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- DANO DA RADIAGAO GAMA EM CROTAMINA (TOXINA DA CASCAVEL BRASII.EIRA.) '
‘Tania Alves da Costa & José Roberto Rogero

RadiagGes icnizantes afetam a estrutura das moléculas devido a destrui-
¢ao das suas ligagaes quimicas. Estas alteragGes quimicas poderdo levar a
uma mudahga nas_propriedades bioiégicas das mesmas, como tem sido demostrado

na literatura. A Crotamina foi obtida a partir de um "pool" do veneno de Cro

talus durissus terrificus através de cromatografia de exclusdo molecular,sen
do posteriormente irradiada em soluco numa concentragio de 2 mg/ml de f.NaCl
80¢s. Foram adotada's as
doses de 100 Gy, 250 Gy, 500 Gy, 1000 Gy e 2000 Gy (taxa de dose = 1,19. 103

Gy/h). Realizou-se os seguintes ensaios: presenga de grupos SH livres, deter

0,85% com radiagao gama produzida por uma fonte de

minagao do conteudo proteico, SDS-PAGE e imunodifusdo. Observamos que houve
um aumento do numero de bandas na SDS-PAGE (sugerindo a formagao de agrega -
dos protéicos) que foi proporcicnal ao aumento das doses. Pela . imunodifusao
ndo houve perda da atividade imunoquimica quando testadas contra o antisoro
produzido pelo Instituto Butantan.

DAMAGE OF GAMMA RADIATION IN CROTAMINE (TOXIN OF BRAZILIAN RATTLESNAKE)

ABSTRACT

ITonizing radiations changes the molecular structure due to chemical
bond destruction. These chemical alterations is able to change the biologi -
cal proparties of the macromolecules. Crotamine was obtained from Crotalus

durissus terrificus venom by molecular exclusion cromatography and irradia -

ted in concentration 0f 2 mg/ml in NaCl 0,85% with gamma radiation produced
by a 60Co source. We used doses of 100 Gy, 250 Gy, 500 Gy, 1000 Gy and 2000
Gy (dose rate = 1,19.10 3Gy/h). We performed the following experiments: pre -

sence of free SH groups, proteic concentration, SDS~PAGE and immunodiffu -

sion.. Preliminary results showed an increase of the number of bands in SDS
PAGE suggesting the apperence of protein aggregates that was proportional '
to the dose increasing. The immunodiffusion data showed no modification of

the immunochemical activity against. the Butantan anti-sera.
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INTRODUGAO

0 veneno de cascavel brasileira Crotalus durissus terrificus € muito

mais toxico do que outros venenos pertencentes a mesma familia por causar
paralisia respiratSria de origem periferica, embora este veneno possa tam-
bém ter um efeito central. Hi dois tipos de venenos produzidos por esta es-
pécie, um contendo crotamina e outro sem crotamina, de acordo com a distri-
buicdo geografica (Moussatché et al., 1956).

A crotamina € um polipeptideo basico, de sequencia conhecida, conten-
do 42 aminodcidos (Laure, 1975) e tres pontes de dissulfeto (Conti et al.,
1980). O peso molecular € de 4880 e v ponto iscelétrico de pH 10,3.

A fibra muscular € o alvo principal de aga@o da crotamina; induz a con

- tratura do musculo esquelético de gatos, ratos e camundongos (Gongalves e

Cheymol, 1971).

As primeiras investigagoes sobre o efeito de radiagoes ionizantes so-
bre proteinas foram iniciadas no camego deste século e uma vesta literatura
agora existe sobre este assunto. Tanto a agao direta como a indireta de ra-
diagces ionizantes tem mostrado causar perda da atividade bioldgica, sendo
esta enzimitica, hormonal ou imunolégica.

0 ataque sobre alvos biologicos mediados pelos produtos de radiclise
da dgua, como OHO, I° e e—aq. , € definido como agdo indireta de radiagdes
ionizantes. Ag3o direta € o termo usado quando o alvo bioldgico € por  si
proprio excitado ou ionizado. .

A irradiagdo leva a uma diminuicdo na antigenicidade e, ocasionalmen-
te tem sido demostrada a aquisicdo de novos determinantes antigenicos. Modi
ficagGes na estrutura da proteina apos a irradiacdo tem sido demonstradas
por uma grende variedade de medidas fisicas, lembrando que a conformagao a-
dotada pela proteina na forma nativa € estabilizada por ligagoes de hidroge
nio. A estrutura secundaria € um parametro essencial da fungao bioldgica.

Se irradiarmos as proteinas em solugao aquosa, ocorrem com maior im -
portancia as reages de radiclise da agua, produzindo os radicais OHC, I°
e"aq’ que passam a atuar com grande intensidade na pruducao do dano. Na li-
teratura encontram-se varios estudos sobre reagoes destes radicais com subs
tancias biologicamente relevantes. |

Radicais hidroxila (OH®) reagem numa proporgdo relativamente  baixa
com aminodcidos. A principal reacdo é a abstracdo de um &tomo de hidrogenio
do grupo o C-H. Entretanto, onde os grupos B e Y C-il'estdo presentes, 0 ata
que tambeém pode ocorrer nestessitios.. | |

A proporgao de reagdo € maior com aminoacidos aromaticos, onde as rea
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~gdes. sdo principalmente sobre o anel da estrutura. Com cisteina a abstragdo
de hidrogenio do grupo-SH produz numa primeira etapa radicais RSO, os quais
podem posteriormente dar radicais do tipo RSSR® e cations RSSR*. que podem
ser formados da cisteina. S R |

Os tipos de radicais produzidos nas reagoes dos radicais hidroxila
com aminoacidos sdo, portanto, extremamente diversos. _

£ suposto que os radicais formados nas reagdes dos radicais de hidro-
genio com aminodcidos sejam semelhantes as do radical hidroxila ou‘elétron
hidratado. Infelizmente, devido as dificuldades de se investigar as reagCes
do atomo de hidrogenio, existem relativamente poucas infonnagaes; .

Eletrons hidratados, por exemplo, reagem com certas proteinas . fpéra
dar principalmente RSSR® ou radicais histidina; ja o radical hidroxila pro-
duz principalmente radicais de triptofano ou de tirosina.

Os varios mecanismos pelos quais as proteinas perdem sua atividade en
zimitica apds a irradiagdo ainda nio s3o completamente compreendidos.

Tem sido demonstrado que proteinas irradiadas pordem formar ligagGes
covalentes intermoleculares, as quais devem contribuir para sua precipita -
c3o em solugio camo agregados. Produtos de irradiacdo tais como estes de-
vem tambem contribuir para a perda de atividade de proteinas.

. MATERIAIS E METODOS

A partir de um "pool™ce veneno bruto e seco de cascavel, oferecido pe-
lo Instituto Butantan, realizou-se cromatografia de exclus3o molecular em
Sephadex G50. Utilizou-se uma coluna de 80x1,6 cm, e o eluente foi acido a-
cético 0,/1‘ M. Em cada cromatografia usou-se 200 mg de veneno em 2 ml do mes
mo eluente (fig. 1). '

A crotamina foi recromatografada na mesma coluna para garantir maior
pureza da.amostra. :

A toxina foi submetida E:fadiégéo gama pmyeniehte ‘de uma fonte de
6005, com uma taxa de dose de 1.19 x 10° Gy/h nas doses de 100 Gy, 250 Gy,
500 Gy, 1000 Gy e 2000 Gy. A irradiagdo foi realizada em solugdo fisioldogi-
ca n(xma concentragao de 2 mg/ml, na presenga de O2 e em temperatura ambien-
te. o ’

A determinago do conteldo protéico nas amostras foi realizada pelo
método de Lowry, modificado por Miller (1359), usando-se o soro albumina bo
vina (BSA) como padrdo numa concentracdo de 1 mg/ml (fig. 2) .

Para verificar a existencia de grupos SH livres nas amostras utili -
zou-se o método de Ellmam. A analise em SDS-PAGE (fig. 3) permite determi-
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‘nar o peso molecular das amostras, e os padroes de peso molecular usados fo

ram: BSA - 68000, ovalbumina - 45000, aldolase - 38000, quimotripsinogenio
- 24000 e lisozina - 14300. Avaliamos, assim os pesos moleculares dos agre-
gados protéicos produzidos apds irradiacdo.

Na andlise imunologica utilizou-se a reagdo de imunodifusdo baseada
no metodo de Ouchterlony. As amostras foram analisadas frente ao soro anti-
crotalico do Instituto Butantan (Fig. 4).

RESULTADOS

Fig. 1- Perfil cromatografico-veneno bruto
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Tab 1 : Conentragdo protéica das amostras irradiadas

Dose (Gy) | Concentracao Media ( ug/ml )
0 | | 2026
100 1906
250 | 2011
500 | 1906
1000 1817

2000 ’ 1800
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Fig. 3 - Eletroforese

legenda 1 e 9 - padrdes de peso molecular

2 - veneno total

- crotamina nao-irradiada
- crotamina irradiada c/ 100 Gy
- crotamina irradiada o/ 250 Gy
crotamina irradiada ¢/ 500 Gy
- crotamina irradiada ¢/ 1000 Gy
- crotamina irradiada ¢/ 2000 Gy
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Fig. 4 - Imunodifusao
legenda 1 - soro anti-crotalico
2 - crotamina nao-irradiada
3 - crotamina irradiada ¢/ 100 Gy
4 - crotamina irradiada c/ 250 Gy
5 - crotamina irradiada ¢/ 500 Gy
6 - crotamina irradiada c/ 1000 Gy
7 - crotamina irradiada c/ 2000 Gy

DISCUSSAO E CONCLUSOES ,

De acordo cam os ensaios realizados, verificou-se que a concentragio
protéica das amostras irrediadas com rélagéo a proteina nativa nio alterou
e ndo ocorreu precipitagdo das amostras irradiadas. Os valores para deter—

‘minagao dos grupos SH no foram considerados significativos, portanto nao
ocorreu rampimento de pontes de dissulfeto da macramolecula. Ja na SDS -
PAGE observou-se um aumento crescente na formagao de agregados em  fungado
do aumento da dose. E pela reagao de imunodifusdo ficou demostrado que a
crotamina n3o perdeu sua atividade imunoquimica frente ao limite de doses
ao qual foi submetida.

Atualmente estamos analizando a toxicidade "in vivo" da proteina nos
limites de dose citados.
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