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EFEITOS DA RADIACAD GAMA EM TOXINA ISOLADA NO VENENO DE Crotalus durissus
terrificus

Jayme Nunes de Souza Filho & Jose Roberto Rogero

RESMO

E sabido que a radiacao ionizante possui a capacidade de alterar, de -
pendendo da dose e oondigOes de radiagao, significativamente o comportamen-
to biologico e antigenico de uma toxina, provavelmente por alteragOes estru
turais causadas pela rediagao. Neste trabalho, a crotoxina, principal neuro
toxina do veneno de cascavel sul-americana, foi isolada utilizando cromato-
grafia por exclusao molecular em gel Sephadex G-75, seguido de precipitagao
em seu ponto isoelétrico. Apos, fracdes na concentracac de 2 mg toxina/ ml
NaCl 0,85% foram irradiadas em uma foute de radiacio gama 60Co sob taxa de
dose de 1100 Gy/hr em doses respectivas de 250, 500, 1000, 1500 e 2000 Gy .
Partindo dessas amostras, foram determinados o conteudo proteéico (metodo de
Lowry), o comportamento antigenico frerite ao soro anti-crotalico pela rea -
¢a0 de imumnodifusdo em agar (meétodo de Ouchterlony), a DLSO em camundongose
e finalmente, realizado uma eletroforese (SUS-PAGE). Os resultados mostra -
ram que o comportamento antigenico aparentou manter-se intacto até a dose
de 1000 Gy, enquanto que a DL50 aumentou em tormo de duas vezes para a mes-
ma dose de radiagao, quando comparada com a amostra nativa de crotoxina.Com
o aumento da dose, as solugOes tomaram-se turvas, indicando a presenga de
agregados e consequentemente, perda de proteina em solug3o, camo pode  ser
visto na determinacdc do conteldo protéico e na eletroforese. Outras impor-
tantes alteragoes foram observadas, as quais podem nos dar informagoes rele
vantes sobre o cvento dose-efeito.

EFFECTS OF GAMMA RADIATION ON ISOLATED TOXIN OF Crota’us durissus terrifi-

cus VENOM

ABSTRACT

It is know that the ionizing radiation is able to change significantly
the biological and antigenic behaviour of a toxin depending of the dose and



rediation's conditions, probably by structural alterations caused 'by radia
tion. In this paper, the crotoxin, principal neurotoxin of the south ameri
can rattlesnake venom, was isolated using molecular exclusion cromatogra -
phy with Sephadex G-75 and followed by precipitation on the isoeletric
point.(pI 4.7.). Fractions in the concentration of 2 mg toxin/ml 0.85 %
NaCl were irradiated in a source of 0Co GAMMACELL with dose rate of 1100
Gy/hr using doses of 250,500, 1000, 1500 and 2000 Gy. It was determinated
for this samples, the proteic concentration (Lowry's method), the antigen-
ic capability using crotalic antiserum by the diffusion imunoassay (Ouch -
terlony's method), the DL50 in mice and eletrophoresis (SDS-PAGE). The re-
sults showed that the antigenic capability seems to be intact until dose
of 1000 Gy. By the other hand, the LD50 in the same radiation dose in -~
creases more than two times whem compared with the nmative sample. As  the
radiation dose increases, the solutions became turbid showing loss of pro-
tein probably by the presence of aggregates as can be see by the determina
tion of the proteic concentration and the eletropharetic control. Other im
portant changes were observed with the irradiated samples in comparison
with the native crotoxin that can give us additional informations about do
se-effect event.

INTRODUCAO

A radiagao ionizante pode, dependendo da dose e taxa de dose, alterar
a conformag3o de uma toxina e por consequencia, seu comportamento biologi-
co, antigenico e imunogenico.

Os efeitos da radiagac ionizante em macromoléculas sao incrementados
quando o fenameno ocorre em solugdo aquosa, prevalecendo os efeitos indire
to., onde a radiacao promove a formacao de radicais livres como por exem -
plo o OH’, H', e "aq. e compostos altamente reativos como H202, pelo pro -
cesso nomeado de radioclise da agua. Por sua vez, esses componentes possuem
a capacidade de atacar determinados grupoé da proteina, provocando  danos
w. |

Aqui, a crotoxina, principal neurctoxina presente no veneno de casca-
vel sul-americana, foi isolada por cromatografia por exclusao molecular se
guida de precipitacac em seu ponto isceletrico (pI 4,7) e irradiada em so-
lucio aquosa, scb varias doses de radiagio gama 50co,

A crotoxina, isolada e cristalizada primeiramente por Slotta e Fraen-
Kel-Conrat (14) em 1938, apresenta-se como uma proteina  heterodimerica
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com propriedade neurotoxica, composta de duas sub~unidades ligadas reversi-
velmente por ligacao nao covalente. Quando olhadas separadamente, uma das
sub-unidades possui caracteristica basica e atividade fosfolipasica e a ou-
tra, altamente acida e desprovida de atividade biologica e enzimatica, sen-
do esta Jltima nomeada de crotapotin (4,13). Par sua vez, quando as sub-uni
dades sao aliadas, o complexo toma uma alta atividade neurotoxica, nao ob -
servada nas sub-unidades quando isoladas. Essa interagao provoca o apareci-
mento de uma toxicidade cerca de 10 vezes maiar quando comparada com a fos-
folipase A (sub-unidade bdsica) isolada (3), a qual possui uma alta e indi-
reta atividade hemolitica, evidenciando um possivel mascaramento da ativida
ds mnmanca da fosfolipase A pela crotapotin, a qual pramove una maior es
pec;flcldade a0 complexo (5,6). Alguns trabalhos também sugerem possiveis '
alteracoes estruturais no complexo crotoxina quando da associagao das sub -
unidades, provavelmente favorecendo seu comportamento biologico (3,12).

Como e sabido, a estrutura de uma proteina possui todas as informacces
que ditam sua atividade ‘biolﬁgica, assim como o seu comportamento antigeni-
co e immogenico. Neste trabalho, a preocupacao reside mo fato de observar-
mos as alteracbes trazidas pela crotoxina em sua atividade biologica e anti
genica, apos irradiagac gama, em solucao aquosa. Para tanto, determinou -se
o conteudo protéico, o comportamento antigenico frente ao soro-crotalico, a
dose letal 50% em camundongos e ainda realizou-se eletroforese em gel de po
liacrilamida (SDS-PAGE), utilizando as amostras irradiadas e aquela nativa
de crotoxina.

MAT™IAL E METODOS

1 - Obtencao e purificagdo da proteina

1.1 - Cromatografia do veneno de C.d. terrificus

Cerca de 300 mg do veneno total foram submetidas a uma cromatografia
por exclusao molecular em uma coluna de 80 cm x 2,5 cm de diametro, empa-
cotada com gel Sephadex G-75 "fine" e eluida em acido acético 0,1 M. As
fragces coletadas foram lidas espectrofotometricamente em 280 rm e aque -
las que continham a crotoxina foram misturadas e liofilizada. A toxina i-
solada foi entao submetida a recromatografia nos mesmos moldes.

1.2 - Precipitacdo da crotoxina no ponto iscelétrico (pI 4,7)

Cerca de 30 mg de crotoxina recromatografada foram dissolvidas em 4 ml
de agua destilada. Em seguida, foram adicionadas algumas gotas de acido
férmico 1 M até a solugdo atingir pH 3,0, titulando-a logo apoe cam hidrd



xido de amonio 0,1 M até encontrar o pI. Tao logo isso ocorreu, a solucao
foi submetida a centrifugacao refrigerada a 15000 rpm/15 min. Apos a sepa
racao do sobrenadante, o precipitado foi resuspendido em tampao formiato
0,1 M pH 3,0. A amostra foi entao liofilizada.
- Preparagio e irradiagao das amostras

Em 20 mg de crotoxina, obtida apos a precipitagao no pl, foram adicio-
nados 10 ml NaCl 0,85%. Em seguida, forem colocadas algumas gotas de aci-
do cloridrico 0,1 M até que a solugdo atingisse o pH 3,6, onde a solubili
dade da crotoxina torna-se veridica. Feito isso, a solugao foi filtrada
em papel filtro Whatman n? 1, aliquotada em 6 tubos de ensaio e irmadia -
das em uma fonte de radiacio zama 50Co, sob taxa de dose de 1100 Gy/hr em
doses de radiacao respectivas de 250, 500, 1000, 1500 e 2000 Gy, mantendo
uma aliquota como amostra nativa.
- Determinagao do conteudo protéico

Seguindo o metodo descrito por Lowry, O.H. (7) modificado por !Miller ,
C.L. (8), foram dosados o conteudo proteico das amostras, usando O SOro -
albumina bovina como padrao de dosagem.

0Os resultados encontram-se na Tabela I

- Eletroforese em gel e poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras irradiadas e nativa de crotoxina e veneno total nativo de
C. d. terrificus foram submetidas a eletroforese em gel de proliacrilami-
da a 15% em placa (SDS-PAGE), adotando o sistema descontinuo. Aqui, as
concentragoes finais dos tampdes foram: tampao Tris-HCl 0,125 M ph 6,8 pa
ra o gel de empilhamento; tampao Tris-HCl 0,375 M pH 8,8 para o0 gel  de
resolucac e Tris 0,025 M glicina 0,192 M pH 8,3 para o tampao de corrida,

A preparacac das amostras incluiu uma solugac com 2% SDS, 2% B-mercap-
toetanol em tampao Tris-HC1 0,0625 M pH 6,8. Em 0,1 g uréia foram adicio
nados 0,1 ml da solugdo descrita e 0,1 ml da solugac de proteina (150 ug/
ml NaCl 0,85%). Em 50 ul desta, foram adicionados 10 ul de azul de bromo-
denol 0,002%. Finalmente, 50 ul foram aplicados na placa. Apos a corrida
(160 V), a placa foi tratada com acido tricloroacético 12% por 24 horas e
corada con coumassie brilliant blue R250 0,1%.

A placa foi entdo fotografada e dispoe-se na Figura 1.

- Reagdo de imunodifusao em agar-agar

As amostras irradiadas e nativa de crotoxina e venap tatal mativo e L.d,
terrificus foram submetidas a reagao de imunodifusdo em agar-agar frente
a0 soro anti-crotalico gentilmente cedido pelo Instituto Butantan ( Sio



Paulo - Brasil), seguindo o metodo descritc por Ouchterlony, 0. (10).

0 tempo de difusao das amostras no agar a 2% (1 g agar-agar em 50 ml
tampao fosfato 0,1 M pH 7,0) foi 24 horas. Apds, as laminas foram lavadas
e coradas com negro de amido 0,4% ( 1 g negro de amido; 25 ml acido acéti
co glacial; agua destilada qsp 250 ml).

As figuras 2, 3 e 4 revelam as linhas de identidade das amostras com o
soro anti-crotalico.

6 - Determinagao da dose letal 50% (DLS0)

A toxicidade das amostras irradiadas e nativa de crotoxina foram deter
minadas por inoculagao intraperitoneal em camundongos Suissos femeas, pe-
sando 24 ¥ 2 g, sob dieta normal.

Foram realizados diluigoes apropriadas e 0,2 ml da respectiva diluigao
foi injetada em cada animal, cs quais apresentaram-se em grupos de seis /
diluicio. Os intervalos das diluicdes usadas foram adequadas para cada a-
mostra, camo segue: 72,09 a 300 ug/kg para as amostras de crotoxina nati-
va e aquela irradiada com dose de 250 Gy; 120,15 a 500 ug/kg para aquela
irrediada com 500 Gy; 192,23 a 800 ug/kg para aquela cam 1000 Gy; 131, 69
a 1000 ug/kg para aquela cam 1500 Gy. O fator de diluigao usado foi 1 :
1,33, excetuando a amostra irradiada cam 1500 Gy, onde aplicou-se um fa -

" tor de 1:1,5. As concentragdes aqui ditadas foram aferidas pelos encon =
tros de contelido protéico (método de Lowry).

As mortes e sobrevidas foram anotadas apos um periodo de 24 horas e as
determinacoes das DL50 foram calculadas baseando-se no metodo  descrito
por Reed, L.J. & Muench, H. (11).

Os resultados dispoem-se na Tabela II.

RESULTADOS

18 Determinagao do conteudo protéico

0 ensaio foi realizado em cinco réplicas para cada ponto do padrdo e a-
mostras. As concentracoes finais, a média das concentragGes e as concentra
gOes relativas despoem-se na Tabela a seguir:



Amostrae da Concentracao Concentracao Concentracao

Crotoxina (ug/ml NaCl 0,85%) media relativa (%)
Nativa 2425 2527 2578 2425 2476 2486 100
250 Gy 2527 2681 2732 2578 2732 2650 107
500 Gy 2784 2784 2681 2681 2732 2732 110
1000 Gy 2066 2271 2117 2117 2014 2117 85
1500 Gy 1296 1553 1604 1502 13u8 lu6l 59
2000 Gy 866 968 866 81y 835 870 35

Tabela I

2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em placa (SDS-PAGE)
_ A seta nos indica a diregao de corrida das amostras aplicadas no gel
de empilhamento. A figura 1 apresenta apenas o gel de resolugao.

Figura 1
1: veneno total nativo de C. ¢, terrificus; 2: crotoxina nativa;

3: crotoxina irrediada com 250 Gy; 4: com 500 Gy; 5: com 1000 Gy,
6: com 1500 Gy; 7: com 2000 Gy.



3 - Reagcao de imnodifusao em agar-agar
As figuras 2, 3 e 4 revelam as linhas de identidade formadas pelo comple
xo0 antigeno-anticorpo, apresentando o antigeno nativo e aqueles irradiados.

Figura 3



Figura &
1: soro anti-crotalico; 2: veneno total nativo de C, d. teyrrifigus;
J: crotoxina nativa; 4: crotoxina irradiada com 250 Gy;
$: com 500 Gy; 6: com 100 Gy; 7: com 1500 Gy, 8: 2000 Gy.

4 ~ Determinacao da dose letal 50% (DLS50)
A tabela abaixo nos mostra as determinagoes dasDL50 indicadas em ug to
xina/Kg do animal, para as varias amostras.

Arostra de DLS0 ip
crotxina (ug/kg)
Nativa 147
250 Gy 193
500 Gy 203
1000 Gy 309
1500 Gy 523

Tabela II
A DLS0 da amostra de crotoxina irradiada com 2000 Gy ndo pode ser de -
tectada devido sgrande Indice de precipitacao, resultando em pouco mate-
rial pretéioco em sclugdo, como pode ser visto na de yminagao do conteudo



proteico.’

DISCUSSAD E CONCLUSDES

0 isolamento da crotoxina oriunda do veneno total de C. d. terrificus
foi cbtido por cromatografia por exclusdo molécular em gel Sephadex G - 75,
seguido de precipitagio em seu ponto isoelétrico. Apos a purificagao, a cro
toxina foi submetida a radiacic gamma 50Co em varias doses, em solugdo aguo
sa. ' '

A determinacdo de conteudo proteico palo metodo de Lowry, 0.H. (7) mo-
dificado por Miller, G.L. (8), superestimou a concentracao de crotoxina na-
tiva em 25% aproximadamente, vindo ao encontro dos achados de Darke, P. et
alli (2) ande nos diz que a fosfolipase A2 vinda do veneno de Naja raja, naja
quando estimada por esse metodo e usado o soroalbumina bovina como  padrdo
de dosagem, revela uma concentragac maior que a real, necessitando de um fa
tor de corregac. Esse achado talves possa explicar a superestimativa da con
centragao da crotoxina, lembrando que o camplexo possui uma sub-unidade fos
folipasica. £ oportuno salientar que a avaliacao dos resultados apresenta -
se na forma comparativa.

Ainda referindo-se ao conteudo proteéico, deve ser notado que a amostra
irrediada com dose de 1000 Gy apresentou uma concentracao relativa da ordem
de 858, enquanto que aquela irrediada cam 1500 Gy acusou 59% e aquela ir -
rediada com 2000 Gy apontou apenas 35% de conteldo em solugdo, quando compa
redas can a amostre nativa. Esses dados nos permite enfatizar que a perda
de proteinas por agregacao e precipitacao se torna significativa 3 medida
que aumenta a dose de radiacao. As amostras irradiadas com 250 e 500 Gy a -
presentam-se nao diferer+es sugnificativamente, quando comparadas com a na-
tiva.

Por sua vez, a eletroforese em gel de poliacrilamida a 158 em  placa
(SDS-PAGE) realizada com as amoetres irradiadas e nativa de crotoxina e ve-
neno total nativo, nos mostra a presenca de zonas difusas que aumentam de
inmidad.imdidaqmamdemdiaqsom,ctam "regides de
preferencia” podem ser notadas, sugcmndoafomuqaodcmumjospmtu-
cos por ligacOes intermoleculares,

Anaqaodemmodifusaoemawmtmdamﬁgmz 3 e 4 nos re-
velam o grau de antigenicidade das amostras nativas de crotoxina e = veneno
total e aquelas irradiadas, quando por observacao das linhas de precipita -
¢80 cue representam a identidade do camplemento antigeno-anticorpo. O com -
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portamento antigenico das amostras irradiadas ate a dose de irrmadiagio de
1000 Gy aparentam terem sidos nac afetados pela radiagao, mostrando linhas
de identidade condizentes com a nativa. Por outro lado, aquelas irradiadas
com doses de 1500 e 2000 Gy apresentam-se bastante alteradas, indicando ate
© aparecimento de uma segunda linha de identidade, provavelmente responsabi
lizando um antigeno de peso molecular pouco menor que a crotoxina. Esse im-
portante fato nos faz sugerir que a radiagao temha sido suficiente para pro
vocar a dissociagao das duas sub-unidades que compdem O complexo crotoxina,
mas nao o bastante para destruir os determinantes antigenicos de uma delas,
provavelmente a fosfolipase A, ocorrendo entao a camplementag3o antigeno-an
ticorpo. £ importante salientar que tal linha ce precipitagao possui consi-
derada identidade com uma das que compoem as fragOes imunpgenicas e antige-
nicas do veneno total, favorecendo a hipotese que a fosfolipase A  ocorre
tambem livre no veneno, além de complexada com a crotapotin.

A determinacao da dose letal 50% (DL50) em camundongo: nos faz ver uma
gradativa detoxificagao parcial da toxina com o aumento da dose de radia -
¢8o. £ fato importante norar que a amostra de crotoxina irrad‘ada com dose
de 1000 Gy apresentou uma diminuicao de toxicidade da ordem de 2 vezes e a-
quela irradiada com 1500 Gy, 3,5 vezes, sugerindo a ocorréncia de um compro
metimento da "regido neurotdxica” da proteina, provocado pela radiagio. As
amostras irmadiadas com doses de 250 e 500 Gy apresentaram-se detoxificadas
en 1,3 e 1,4 vezes respectivamente, quando comparadas com a nativa (FL50 ip
17 ug/kg). |

Um perfil comparativo do comportamento biologico e antigenico deve ser
tragado, enfatizando que a antigenicidade da crotoxina aparentou estar in -
tacta ate a dose de 1000 Gy, enquanto que sua toxicidade diminuiu cerca de
2 vezes, sugerindo que as regides onde estdo localizados o8 determinantes '
antigenicos diferem daquela onde esta situado o sitio neurotoxico. Esse fa-
to imbui uma importancia extrema na tentativa de detoxificacao de  veneno
crotalico por radiacdo, para fins de produgdo de soro.
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