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EFEITOS DA RADIACAO GAMA EM CROTOXINA (TOXINA DO VENENO DE Crotalus durissus

terrificus

Jayme Nunes de Souza Filho & Joseé Roberto Rogero

RESUMO

A crotoxina é uma potente neurotoxina encontrada no veneno de Crotalus
durissus terrificus. Tal proteina foi isolada utilizando cromatografia por
exclusao molecular em gel Sephadex G-75 e irradiada em uma fonte GA'MACELL
80¢5 na concentragio de 2mg/ml NaCl 0,85% sob taxa de dose de 1,19 x 103 Gy/
hr em doses de 250, 500, 1000 e 2000 Gy para as respectivas aliquotas. Par -

tindo destas, determinou-se o contelido proteico, a reagao de imunodifusido em
agar frente ao soro anti-crotalico e ainda eletroforese em placa (SDS-PAGL).
0s dados mostraram alteragoes significativas na toxina irradiada. Resultados
preliminares cam dose de radiagao de 100, 250, 500 e 1000 Gy mostraram que a
dose letal 50% em camundongos aumenta significativamente com o aumento da do
se de radiagao.

EFFECTS OF GAMMA 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 cramaxugraphy
with Sephadex G-75 and irradiated in a source of 90Co GAMMACLLL in the
concentration of 2 mg/ml 0.85% NaCl with dosc rate of 1.19 x 103 Gy/hr. The
doses used were 250, 500, 1000 ard 2000 Gy, It was determinated for this '
samples, the proteic concentration, the diffusion immunoassay using crotalic
antiserum and eletrophoresis (SDS-PAGE). The results showed same changes on
the irradiated toxin. Preliminary results with doses od radiation of 100 |,
250, 500 and 1000 Gy showed that the letal dose 50% (1LD50) in mice increase
greatly with the increase of radiation's dose.

INTRODUGAO



A crotoxina, constituinte proteico da pegonna de Crotalus durissus ter-
rificus, apresenta-se camo uma potente neurotoxina, que aliada a outras fra-
gOes toxicas, torna a pegonha deste ofidio altamente podercsa (1).

A crotaoxina foi primeiramente isolada e cristalizada por Slotta, C.d. e
Fraenkel-Conrat, H. (18), em 193s. Us resultauos de anilise amino-temminal e
xecutados por Fraenkel-Conrat, H. e Singer, b. mostraram a presenca de duas

sub-unidades distintas na crotoxina(4). Utilizanao cramatografia de troca
ionica, Rubsamen, K. et alli (17) e tiendon, R.A. e Fraenkel-Conrat, . (5) ,
separaram a crotoxina em duas proteinas diferentes. Uma sub-unidave basica
Que continha ativicade de fosfolipase A e uma sub-unidade acida nomeada de
crotapotin.

Quando olhadas isoladamente, a crotapotin apresenta-se atoxica e a fos-
folipase A carrega uma alta e indireta atividade hemolitica (8).

A interagao das uuas sub-unidades por ligagdo ndo covalente e reversi -
vel, provoca o aparecimento de uma toxicidade 1lU vezes maior quando compara-
da com a fosfolipase A isolada (13). Lssa assouiagao tambem evidencia um pos
sivel mascararento da atividade enzimatica da fosfolipase A pela crotapotin,
promovendo uma maior especificidade ao complexo, levando~o ao alvo neuronal
(9, 10).

£ oportuno colocar que alguns trabalhios sugerem possiveis alteragoes
estruturais do complexo-crotoxina quando a associagao das sub-unidades, pro-
vavelmente favorecendo seu camportamento biologico (b, 1b).

Por outro lado, as radiagoes ionizantes possuem a capacidade de alte -
rar, dependendo da dose e condigoes de irradiagdo, significativamente ou ate
drasticamente o comportamento bioldgico, imunogenico e antigenico de uma to-
xina.

As condigoes de irradiagdo tomam relevante importancia nos danos provo-
cados pela radiagdo na macromolécula proteica. S3o nameados de efeitos dire-
tos da radiagao, quando a molécula biologica ¢ irradiada a seco, prevalecen-
do assim o depdsito de emergia diretamente na molecula. Deve-se  ressaltar
que uma molécula proteica possui um certo grau de hidratagdo, evidenciando '
possivel radiclise da agua. Por sua vez, os efeitos indiretos da radiagdo o-
correm quando a molécula é irradiada em solucdo aquosa (5).

Nos efeitos indiretos da radiagao, a radiagao ionizante provoca a forma
¢ao dos produtos primarios da radiclise da agua, como por exemplo,Oh’ i 2()2 .
H', e "aq. e outros. Esses produtos formados pela radiolise da agua atacarar
determinados grupos da proteina, provocando danos (2,5). Dentre outros exem-
plos tipicos, citamos algumas reagoes danosas ocorridas com a molécula pro -
teica na presenca de radicais livres formados: o radical hidroxila (Ohi*) pos
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sui a capacidade de reagir com o atamo de hidrogenio ligado ao carbono-alfa
de um certo residuo, abstraindo-o; ou entao, reagir com grupos SH livres de
residuos de cisteinas, abstraindo o dtaomo de hidrogenio e consequentemente,
promover a formagao de radicais RS®, podendo esses ainda rearranjar-se (2).
0 redical H® pode também reagir com o atomo de hidrogenio do carbono-alfa ,
abstraindo-o (2).

A irradiacdo também contribui para a formacdo de ligagoes covalentes
intermoleculares, promevendo o aparecimento de dimeros, trimerces e outros ,
favorecendo ate o aparecimento de um precipitado em solugdo. A formacao de
agregados pode possivelmente contribuir para a perda da atividade biologica
da molécula, pelo mascaramento de sitios de agao (2).

Aqui, a preocupagao reside no estudo dos efeitus provocados pela radia
¢30 gama 8005 na crotoxina, tentando visualizar modificagoes estruturais ,
comportamento biologico e ainda antigenico da toxina irradiada em solugio a
quosa, em comparagao com a toxina nativa.

MATERIAL E METODOS

I- Obtencao e purificagao da crotoxina

Cerca de 300 mg de veneno total de C. d. terrificus foi submetido a
una cromatografia de exclusao molecular em coluna de 80 cm x 2,5 am de dia-
metro e empacotada com gel Sephadex G-75 em acido acetico 0,1 M.

A crotoxina isolada, foi submetida a uma recromatografia nos mesmos
moldes.

II- Preparacao e irradiagao da crotoxina.

Fez-se uma solugao na concentragao de 2 mg de crotoxina/ml NaCl ¢,85%.
A seguir, adicionou-se algumas gotas de iiC1L U,1 M com o intuito de diminuir
o pH da solugdo, resultando numa maior solubilidade da crotoxina. Apos tal
fato, aliquotou-se a amostra em 5 tubos (aproximadamente 1,5 ml/tubo), dos
quais quatro foram submetidos a irradiagao em uma fonte GAMMACLLL °Uco  sob
taxa de dose de 1,19 x 103 Gy/hr em doses ce radiagdo de 250, 500, 1000 e
2000 Gy, mantendo uma aliquota como amostra nativa da toxina.

III- Determinagdo o conteudo proteico

Utilizando o metodo de Lowry, O.H. (11) modificado por Miller,G.L(12),
dosou-gse o conteldo proteico de cada amostra. A soroalbumina bovina foi usa
do como padrao de dosagem,

As absorvancias das amostras e padroes foram lidas em comuritento de on
da Je 650 nm em um espectrofotometro Carl Zeiss PMQ II.



As concentragoes finais das amostras, assim como as concentragdes rela
tivas encontram-se na Tabela 1.

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

Realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em placa ,
na presenca de dodecil sulfato de sodio e B-mercaptoetanol como denaturan -
tes proteicos, com as amostras irradiadas e nativa de crotoxina e ainda ve-
neno total nativo de C. d. terrificus.

As concentragoes das amostras aplicadas foram de 150 ug/ml NaCl 0,85%,
aferidas pelo metodo de Lowry, O.i. modificado por Miller, G.L.

A placa foi corada com o0 auxilio do corante coamassie brilliant blue
R250 e fotografada, a qual encontra-se na Figura 1.

V- Reag2o de imunodifusao em agar-agar

Baseando-se no método de Ouchterlony, 0. (14), executou-se a reagio de
imunodifusao em agar-agar das amostras irradiadas e ndo irradiadas de croto
xina, frente ao soro anti-crotalict gentilmen.e cedido pelo Instituto Butan
tan.

0 procedimento do metodo implicou na adigao de 50 ml de tampdo fosfato
0,1 M pH 7,0 a 1 grama de agar-agar, soluvel sob aquecimento em banho-ma -
ria. Apos, distribuiu-se 4 ml ao longo de uma lamina de microscopia e apli-
cou-se o soro anti-crotalico e as amostras.

As laminas foram conservadas em camara Umida por um tempo de  difusao
de 24 horas, lavadas e coradas cam negro de amido 0,u4%.

A Figura 2 nos mostra as linhas de precipitagao resultantes da identida
de antigeno-anticorpo na reagdo de imunodifusao.

VI- Determinagdo da dose letal 50% (DL50)

Com o intuito de observarmos a toxicidade das amostras irradiadas e na
tiva de crotoxina, realizou-se a determinagao da dose letal intra-periio =
neal para 50 por cento de uma populacao de camundongos albinos remeas, com
inoculagdo de 0,2 ml/animal, da respectiva diluigao.

As amostras foram para isso, irradiadas sob uma taxa de dose de 1,2b x
103 Gy/hr em doses de radiagdo de 100, 250, 500 e 1000 Gy.

As mortes e sobrevidas foram anotadas 24 horas apds a inoculagdo das a
mostras, e os calculos para a determinagdo da DLS0 obedeceram o método  de
Reed, L.J. e Muench, h. (15), os quais encontram-se na Tabela 2.

RESULTADOS

Apos separagdo cromatografica da crotoxina frente as outras fragoes do
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veneno de Crotalus durissus terrificus, realizou-se algumas determinagoes

bioquimicas e comportamento biologico das amostras de crotoxina irradiacas
e nativa, as quais dispoem-se a seguir:

Tabela 1 - Determinagao do conteudo proteico

Ancstra de Concentragao Concentragdo
crotoxina (ug/ml) relativa (%)
Cx nativa 2653 100

Cx 250 Gy 2633 99,2

Cx 500 Gy 2683 101,1

Cx 1000 Gy 2613 98,5

Cx 2000 Gy 2243 84,5

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

(1) crotoxina irmadiada cam 2000 Gy; (2) crotoxina irradiada com 1000 Gy;
(3) crotoxina irradiada com 500 Gy; (4) crotoxina irrauiaca com 250 Gy,
(5) crotoxina nativa; (6) veneno total nativo de C. d. terrificus.



Figura 2 - Reagdo de imunodifusao em agar-agar
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(1) soro anti-crotalico; (2) veneno total nativo de C. d. terrificus;
(3) crotoxina nativa; (4) crotoxina irradiada com 250 Gy; (%) crotoxi
na irraaiada com 500 Gy; (6) crotoxina irraaiada com 1000 Gy; (7) cro

toxina irradiada com 2000 Gy.

Tabela 2 - Determinagao da dose letal 5U% (DL50)

% mortalidade

Diluigao Cx Cx Cx Cx Cx
(ug/kg) nativa 100 Gy 250 Gy 500 Gy 1000 Gy
1000 100 100 100 100 100
500 87,5 100 10U 75 0
250 66,6 75 100 0 0
125 16,6 0 0
62,5 0 0 U
31,25 0 ] ] 0 0
bL50 198 198 177 397 7039

(ug/kg)




DISCUSSAO E CONCLUSDES

A crotoxina obtida czmatogmflcamnte por gel flltmgao em Sephadex
G-75, foi irradiada em varias doses de r\adlagao gama Co.

A determinagao do conteudo proteico superestimou as dosagens de crotoxi
na (2653 ug/ml NaCl 0,85% para a amostra nativa). Similar fato pode ser vi -
venciado pelos achados de Darke, P.L. et alli (3), que trabalhando com fosfo
lipase A2 oriunda de veneno de Naja naja naja, propoem que o valor da con -
centracao desta proteina seja muitiplicado por um fator de corregao de 0,66,
para entao obter o valor correto. Lste fator de correcao deve ser levado em
consideragas quando utiliza-se o método de Lowry, O.i. e a sorocalbumina povi
na como padrao de dosagem. Trabalnando ~om o mesmo veneno, lhazlett, T. L. et
alli (7) usaram o fator de corregao proposto, tanto para a determinagao do
conteudo de fosfolipase A2 como para o veneno total, embora destacado a ndo
acuracia do fator de corregao para este ultimo.

A superestimativa da crotoxina visualizada na Tabela 1 nao foi corrigi-
da por n3o termos um fator especifico calculado e a analise ter uma caracte-
ristica relativa entre as amostras irradiadas e a amostra nativa. Quanto a
esse topico, podemos ressaltar que a concentragao relativa da amcstra ir -
radiada com dose de 2000 Gy acusou 54,5% em relagao a nativa, sugerindo a o-
correncia de precipitado. Tal fato nao foi visualizado nas aoses de radiagao
inferiores a 2000 Gy, onde asconcentragoes mantiveram-se constantes.

A SDS-PAGE em placa revelou dados inerentes ao peso molecular das amos-
tres irradiadas e nao irradiadas de crotoxina, bem como o venenc total nati~
vo de C. d. terrificus. Podemos observar no veneno total o aparecimento de
uma banda cuja medida relativa de migragdo € pouco menor que a da crotoxina,
e ainda de concentragdo muito pequena. ifota-se tampém uma banda de medida re
lativa de migragao tambem menor em relagao a da crotoxina, porem de peso mo-~
lecular elevado. Uma outro banda bem visualizada, acusando medida relativa
de migragao maior, indica provavelmente a presenga de crotamina no veneno to
tal.

Em uma comparagao da amostra nativa de crotoxina com aquelas irragia -
dus, podemns observar a ocorrencia de um "arrasto” que aumenta com o aumen -
to da dose de rudiagao e ainda 'regides de preferencia’ desses possiveis '
rearranjos podem ser fracamente notadas, awnentando tamvém de intensidade
com © aumento da dose. Lssas visualizagOes ocorrem em maior grau nas regices
de pesos moleculares maiores ao da crotoxina, sugerindo possivelmente a for-
magdo de rearranjos proteicos, podendo provavelmente indicar polimeros  de
crotoxina formados pela agao da radiagao.



A reacac de imunodifusao em agar-agar mostrou que a antigenicidade da
crotoxina manteve-se aparentemente integra ate a dose de radiagao de 100UGy,
enquanto que a dose de 2000 Gy deve provavelmente provocar algum comprometi-
mento dos determinantes antigenicos da toxina, prejudicando scbremaneira a i
dentidade, levando ac aparecimento de uma linha difusa, o que nao acontece
com a amostra nativa e aquelas irradiadas até a dose de radiagao de 1UU0 Gy.

£ oportuno salientar que na reagio de imunodifusdao em agar-agar, surgiu
uma segunda linha de precipitagao, indicando possivelmente um contaminante
proteico extremamente imunogenico e antigenico, o qual nao foi separago cro-
matograficamente da crotoxina.

A dose letal 50% (DL50) foi preiiminarmente localizada para a amostra
nativa de crotoxina e aquelas irradiadas. Notou-se a atcnuagao da toxicidade
da ordem de 2 vezes para a amostra de crotoxina irradiada com 500 Gy e ain-
da 3,5 vezes pare aquela irradiada com dose de lU00 Gy. As amostras irradia-
das com doses de radiagao 100 Gy e 250 Gy apresentaram-se igualmente toxi -
cas quando comparadas com a toxina nativa (DL50 ip. 198 ug/kg de animal). ts
te fato nos faz sugerir que a "regiao neurotoxica" da proteina esta sendo al
terada estruturalmente pela radiagao.
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