indicando possivelmente um contaminante

proteico extremamente imunogênico e antigênico, o qual não foi separaoo cro-

matograficamente da crotoxina.

A dose letal 50% (DLòO) foi preliminarmente localizada para a amostra

nativa de crotoxina e aquelas irradiadas. Notou-se a atenuação da toxicidade

da ordem de 2 vezes para a amostra de crotoxina irradiada com bOü Gy e ain-

da 3,5 vezes para aquela irradiada com dose de 1D00 Gy. As amostras irradia-

das com doses de radiação 100 Gy e 2SU Gy apresentaram-se igualmente tóxi -

cas quando comparadas com a toxina nativa (DLòO ip. 198 ug/kg de animal). Ls^

te fato nos faz sugerir que a "região neurotóxica" da proteína está sendo ai

terada estruturalmente pela radiação.
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