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RESUMO

Radi agdes ionizanges sda, suficientemente, energéticas e
capazes de romper qualquer ligsgdo quimica. As moléculas de
substdncias presentes em solugdo tem mostrado tanto pela aclo
direta .ou indireta das radiagdes ionizantes perda da atividade
biolbgicg. A crotamina obtida do veneno de C.d. terrificus por
cromatografia de exclusdo molecular foi irradiada em solutao
aquosa 'de 1 mg/ml por raios gama produzidos em uma fonte de
cobaltofbo. Doses de 100 Gy, 2000 Gy e 5000 Gy (Taxa de dose =
1,14 » 103 Gy/h) na presenga de 02 foram usadas para comparacio
das propriedades das amostras irradiadas e n3o irradiadas. Os
seguintes ensaios foram realizadeos: determinaglio da concentragio
protelca, presenga de grupos SH livres, S8DS-PAGE e imunodifusio
de Ouchterlony.

A reagdo de Ellman para grupos SH livres foi positiva na
proteina irradiada e negativa na nativa. A concentragdo de
proteina ndo foi alterada até a dose de 2000 Gy em relagdo a
proteina nativa} na dose de 5000 Gy foi observado uma perda de
5% do material proteico. A andlise de SDS-PAGE mostrou a
formagdo de agregados proteicos na dose de 2000 Gy e S0Q0 Gy. Uma
perda de atividade atigénica faoi observada na dose de 2000 By e
S000 Gy contra o soro anticrotilico.

Estudos posteriores foram realizados com crotamina irra-
diada na dose de 2000 Gy em solugdo aquosa, aus@ncia de 02 e na
presenca de diferentes concentracdes de radioprotetores tais

como: cistelna, nitrato de sbdio e tert-butanol. O nlvel de



radiaoprotegdo para a toxina foi estimada atraveés da técvnica de
imunodifusdo radial simples. De acordo com esta técnica o melhor
agente radioprotetor foi a cisteina. Fois os determinantes
antigénicos foram pres;rvados e na analis de G6SDS-FAGE a

nrstrutura da crotamina manteve-se Integra como na toxina nldo-

irradiada.



ABSTRACT

Ianizing radiations are sufficiently energetic and able
to cleave any chemical bond. Molecules of substances present in
solution have been shown either by direct or indirect action of

.

ionizing radiations loss of biological activity. Crotamine

obtained from €. d. terrificus venom by molecular exclusion
cromatography was irrradiated in aqueous solution of 1 mg/ml by
gamma rgys produced on a 6Obo source. Doses of 100 Gy, 2000 Gy
and 50?0 Gy (dose rate = 1,14 x 103 Gy/h) in presence of 02 were
used for the comparison of properties of irradiated and non
irradiated samples; the following assays were performed:
determination of protein concentration, presence of free SH
groups, SLS~PAGE and Ouchterlony’s immunodiffusion.

The Ellman’s reaction for free SH gi-roups was positive in
the irradiated protein and negative one. The protein
concentration was npot altered up to the dose of 2000 Gy in
relation to the native protein; at the dose of S000 Gy was
observed a 1loss of 53% of the proteic material. The SDS5-PAGE
analysis showed the formation of protein aggregates in the dose
of 2000 Gy and S000 Gy. A louss of the antigenic activity was
observed both in the dose of 2000 Gy and S00D By against sera

’,
anticrotalic.

Further studies was performed with crotamine irradiated
at t e dose of 2000 Gy in aqueous solution, 02 absence and in

presence of different concentrations of radioprotectors such asi

cystein, sodium nitrate -and tert-butanol. The level of the



radioprotection to the toxin was estimated through the simple
radical immunodiffusion technique., According to the technique the
best radioprotective agent was cysteine. Since the antigenic
determinants were preserved and in the SDS-FPAGE analysis the
crotamine structure was maintained entire like the non irradiated

.

toxin.

~
-l
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CAPETULO I - INTRODUGAD



1. Crotamina! Historico

A cascavel sul-americana subordina-se aoc geénero Crotalus
e & espécie durissus. Reconhece-se hoje varias sub-espeécies de C,
duriessus na América do Sulj; tendo-se entre estas a C. d terrifi-
cus. A pegonha desta cascavel encerra varios componentes farmaco-

logicamente ativos, sendo a crotamina um destes.

(23, 24, 43)

A crotamina sy toxina polipeptidica basica,
peso molecular de 4880 daltons (62), & encontrada apenas na
pe;onha‘ de .cascaveis de certas regibes (9 (Argentina,

Boliviay Norte do Parana e parte do Estado de 830 Paulo, no
f

Brasil). Esta toxina protelca foi isolada pela primeira vez no

veneno da cascavel C d terrificus (Argentina) por Gongalves e

(42),
’

Polson, em 1947 posteriormente designada crotamina quando

foi isolada no mesmo veneno da cascavel brasileira da regiao

L - (43), .
central e sul, por Gongalves e Vieira, em 1950 §i 0% quais
mostraram se tratar de uma toxina capaz de produzir espasmos
musculares em animais (camundongos, ratos, cldes e cabras). Quando
injetada intra-peritonialmente em camundongos provoca a contra-
tura seguida de contragdes irregulares e espontaneas das patas
posteriores, resultando na paralisia das mesmas. Estas observa-

¢8es demonstram gue a fibra muscular & o alvo principal de agdo

da toxina.

A crotamina age nas membranas de fibras musculares, alte-

rando sua permeabilidade ao sbdio (78, 79). E pouco tbuica (23,

100) (bL S0, i.v., em camundongos: 1,50 (1,01 - 2,27) mg/kg , naO
dzsempenhando, segundo parece, papel algum ou, pelo menos de

importéncia, na fisiopatologia do envenenamento crotdlico no



homem.

Crotamina conteém 42 residuos de aminodcidos e treés pontes
de dissulfeto e ponto isaelétrico em pH 10,3,

Na composigao de aminoécidos da crotamina observa-se 15
espécies de aminodcidos, tendo a tirosina na posigdo N-terminal e
glicina‘na posig2o C-terminal.

9 Lys, 2 His, 2 Arg, 2 Asp, 3 Ser, 2 Glu, 3 Pro, S Gly
6 Cys, § Met, 1 Ile, 1 Leu, 1 Tyr, 2 Phe e 2 Trp

!
A extrutura primdria da crotamina foi determinada por

Laure, em 1975 (62). A sequéncia @ a seguinte:
1 S 10
Tyr — Lys = Bln ~ Cys ~ His - Lys - Lys - Gly — Gly - His - Cys -
15 20
Phe -~ Pro - Lys - Glu - Lys - Ile - Cys - Leu - Pro ~ Pro - Ser -
25 30
Ser - Asp- Fhe -~ Gly - Lys — Met ~ Asp — Cys - Arg - Trp — Arg -
35 40

Trp ~ Lys - Cys - Cys — Lys - Lys Gly - Ser - Gly

As posigdes das trés pontes de dissulfeto foram determi-

(25)

nadas por Conti et al., em 1980 y Ssendo formadas pelos se-~

;Lintes pares 1/2 cistina da molécula, 4-37, 11-36 e 18-30,

A presenga de grupos SH livres nunca foi detectada. As
trés pontes de dissulfeto na proteina confere~lhe uma forma
?ompacta e altamente resistente & temperatura, suportando aqueci-

mento até 70 C por 18 horas sem perder sua toxidade ‘49).



2, Efeitos da Radiagvo em Bistemas Biolbgicos

Nesta secgdoc alguns dos termos gerais e conceitos com
relagdo & radiagido e do dano da radiag2o a sistemas biolégicos

SH0 revisados.

2.1. Tipos de Radiag¥o
’ A tabela 1 apresenta uma lista de formas de
j radiagdo que consistem em partlculas energkticas e de
certos raios do espectro eletromagnigtico {(cbsmicos, raios
gama e X) que sao, comumente, designados como radiagdes
ionizantes. QBuando esses tipos de radiagdes penetram no
tecido bioldgico (ou outra forma de matéria), alguns dos
atomos neutros ao longo do percursoAde penetragdo siO
convertidos & 1ons. No outro extremo do expectro eletro-
magnético estdo microondas "e ondas del radio que sao
caracterizadas como radiagdes n&o-ionizantes. As ondas
ultravioleta s&o intermedidrias, e tanto sua frequeéncia

como seus efeitos bioldgicos, estdo entre radiaglo-ioni-

zante e nl3o-ionizante.

Tabela 12 Alguns tipos de radiagho

Tipos de Radiagdo Fontes 1/NLe

Particulada!

Elétron (particula45 °) decaisento radioativo I

Pdsitrons fparticulas ) decaimento radioativo 1
Prdtans Citlotron;  gerador

. Van de Graff I

Neutron fusao nuclear, Ciclotron 1



{Continuacio da Tabela 1)

Kiclez de Hélio decaisento radioative i

Klcleo de elesentos pesados acelerador de particulas |

Eletrcaagnéticos (conpringgto de Onda)
raics Cdseicos 15 x 10_ r@) -1 estrelas [
raios Bama (Sx10, -1.4x 10" na) decaisento radioativo 1
raios I ° (1x10°<-10nm “sdauina de raio-X l
ultravioleta { 280-400 aa) luz solar, fontes artif, Int
sicrcondas { 0.3-300 ca) radio, televisdu e outros

. , traaseissores, caapos €M

artit, Kl

ondas de radio (> 0.3 ca) camunicagles: fontes cbs-

. sicas 1

.

¢ I, lonizante; NI, nio ionizante; Iat, Intersediiria.

¥

2.2. Mados da tranasferencia de Energia

.De um modo geral, a transferéncia de energia
primaria ocorre atravks da projegio ou excitagho de
eleétrons presentes nos orbitais de atomos ao longo do
percurso da radiagio, apesar de alguma tranfer®&ncia ocor-
rer atraviés da colisdo direta cnm o nlicleo desses atomos.
0 percurso de particulas de baixa-massa, tais camo as
elétrons, serd irregular, pois estas particulas estado
sujeitas 4 dispersdo e deflexdo por colisdes com elétrons

do meio,
2.2.1, lonizagdo! & passagem de uma particula energética
(ou um foton) causa projegdo de um el2tron de um
dtoma, como resultado-criagdo de um par de {fon
positivo e negativo, Este & o principal meio pelo
. qual a energia da radiago ionizante (particula ou

eletromagnética) & transferida para tecidos bio-

o e e e
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2. 2! 2.

’

2.2.3,

ldgicas. A Agqua & a moleécula da qual, mais, fre-
quentemente, o elétron @& expelido, devido & sua
predomin&ncia na maioria dos tecidos ldgicos.
0s "radicais da. agua", que resultam, sXo o< prin-
cipais agentes que retransferem a energia da ra-
diagldo absorvida para biomoléculas "alvo”.

Excitagio! em adigdo a ionizag3o, uma fraglo sig-

nificativa da energia de particulas energéticas ou

de radiacido eletromagnbktica & dissipada por exci-

tagd3o de elétrons. Neste processo, um eld&tron
externo de um adtomo alvo absorve energia suiicien—
te para atingir um estado altamente erergético mas
permanece associado ao atomo.

Coliedo: tanto raios X, raios‘ﬁ‘, radiago ultra-
violeta e particulas carregadas interagem, princi-
palmente, com atomos interceptados para projetar
ou excitar elétron do orbital desses &atomos, a
energia da radiag&o do néutron & absorvida, prin-
cipalmente, pela colisdo direta do nidcleo, causan-
do a projecdao de fragmentos de desintegragdo (tais
como néutrons, protons, ou particulas alfa) possi-
bilitando a‘transferencia da energia cindtica da
colisdo de néutrons. Em tecidos bioldgicos com sua
predomindncia de a&tomos de hidrogénio, & produglo
de protons de alta velocidade (ndcleo de hidrogé-
nio) & o resultado mais frequente dessas colisdes.

-

Desintegrag¥ nuclear pode também ser produzida

w



2.2.4.

por fdtons de alta energia. Foétons ou elétronsg
padem interagir com o ndcleo alvo para produzir
emissbes de raio—X secundurios.

Transfertptia indireta de energia: se & ensrgia da
radiagdo &, inicialmente, absorvida por ionizago,
excitagXa, ou colisag, a produgXo secundaria de
prétons liQres, elétrons, ions, radicais livres ou
fatons pode ocorrer'qﬁando a energia @ retransfe-
rida para outros atomos ou moléculas. A desinte-
gragda do nidcleo alvo que tornou-se instavel devi-
do & projegdo ou absorgao de particulas, também
contribui para a produgdo secundaria de ions pela
1ibera;ao abundante de particulas energéticas.
Entre os produtos do processo de absorgho de ener-—
gia "radicais livres" sdo de significado particu-—
lar. Um radical livre & um atomo com um Unico
elédtron do orbital desemparelhado, hidrogéniao
atdmico sendo a exemplo mais simples. Um radical-
livre tem uma vida mais longa do que um par de
ions e tem alta probabilidade de reagir com
outro atomo, combinando seu elétron desempare-
lhado com um elétron de um outro atomo, ou pela
liberag&o de um elétron desemparelhado & outro
atomo, ou pela captura de um elétron de outro
atomo. Cada uma dessas interagdes podem tornar a
criar fons adicionais ou radicais livres. A maio-

ria do dano da radiagdo a moléculas orgénicas,



estd associada com tais cadeias de interagdes de

radicais—-livres secundarios.

?.3. Varidveis 8ignificativas
A natureza dos efeitos, que irdo ocorrer quando
- radiagbes ionizantes penetram na matéria, depende de uma
multiplicidade de variaveis. Algumas de maior significado

s¥0 citadas abaixo.

| 23.1. Tipo de radiagd¥o! os resultados da interag3o entre
radiagao e o alvo serdo influenciadas se a radia-
¢do €& particulada ou n&o particulada, se for a
anterior, pelo tamanho e carga da particula ener-
gética. FPor =xemplo, devido aos n&utrons ni3o serem
lentos ou nido serem defletidos pela carga negativa
ou pela massa muito pequena dos elétrons encontra-
dos, sua energia & mais provavel de ser absorvida
por colisdes nucleares diretas. A energia de par-
ticulas menos carregadas como de raios s por
outro 1lado, eerao, grandemente, dissipadas na
ionizaglo ou excitagdo das interagdes, cam
elétrons dos orbitais., Interagdes de fons pesados
de aceleradores de particulas serdo influenciados
tanto pela sua carga como pela sua massa. Ouanto
mais elevada a carga de uma particula, mais fre-
quentes serdo suas interagbes e maior serad a den-
sidade de lons produzidos ao longo do percurso.

Quanto maior a massa desta, mais lenta esta serad



2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

(a um dado nivel de energia) e maior serd a densi-
dade de eventos ionizantes. A energia de massa-
menor: ultravioleta, raio X e & transferida em
colisbes fbtons(elétrons e o dano biolbgico produ-
zido por esta radiagao & devido quase que inteira-
mente a agdo de radicg;s livres e lons produzidos.
Velocidade da particula: a densidade de ions pro-
duzidos &0 longo do percurso de uma particula
ionizante, & influenciada peia sua velocidade.
Quanto mais lenta esta &, maior serd o ndmero de
fons produzidos por milimetro do percursso. Por
esta razdo, a densidade de ionizagdo aumenta con-—
tinuanente ao longo do percurso de uma particula,
pois a particula é gradualmente retardada pela
aumento de transferéncia de energia. A produgdo
mais abundante de 1{ons ocorre apenas antes da
particula atingir o repouso.

Comprimento de onda: para radiagdo ndo-particula-
da, quanto maior sua energia (isto &, seu menor
comprimento de onda), maior & o seu potencial para
f;rtalecer o dano nos eventos de tranfereéncia de
energia no alvo.

LET/RBE: Transferencia de Energia Linear, ou LET,
2 uma medida da quantidade de energia liberada
(por gqualquer mecanismo) por micron do percurso
de qualquer radiaglo ionizante e B um indicador do

nivel.- de destruiglo biclbgica a ser esperado. Déno



2,3.5.

bioldyicc & maior e a recuperacdn pods—-irradiagdo é
mais lenta (73) para radiagdes de «lto-LET do que
para de baixo-LET. LET & determinado em parte
pelas variaveis.jh mencionadas: este varia com o

nivel da energia cinética (velocidade e tamanho) e

carga das particulas da radiagdo e com o compri-

mento (enefgia) da radiag&o eletromagnética. Desde

que a velocidade da particula diminui continuamen-

te ao longo do percursso da particula, LET também

muda continuamente, aumentando quando a partlcula
torna-se lenta atd cair abruptamente a zero, quan-
do a particula atinge o repouso. Devido ao LET
variar para diferentes tipos de radiagao, o efeito
bioldgico & algumss vezes expresso em termos de
eficiéncia bioldgica relativa (RBE), gue & uma
razd&o da destruig&o bioldgica da radiagdo em ques-
tdo para uma radiagao de referéncia (geralmente
raios-gama).

Pose: Dano bioldgico de radiag&c ionizante aumenta
com a dose (isto &, a quantidade da energia de
radiagao absorvida).

A dose absorvida mede a energia de qualquer tipo
de radiaglo capaz de produzir lons, isto &, radia-
¢do ionizante, em qualquer material. A unidade
antiga, rad (sigla de "radiation &abscrved dose")
equivale a 100 erg de energia depositada em uma

grama de material ou ainda 0,01 joule de energia



(e = 1/2 m.v2, cnde m @ massa € v velocidade)
depositada em uin quilogram: do material. A nava
uwnidade, gray, equivale & um joule por quilograma
e. entao,  a relagdo entre a antiga e a nova uni-

dade &:

1 rad = 6,01 gray ou 1 gray = 100 rad

12. 3.6, Modificadores: Modificadores da resposta radiobio-
ldgica para radiagdes ionizantes devem ser inclui-
das na lista de varidveis que governam a natureza
do dano da radiago. Tanto sensibilizadores (por
exemplo, oxigé&nic) e protetores (por exemplo,
tidis) podem estar presentes e o efeito livre da
presenga de modificadaores serd determinado pelo
tipo de modificadores presentes, sua concentragao
e poténcia relativa.

2.4. Efeito da Deposigdo de Energia
A deposigdo de energia por radiagdes de alta
energia leva a formagdc de um grande expectro de espécies
ionizadas e excitadas, as quais conjuntamente e rapida-
mente s3o desativadas ao substrato original ou resultam

em outros produtos, comumente via formagdo de radical

. (95)
livre .
Substrato --———-—- > lons, Moléculas Excitadas ————-———- > Fro.utos
" H A
[} [} 13
| Y |

———= - ---Radicais Livres-—--~-~~-ow——n-cemmo-

10



A Jdeposicau de energia socbre as proprias
moléculas alvo € referida como agdo direta, jd a deposi-
cdo de energia no meio que as cercam, com subsequente
transferéncia a 'alvos criticos, & referida como agéo

indireta.

A energia absorvida em uma mistwa € distri-
bulda aproximadamente na proporgdo da razio de massa de

(60)

seus constituintes sy isto &, em um sistema bioldgico

}as energias depositadas na parte organica (RH, R*RH) mais
na parte inorganica e na aqua poderia ser 257 e 75%
’do total, respectivamente. Isto leva a formagdo de esp&-
cie altamente reativas, as quais tem sido extensivamente

(20, 34, 95)

estudadas s COomo segue:

HY +
———=>H + 0OH + e—aq + H2 + H30
A deposiglio de energia nao & uniforme em A&gua

radiolizada (66, 90). Aproximadamente 10-14

segundos apds
o pulso da radiagdo de alta energia, eld&trons interagem
com mol&culas de adgua para produzir as espicies primarias

da radidlise da Agua, de acordo com as equagbes 2-4.

- . _ + - - . s 116 -
(2) H20 + e~ rdpido -> H20 + e~ + e— rapido t1/2 10 seg (31)
+ + . -14

= - >
9] H20 + H2 > H3 + OH t1/2 10 seg (61)
-1
+ agua -> e- eq t, ., > 10 %eq (27

Esses produtos primadrios da radiblise da &agua

sdo formados em regides restritas pequenas conhecidas

11



(&)
7)

(8)

()
(10

(11)

(13)

{14)

como “"spurs", de aprozximadamente 2 nm de raio. O e~ an. &

[

formado fora do spur, entretanto

formagdo de H.0 e QH°

estao localizadas, inicialmente, no nlcleo do "spur" numa

esfera de * 0.75 nm de raio. Essas espbcies

"spur" entre 10.14 a 10~1‘

primarias

sofrem reacdes nos seg. pelas

‘- reagbes 5-8.

e*aql¥ H10+ -
e-aq + OW

e-aq + e-aq —>
{

]
OH"

e-
OoH"
e~

Hl

)

H + H,0 K

- Dy ~1

<

44)

» W

w

+ OH'

s

<

4

o

Guando o “spur® aumenta e os produtos comegam a

se difundir para fora, interagindo com o meio ao redor,

eles sofrem reagdes com outros radicais, formando

—

radicais e moléculas neutras como produtos (equagdes 9

13).

Ho

H20

> GH-

aqg. kK

K

aq. + OH°

H20

H20

H20

+ 0OH* 10

+ H02

+ H 107

Dentro de 10 ° seg. do recebimento do pulso de
radiagdo, as reagdes dos radicais livres primarios estlo

12



completas e uma solugdo homogénea de produtos de
radidlise da dgua como mostrada na reagdo 1 estd formada.
0 rendimento dessas espécies para 100 eV de energia

absorvida (o valor G) & aproximadamente como @ mostrada

i ]
na reagidoc 15 21

hv
(15) 4.2 H,0 ————3

2

-

2.7 e~ ag. + 2.7 H,0' ag. + 2.7 OH' + 0.6 H' + 0.45 H- + 0.7 H,0

)

)
~-12
Dentro do ‘“spur® em < 10 seqg. apds a

incidéncia da radiagdo a concentragldo de H” e e~ aq. pode

atingir 10 e 100 mM, respectivamente ' - ;

engquanto no
niicleo do spur, H e OH podem ser formados em
concentragdes de aproximadamente 0.5 e 2M, respectivamen-
te (34,57, 56, 93). Como as dimensdes do spur aumentam
com o passar do tempo e os produtos de radiblise da agua
sofrem suas reagdes, as concentra;ﬁés das espicies
diminuem tanto gue a 10—'3 seg. uma solugdo homogénea e
formada, com concentragdo de radicais que s3o em ordem
de magnitude menores do que inicialmente formados
(< 10 -1z seg.) no ndcleo do spur na interacao dos
produtos de radidlise da agua com oxigénio molecular,

0 rendimento e a natureza das especies molecu-~
lares e radicais formados na irradiagdo da agua & influ-
enciada em grande grau pela presenga do oxigénio molecu-

(16)

lar . O oxigénio molecular tem alta afinidade por

radicais redutores H' e e~ aq, formando radicais perhi-



(16) H*

{17) e~

droxnil (eq. 16) e radicais &nion superdrido (egq. 173 .

recpectivamente,

+ 0, -> HoL K = 1.9 x 1010 7! geg™! 7

10 -1 -1 (51)
O 5

As proporgdes dessas reagdes sdo tdo altas gque
em agua saturada com oxigénio, poucos solutos competem,
Lo - , .
com o oxigeéniao. Entio em 10 seg. apbs & irradiagio, os

produtos de radidblise em agua oxigenada incluem:

(18) Hoé + OH™ + Oé + H, + H,O

2 22

0 oxigénio interage com o radical hidroxil

somente em condigdes de pH extremamente alto, sob essas

tondigdes o fon ozonida 03 & formado.

As reagdes entre compostos orgénicos e produtos
primédrios da radidlise da &gua tem sido estudado extensi-
vamente. Sob condigdes de andria, reaghes do eletron
hidratado e Atomo de hidrogénio s&o importantes.

Feactes entre os el&traoms hidratados (e- aq.) e
composetos organicos sdo, por defini¢gito, processas de
transferéncia de eldtrons. Desde que reacdes de transfe-
réncia de um eletron com a maioria dos compostos organi-
cos ndo praoduzem espicies estaveis, og produtos de rea-
¢les primadrias sofrem reagdes secundarias para gerar

produtos estiveis. O elttron hidratado sofre reagles de

14



(19)

(20a)

(20b)

(20c)

adigdo com a maioria dos compostos orgdnicos, dependenda
da afinidade eletrdnica e potenciais de redugdo deles
(8,50 . . . :

; « 0 atomo de H participa em reagdes de adigdo 4
sitio de insaturagdo em compostos orgénicos, abstragdo de
hidrogénio de compostos orgénicos e reagdes de transfe-—

>
réncia de carga com lons de metal (6’07). 0 radical

hidroxil reage similarmente por abstrag&o de hidrogeéenio,
adiglo & sltios de insaturagio e transfertncia de elztron

(Q7). As reatividades do radical &nion superodxido (88)

do radical perhidroxil (12 tem sido revisadas. Em cada
caso, as reagdes de especies transitérias formadas da
agua (e oxigénio, se presente) envolve, uma competigdo
entre reagdes de espeéecies do tipo radical com solutos
orgénicos (eq. 19) e com Agua (eq. 20 a-c) e a proporgdo
dessas reagdes dependerd do comprimento da ligag&o carbo-—-

no-hidrogénio e da estabilidade dos radicais livres pro-

duzidos.

RH + e~ ag. ou OH® ou H° --> produtos-radicais
e~ ag. + H_ 0O --> H® + OH-

O + H_O -=> H, + OH’

2 2

H® + H_0 ~-> H, + OH"

2

A importéancia relativa a efeitos diretos e
indiretos na génesis do dano da radiagdo tem sido muito
debatida. Entretanto esses efeitos sdo conceitualmente

distintos, ﬁos limites praticos entre eles tem tornado-se



!

2.5,

ocbscurecidos quanto mals & compreendido sobre a quimica
da radiagdo na agua. A diferenga pratica entre interago
direta de uma molécula alvo com fdtons ou elétron Compton
{(elétrons répidoé na- equagdo 2) e a presenga de uma
molécula alvo muito préxima a um spur de radidlise da

agua, tendo concentragbes muito altas de e~ agq. e ODH' nlo
(96)

@ claro - Além disso, os efeitos diretos da radiagdo

nem sempre resultam em dano ao sitio de absorgdo de
energia, como efeitos diretos podem também envolver pro-

. . (15, S2)
cessos de transferéncia de energia .

Efeito do Oxigonio

Radiobiologistas parecem atribuir ao efeito do
oxigénio, principalmente, as duas seguintes reagles de
fixagdo-dano! a formag#o do radical peroxi (reagdo 21),
que previne a regeneragdo da molécula original, eq. 21 e
22 e o sequestro de e-, que previne a regeneragdo do

=
substrato do cation ‘79 eq. 23 e 24.

R'R" + O -~> R*RO.

2 2

R’R" + RSH ~--> R'RH + RS

R

0

H

2

> RH' + e-

+ e- -=> 0

Esces dois efeitos ocorrem em uma curta escala

de tempo (< 10 ms), sendo que nesse perlodo de tempo,

efeitos danoéos de.Dé ag. (95) poderiam também contribuir

—_—
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para o efeito do oxigénio. Na presenga de oitigénio, uma

provavel porgdo de e~ aq. e H (> 500 pedaria dar 05 aqg.

For causa da baixa reatividade de O

. . S (?25) . .
troversia sobre sua toxicidade . Mais pesquisas serao

o, a¢. ha alguma con-
F

necessarias para avaliar sua contribuigdo no efeito do

(93

© oxigénio. As reagcbes de dano da H O, poderiam tambbm
— L

!

{26) 0O

2

{
e
(25) H02

contribuir para o efeito do oxigénio. 0O e~ aq. e H saao

convertidos em 0: aq. (reagdes 17 e 20).

8]

aq. + H aqge.

L
il
itr
o
0

Em resposta, Dé &q. formarad H,,D2 via reagdo 26.

aq + 0 ag + o2HY ag. —-> 0, + 0,

Os perédxidos orgé&nicos e hidroperdxidos forma-
dos na presenga de oxigénio poderiam contribuir também
para o efeito do oxigénio através da producdo de radicais
alconi (reagdes 27 e 28), radicais hidroxil (reagdo 29) e

compostos carbonil tdxicos (93)-

E

’:’ ”
(27) ROOH + Fe“' ag. --» RO' + OH- aq. + Fe”  aq.

(28) ROOH + hv ~-> RO" + RO

(29) ROOH + hv ~=-> RO" + QOH’

As contribuigdes de H,0,, ROOH, ROOR e compos-
ol
tos carbonil poderiam estar presentes no perlodo pbs-

irradiagdo, °

17



2.6,

0 dano quimico por radiagdes de alta energia
nao e limitado & quebra da ligagdo C-H (a gual pode ser
reparada por protetor quimico que sao doadores de H) ou
a0 dano por 0; aq. (que pode ser evitado pela desmutase
superdxido). As espeécies metaestdveis formadas, por exem-—
plo, perdrido de hidrogénio e hidroperdxido orgénico s2o

as fontes mais provaveis do dano no pericodo pos-irradia-

';ao. A toxicidade da maioria dos produtos estdveis, pro-

vavelmente, também contribui para o dano radicbioldgico .
Um breve perfil da complexidade das consequéncias quimi-—

cas (e bioqulimicas) do dano da radiag3o & dado abaixo.

Mecanismos de Reagdo na Radiblise de Protelnas

Estudos da agdo quimica de radiagbes ionizantes
na cadeia principal peptldica, envplveram estudos ante-
riores da quimica dos mais simples O¢-aminocicidos como
mondmeros, tanto em sistemas aquoasos e no estado sdlido.

Danos quimicos em solugdes aquosas dilulidas sao
iniciados pela decomposigdo da aqua induzida pela radia—
(4 {u] (41) citados na equagdo 1. Para raios ?P e elétrons
rapidos os rendimentos dos proadutos em radical correspon-
dem a 6 (OH) = 2.8, G (e ) *» 2,7, 6 (H) > 0.55. As
reagles da maioria dos radicais e ag. e 0OH com aminoa-
cidos glicina e alanina em solugao livre de oxigénio
produzem amiinia, cetodcido e acido graxo como produtos
principais (41).

Estudos quimicos detalhados desses sistemas



incluindo o uso de solutos secunddrios para o sequestro

preferencial de e—- aq. e OH® levaram 4 identificacdu dos

principais modelos de reagao (41).

(30) e~ ag. + 'NH_CH(RICOD™ —=> NH_ + CH(R)CCO™
. + - + . -
(31) OH + "NH,CH(R)COO™ —-> H,0 + " NH.C' (R)COO

Reacbes subsequentes incluem:

(52) CH(R)COO + +NH3CH(R)COU_ —=> CH, (RICOO + +NH3C'(R)C00_
(33) CHfR)CDU_ + +NH3c'¢R)c00" -=> CH,(R)COD™ + +NH2 = C(R)COO™
(34) 2*NH30'(R)CUU’ -3 +NH2 = C(RICOO + “NHCH(R)COO
Uma pequena fragdo de radicais +NH3C'(R)CDO‘
sofrem dimerizagdo para produzir o Acido &, «'diamino-
succinico.
0 derivado 1abil 4&cido imino produzido nas

reagdes 33 e 34 de desprotonagdo, hidrolisa—-se esponta-

neamente.

(35) H,0 + "NH, = C(R) €OO0” ~-> "NH, + ROOCOO™

Toda a estequiometria das reagdes 30-35 da:

G(NH3 *» 6 (RCOCOOH) + 6 (CH,RCOOH) * &

2

que corresponde a valores muito prdximos dos observados

experimentalmente (41).

Na-extensido desses estudos (41) verifica-se que
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(30a) e

i
)

aminoacidos tais como (b —alanina e E —aminocaproics ndo
sofrem deaminagdo redutiva (reagdo 30). E foi concluido

que e ag. adiciona-se a ligagda € = 0 deQy¢ —aminodcidos

mais simples.

+ . —-—
aq. + 'NH_CH(RICOO™ —-> "NH_CH(R)C’

e que o radical anion intermediariao se dissocia

0
/

(30b) TNH_CH(FOC® — —=——> NH, + CH(R)COO™
i ]

\—
0

Se & mais do gue uma unidade de carbono entre
grupos amino e grupos carbonil, deaminagdo redutiva no
ocorre.

A deaminag2o redutiva de <& —aminodcidos via
reagdo 30 foi logo confirmada por varias observagOes
adicionais. 0Os radicais livres transitérios da reagdo 30,
'CH(R)CDD‘, foram observados diretamente em estudos do
pulso de radidlise de um certo ndmero de sistemas aquosos
de aminoacidos.

Com os X ~-aminodcidos alifaticos de maior peso

rolecular, isto &, cnmCZL—aminobutirico, valina, leucina,

20
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etc: a reagdo de deaminagdo redutiva (reag&o Z0) continua
a representar a principal via de remagio de e aq. Entre-
tanto, com o aumento da cadeia lateral alifatica, o
ataque do OH via feagaq 31 ndo & mais confinado a ligagido
C-H do carbono &, outras ligagtes C-H ao longo da cadeia
lateral tamb&m serlo envolvidas. Com os ©o{ —aminoicidos
insaturados tais Eomo fenilalanina, tirosina e histidina,
a cadeia lateral.reﬁresenta o principal locus de competi-
¢30 para reagdo tanto de e aq. e oH (41).

Com o aminokcido tistelna, as reagbes de e aq.
e OH ocorrem exclusivamente na fungo SH (41).

A presenga de 02 dissolvido em uma concentragio
relativamente alta resulta no bloqueio da deaminagao
redutiva (reagio 30) desde que o el&tron hidratado, e

ag.y, ©& sequestrado preferencialmente para produzir o

radical hidroperoxil, HDé.

(24) & ag. + 0, --> 0;

(36) 0; + H D --> HO, + OH-

(37) 2HO, --» H,0, + 05

z8) 0

2

22

A reagdo do OH ndo e inibida por 0, e no caso
de glicina e alanina, os radicais do carbono

+NH3C'(R)C00_ formados na reacdo 31 reagem com D2 para

5 e acido imino label.

praduzir HO

+ +NH3C'(R)C00- - +NH2 = C(RICOD + HO,

21



com hidrdlise espontianes para dar ambnia e cetoidcides.

+ - -
(39 H0 + "NH, = C(R)COO™ --> "NH, + RCOCOD
. E 8 e .

A formagldo do radical hidroperoxil ° (HO,, 0:)

via reagido 3B tem sido observado em estudos do pulso de

radidlise de solugbes aquosas de glicina (41). 0 produtao

'estequiometricamente, na solugdo origenada, estd aproxi-

(41)

ymado por G (NH3) * G (carbonil) * 6 (OH) > 3 0

1
rendimento da deaminagdo oxidativa diminui com o aumento
do comprimento da cadeia lateral alifdtica. Com norleuci-
na, +NH3CH (CH2~CH2-CH2-CH3)C00-, somente uma pequena
fragdo de radicais OH s3o removidos através da abstragdo
de H na nosigdoc do carbono para dar G (NHS) > 0.3.
2.6.1. Guimica na Cadeia Principal de Proteinas
2:.6.1, & - Boluglko agquosa oxigenada

Acredita-se que as reagdes de O0OH nas

posi¢des C-H ao longo cadeia principal da protelna

levam & degradaglo oxzidativa via:

(40) P — CONHCH(R)-F + OH =--> F - CONHC® (R)-P + HZO

(41) P ~ CONHC " (R)~-P + 02 -—>F - CONHC(OZ') R-F

que em reacdes subsequentes irdo produsir as fun-
¢es amida e cetodcidos. Toda & quimica desta

sequeﬁcia de reagdes &, estequiometricamente,
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(42) P - CONHCH(R) - F + 0, —-—> P — CONH

(4

3)

equivalente a seguinte reaglo:

> + RCO-FP + H202

0 ataque de OH via reagido 40 foi verifica-
do como ocorrencia de competig¢io do atagque OH A&
cadeia latéral, caoam o rendimento de degradagao da
cadeia principalvséndo afetado tanto pela composi-
¢do de aminoadcidos comno pelas caracteristicas
conformacionais da proteina.

0s produtos cetodcidos incluem glioxilico,
pirdvico, fenilpirdvico, ©& -cetoglutarico, oxa-
lacético mais tragos de outros o —cetodcidos n&o
identificados para dar um rendimento combinado de
G (> C0O) * 0,9. O rendimento combinado de amida &,
apreciavelmente maior com G (amida) > 1.25. Estu-
dos mais detalhados com peptideo (41 mostram que
a diferenga entre G (> CQ) e G (amida), aumenta em
parte, do fato de uma quimica secundaria (parale-
la) estd envolvida na degradagdo radinlitica da
cadeia principal da proteina (41). Este segundo

modo de degradagio produz a funglo amida € produ-

tos aorganicos de maior oxidagdHo.

P - CONHCH(R) — P + O, ——> P - CONH, + RCOOH + produtos

2 2



A separagdo e isolamento de fragmentos de
proteinas formados pela quebra da cadeia—principal
na radidlise—-X de ribonuclease (RNase), saroalbu-
mina bovina (BSA) e dehidrogenase lactase (LDH) em

solugtes oxigenadas tem sido recentemente atingida
(41)

Os fragmentos da proteina tornam-se apa-—
rentes somente depois da redugdo das ligagbes S-S
[ nas protelnas irradiadas com qnercaptoetanaol (RSH).
1
(44) FSSF + RSH —---> PSH + PSSR

{45) PSSR + RSH ---> PSH + RSSR

em meio aquoso com dodecil sulfato de sddio, SDS.
A separaglo foi atingida por uma combinagio de gel
filtragiic e gel de eletroforese. 0 rendimento
observado da fragmentagao (valor B) para RNase,
BSA e LDH sao 0.19, ©.3 e 0.1, resgpectivamente.
Em proteinas como LDH, que contém grande quanti-
dade de aminoadcidos insaturados e aminodcidos
contendo enxofre, poderia ser esperado menor ren—
dimento de fragmentagho da cadeia-principal. Esses
valores podiam ser um tanto baixos como uma medida
do ataque do radical DH a cadeia principal nestes
sistemas. A hidrdlise &cida suave anterior aos
passos de filtragdo e eletroforese poderia resul-

tar ‘em rendimentos de fragmentagdo um tanto
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maiores do que aqueles relatados.

Estudos de pulso de radidlise e espectros-

copia cindtica tesm também demonstrado evidéncias
para reagbes de OH na cadeia principal da protel-
na. 0O radical CONHC * (R) em peptideos tem mos—
trado uma forte banda de absorg¥o em 250 nm com
alto coefic}ente de extingao (41).
Estudos do espectro de absergio producidos
pelo ataque OH na papalna e na ribonuclease (41)
sugerem que 20-307 de radicais OH gerado nesses
sistemas reagem nas posigdes C-H ao longo da ca-—
deia principal da protelna.

Estudos combinados de gel filtragao e
ultracentrifugagdo de protelnas irradiadas em
solugdes origenadas tem mostrado & presenga (antes
da redugdo com RSH) de monOmeros alterados confor-
macionalmente com um menor conteddo de & -hélice
do que na protelra "nativa" (41). Esta denaturagao
da estrutura proteica inducida pela radiagao @
observada em solugao oxigenada € tem sido demons-—
trada em um certo ndmero de sistemas protéicos por
medidas de alteragdes através da dispersdo dptica
raotatbria e fluoresceéncia do triptofano (41).
Esses autores tem sugerido que esta destruigao
induzida pela radiago da h&lice de protelnas em

solugdo oxigenada aparece devido a mudangas qul-

micas" em sltios da cadeia lateral. Isto poderia



significar gque quebras oxidativas da cadeia prin-
cipal via reagbes 41 € 42 (as quals ccorrem  em
paralelo com mudangas oxidativas em sitios da
cadeia latéral)_poderiam ser também um importante
fator na desestabilizagdo da estrutura da & -
h&lice de protelnas irradiadas em soluglbes oxige-

nadas.

i 2.6.1. b - Bolugao aquosa livre de oxigenio
Varios tipos de evidéncias indicam que a
adigdo de e~ aq. ao carbonil peptidico de protei-

nas em solugdo livre de oxigénio

(46) F — CONH - P + e-aq. —=> P-C" (O-)NH-F ~=3 P-C" (OH) NH-F

ocorre na competig®o com adigdo de e~ aq. a liga-
¢do dissulfeto da cistina e reslduoc histidina
protanado. Por exemplo, estudos do pulso de ra-
didlise de papaina indicam que a reagds 46 repre-
senta a principal via de remogdc de e~ aq. nesse
sistema, sendo este atraldo, predominantemente, &
cistina da ligagdo dissulfeto e a reslduos de
histidina (41). For outro lado, com lisozima e
tripsina o e~ aq., e, preferencialmente, atraido
para residuos de cistina (41).

Estudos recentes de reagbes de e~ ag. com

protelnas de cromossomos, histomas H1l e protamina

26



(compostos de poliglicina, poliarginina e poliala-
nina) indicam gque & reagido 47 de dissociagho re-—

presenta a consequéncia gquimica principal da

(47) P = C" (OH)NHCH(R)-F —=> P—CDNH2 + C.H(R)-P

agi;ao de e- aq. &o carbonilpeptidico de histamina
H1 e protamina (e derivados acidos poliamino de

) lisina, arginina e alanina). Eletroforese em gel
de poliacrilamida de protamina e histona irradiada
mostram extensiva quebra da cadeia-principal,
embara dados dos rendimentos quantitativos n&o
tenham sido relatados. Deve ser notado que & his-—
tona H1 e protanina n&o conteém cisteina, cistina,
metionina ou histidina que s3o conhecidas por
serem efetivas como centros de competi;éb para
captura de elé&tron.

Tem—se sugerido que o e~ aq. primeiro
adiciona~-se ao carbonil de ligagdes peptidicas
localizadas na sup2rflcie da protelna e que a
transferéncia de elétrons de radicais ~C° (0-)NH- &
reslduos cistina e histidina ocorre atraves das

ligagbes hidrogénio entre as unidades peptldicas
(41)
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2.6.2. Quimica da cadeia lateral de proteinas em soluglo
aquosa

2:6.2. & - Residuos contendo enxofre

Em'estuQns com papaina e gliceraldeido-3-
fosfato dehidrogenase (41), tres modos de oxida-—
¢20 induzida pela radiagio de protelnas com grupos
SH em soluébes oxigenadas tem sido formulada, isto
(=}
)

(48) PSH + DH -~> FPS" + H20

]
(49) PSH + 0, ~=> P* + HO,

e processos moleculares mais lentos

(50) PSH + HZDZ -—>» PSOH + HZU
Reagdes subsequentes de PS° macromolecul ar
com 02 leva a formag&o de produtos ndo-repardveis
que presumi-~se ser o0s derivados sulfinico (RSOOH)
e sulfonico (RSO H).

2

(51) PSS’ + 02 ~-> PS0., --> produtos

A oxidagdo de PSH pela H via reagdo S0

202’
para produzir o derivado acido sulfénico PSOH &
reparavel, onde este pode ser revertido pela adi-

4
¢80 de eycesso de cistelna e outros tibis 41).

(52) PSOH + RSH --> PSSR + H20
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(353) FSSR + RSH --> PSH + RSSH

Rendimentos de inativagiXo para papaina e
GAFDH em solugdes oxigenadas s3o excepcionalmente

-

altas., For exemplo, com solugles saturadas de ar 3

x 10--5 M papaina sob radidlise gama 0 G (inat) 02

x 4.8 do &ual G > 3.5 & reparavel no tratamento

com excesso de cistelna. Similarmente, rendimentos
i altos s&o observados com GAPDH. Com papaina que
tem um Adnico grupo SH (que & essencial para ativi-
dade enzimatica) somente 20% dos radicais OH dis-
poniveis estdo envolvidos na reagdo 48 para produ-
zir dano n&o-reparavel.

Os residuos s&o removidos através de rea-
¢des em outros sitios da cadeia-lateral e na ca-—
deia-principal da proteina. A maioria da quimica
do enxofre nesses sistemas surge da reagdo da H202
com PSH como formulada na reagao 50.

Estudos similares foram feitos com lactase
dehidrogenase (LDH) (41) e a perda da atividade
enzimdtica em solugdo orxigenada envolve a oxidagdo
SH no sitio ativo. Entretanto, o rendimento de
inativag&®o com LDH @ muito mais baixo com G (inat)
02 > 0.12. Este baixo rendimento de inativagao,
quando comparado & papafina e GAFDH é atribuido ao

fato de que grupos SH da papaina e GAFDH estao

envolvidos em ligagdes do substrato e sio altamen-~
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te nucleofilicos. Desde que eles s3o mais reativos

do que grupos SH da LDH que nao tem esta fungo,

mas conserva a estrutura tridimensional através
da formagldo da ligagio de H.

0 rendimento de inativagXo G (inat)02 >

0.12 obtido com LDH cai dentro do limite de inati-

vagdo obser&ada com a maioria de outras enzimas G

(inatiO2 > 0.1 a > 0.5~em solugdo oxigenada, Ha

) duas razdes principais para valores baixos, geral-

mente, de inativagdo por radiagdo ionizante: (1)

somente poucas enzimas como a papaina e GAFDA tem

sltios reativos para H202 (2) o ataque de radicais

OH &, relativamente, nido especifico e & amplamente

distribuldo sobre muitos sltios tanto da cadeia

lateral como da principal.

Os princip#is sltios para reagdo de e aq.

com proteinas em solugbes livre de oxig®énio in-

cluem ligagbes de dissulfeto, carbonil peptldico e

histidina da cadei1a lateral. A captura de eldktron

em ligagdes de dissulfeto na protelna produz uma

banda de absorgdo caracteristica em 400 mm ob-

servadas com cistina e outros dissulfetos simples
(41)

(S4) PSSF + e- aq. ~-> PSSP
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(55) "PSSE --»
(S6) PS— + H_O

As consequéncias qulmicas do ataque de e-
aq. & ligagio 5-5 de protelnas ndo sio totalmente
campreendidas., Farece haver dois tipos de captura
dissulfitica em protelnas. Em um tipo de FSSF & de

vida curta e sofre dissociagao.

[y

PS" + FS-

-=> FSH + OH-

como & achado com dissulfeto simples, cistina etc.
A produgo de PSH pelas reagdes de dissociagdao 55
e 56 tem sido observado com um certo ndamerc de
protelnas em solugilo aquosa incluindo a papalna
(41). Com papaina, a reagdo de Jissociagldo
contribui para todo o rendimento dg inativag&o. O
FSSF  do segundo tipo & de vida-longa e tem esta-
bilidade de ions ~S-5- .

fparentemente os FSSF de vida-longa tem
estruturas e meios que evitam a dissociagao.

Enzimas, que mostram um alto rendimento de
radicais PSSP de vida-longa, com um pouco ou ne-
nhum de vida-curta, ndo sidc significativamente
inativadas por e~ aq. (41). Tem sido sugerido que
espécies FSSP de vida-longa s30 removidas, final;
mente, através de reagdo posterior com radicais

formados através do ataque O4 em varios locais da

cadeia lateral e principal.



0s radicais FS® formados na reagdo S5 e os
radicais OH na reagido 48 podem sofrer reagbes de
combinagdo em solugdes livres de O2 para produzir
dimeros e trimeros de alto peso molecular que
contribuem para o rendimento combinado de agrega-—
dos. Agregados de radiagdo surgem tanto de liga-
cles covslentes e ndo covalentes. A Lltima forma
de agregado se dissocia em monbmeros em solugtes
aquosas concentradas de 5DS ou urt®ia (41).

Recentemente, estudos detalhados tem sido
feitos da formagdo radiolitica de produtos agrega-
dos em solugdes livre—D2 de lactase dehidrogenase
(LDH); ribonuclease (RNase) e soroalbumina bovi-
na, BSA (41). Técnicas de gel filtragdo e eletro-
forese em gel foram utilizadas na separagdo das
fragbes de'protélnas em solugdo aquosa de SDS com
e sem a adigHdo do agente redutor, RSH.

O0s resultados mostram claramente que docis
tipos de dimeros ligados covalente s3o formadaos
aqueles que contem ligagbes cruzadas de dissul feto
e aqueles que contém outras ligagdes covalentes
(ndo-reduzliveis). O rendimento combinado de dlme-
ros ligados covalentes nesses sistemas estd no
limite entre G 0.1 & G 0.5. Fontes dissulfeto
parecem ser menos importantes (10 a 40%) do que

ligagdes cruzadas de outros tipos de reacdes radi-

cal-radical.
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2. 6‘ 2.

b - Reslduos Insaturados Arombticos

A maioria das enzimas (com  excecdo de
certas enzimas com grupo SH mencionadas anterior-—
mente) sdo inativadas pelo ataque OH em solugo
orxiagenada com relativamente baina efici¢gncia e ten

6 (inat)0, no limite 0.1 a 0.5 ‘*!’,  Enbora dados

anteriores. de pulso de radidlise e analises de
produtos mostraram que reslduos insaturados aro-
maticos sdo sitios importantes de ataque OH nesses
sicstemas, tais estudos mostram somente informagdes
limitadas sobre aminoicidos essenciais para ativi-
dade de uma enzima em particular (41). Em =solugdes
saturadas de N20 (N20 + e- eq. -—> N2 + 0OH" +
OH-), o espectro transitorio da reag&o OH com a
maioria das precteinas (por exemplo, pepsina ,
RNase, lisozima, tripsina) sdo pouco caracteristi-
cas e refletem a ndo especificidade das reagles
OH que sdo amplamente distribuldas sobre muitaos
sltios tanto da cadeia principal como da lateral
{41)

. Entretanto a descoberta que ions inorgénicos

gerados na forma de radiacal livre via:

sXo, relativamente, ndo reativos para com aminod-

cidos alifadticos, mas mostram especificidade em
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suas reagdes com residuos aromaticos e residuos
contendo enxofre, possibilitam uma nova tentativa
para identificagao de reslduos cruciais para ati-
vidade de’ uma enzima particular. Em estudos

ante. iores a especifidade da reagda com radicais

(CNS)Y,, com triptofano foi usada para mostrar que o
(S9) TrpH + (CNS)z ——-> TrpH® + 2 CNS-

(60) TrpH' ——=> Trp" + H

dano da radiagdo ao triptdfano leva diretamente a
perda de atividade da lisozima. Estudos combinados
de pulso de radiblise e inativagido enzimatica de
reagdes de radicais (CNS)Z, Br2 e 12 com inlmeras
enzimas levaram a uma tentativa de identificagao
de reslduos de aminoacidos essenciais a atividade
enzimadtica da lisozima [trypl, ribonuclease [hisl,
tripsina ([hisl, pepsina [trypl, papaina [cys]) e
lactase dehidrogenase fcysl (41).

Reagdes de transferéncia entre radicais

triptofano e residuos de tirosina em sistemas
(60) Trp® + TyrOH —--—% TrpOH + TyrO®

aguosos de peptideos e proteinas tem sido

(4
idenficadas e estudadas cineticamente D

Radicais azida gerados radioliticamente reagem



(62) N + OH —-—=> N + H_,0
~> ~ <

(6&3) TrpH + N3

seletivamente com residuos de triptdfano em

solugiko neutra

—-=> Trp” + H' + N3

.

A migragdo de dano do triptofano a
tirosina através da reag&o 61 parece ocorrer mais
por transferéncia direta de H; do que pela
condug&a de carga através da cadeia peptidica ou
através das ligagdes de hidrogénio. Medidas de
proporgoes da reagdo 61 estado sendo usadas em
estudos dos efeitos do meioc de estrutura e
conformagdo protelca.

A ligag&o cruzada entre aminoacidos
insaturados como fenilalanina, tirosina,
triptbfano e histidina em solugles aquosas livres
de 02 de derivados peptldicos simples tem sido
demonstrada. H& agora evidéncia definitiva que
processos similares estdo envolvidos na dimeriza-
¢&o induzida pela radiag&o de proteinas. A ligagdo
cruzada ditirosil tem sido detectada através do

uso de sua caracterlistica forte no espectro de

P OH

w
&)
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2.6.2,

de fluorescéncia com anm = 400 nm como um
preduto da radidlise - B) de insulina, ribonu-
clease, papainay, coldgeno, histona e lisozima
aquosa (414. Embora os rendimentos observados de
ligagbes cruzadas ditirosil nesses sistemas (6 =
0.1) s&o baixos quando comparados a G(OH), sua
detecgXo ‘sugere que reagdes de ligagdo cruzada
similares em outros sftios estXo também envolvi-
das, mas sS3o menos rapidamente identificadas (41).
C = Residuos Alifaticos

Na radidlise da maioria das enzimas em
meio aquoso, 0s conteddos relativos de aminoacidos
e canformagdes das proteinas sao tais que a prin-
cipal fragdo de radicais OH & removida para sitios
mais reativos, como residuos insaturados aromati-
cos e residuos contendo enxofre. Entretanto, ou-
tras importantes classes de proteinas tem, relati-
vamente, maior contelido de aminoadcidos alifaticos
0s quais oferecem wltios adicionais de competigo
para o ataque DH. For exemplo, estudos da perda de
aminodcidos em radidlise— de solugdes oxigenadas
de ©¢ -globina do heme, colageno soldvel e histona
do timus mostram que o dano a resfduos alifaticos
ocorre para 75,85 e 80%, respectivamente, das
alteragdes quimicas abservadas devido ao ataque de

0. Os amincdcidos mais afetados em termos de

ndmero de residups danificados incluem serina,



treonina, prolina, leucina, lisina e arginina.

2.7. Mecanismos de Radioprotegdc - Revisdo

!

As teorias de protegdo a radiagdo podem ser consi-
deradas tanto a nivel molecular como a nivel fisioldgico-
bioquimico, ou seja, mecanismos de radioprotegio envol-
vendo processos aulmicos de inlcio rapido da radiagdo e

‘aQUeles em que protegdo & resultado de mudangcas na bio-
quimica ou fisiologia da cklula. No caso da qulmica da
radiagio, os compostos protetores parecem agir por parti-
cipagdo direta em reagdes de radical livre com dano a
moléculas vitais. Em mecanismos bioquimicos, a protegao
parece ser um resultado de agdo do composto quimico sobre
0o metabolismo da celula, ou sobre processos bioquimicos
que afetem a resposta da célula para o dano quimico
inicial depois que as reagdes quimicas rapidas da radia—
¢do tenham sido completadas.

Os mecanismos ce protegdo quimica contra dano de
radiagdo ionizante levam em consideragdo quatro hipd-
teses: sequestro de radical ("Radical Scavenging”")$ rea-—
cles de transferencia de hidrogéniol! mistura de dissulfe-
tos; liberacdo de compostos sulfidrilas ndo protelcos
endbgenos.

2.7.1. "Radical Scavenging®
A teoria do "radical scavenging” de radio-
protecido envolve somente o efeito indireto da

radiagdo, ou seja, a interagdo da radiagao ioni-



2' 7. 2.

zante com sistemas bioquimicos em sol ventes
(agual. OUs radicais produzidos na radiblise da
dgua (OH", H", e— aq.) evercem efeitos prejudi-
ciais em constituintes vitais do "alvo". Fortanto
a remogao desses produtos de radidblise da agua
antes que eles possam interagir com alvos criticos
poderia conferir protegidc a radiagcia.

Esta teoria da radioprotecaso foi primeiro
descrita quando a natureza do radical livre como
dano da radiagao foi primeiro entendida na década
de 50. E tem sobrevivido até o presente, em grande
parte, porque pelo menos uma porgdo do dano causa-—
do pela radiagdo ionizante &, provavelmente, o
resultado da agdo indireta, e varios radioprote-—
tores muito eficientes sao muito bons sequestra-
dores ("scavengers") de radicais derivados da

agua.

Doagéo de Hidrogénio para Radicais Alve

Tanto os efeitos indiretos como os diretos
da radiagldo ionizante produzem radicais em mate-
riais biolégicos. Radicais hidroxil, a&tomos de
hidrogénio e produtos derivados de elétron aquoso,
reagem com moléculas orgédnicas para ahstrair ato-
mos de hidrogénio da molécula. Efeitos diretos
podem também contribuir, para a formagdo de espé-

cies nas quais o Atomo de hidrogénio é removido da
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2.7.3.

estrutura inicial. Nessas circunsténcias, a re-
construg¥o da estrutura original requer doacado do
atomo de hidrigenic. Esta transfer@ncia do &tomo
de hidrogenio tem sido observada entre tibdis e
radicais de carbono (no centrol). Em sistemas sim-
ples contendo radicais de carbono (derivado de
alcobis alifaticos) e tidis biolbgicos (isto &,
glutationa e cistelna) a doagcdo do atomo com for-
magto de radicais sulfidril tem sido observada.
Entretanto, esses sistemas altamente purificados
N30 podem ser considerados quando comparados dire-—
tamente & ceélulas ou tecidos; e & relevéncia de

tais reagdes & biomoléculas alvo @ desconhecida.

Mistura de Dissulfeto

A teoria da mistura de dissulfetoc +foi
proposta em meados da deécada de 50 e aplica-se
somente a radioprotetores contendo enxofre, os
quais podem formar a mistura de dissulfetos com
grupos sulfidrilas protelcos. Os efeitos da radia-
¢do0 ionizante podem ser expressos até um certo
grau pela perda da fungdo biolbgica de molekculas
criticas da protelna. Essas molEculas criticas
podem ser proteglidas do dano pela formagdo tempo-
raria da mistura de dissulfetos em uma reaciio de
troca que pode ser expressa como nas seguintes

equagdes:
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(64) Proteina - SH + RSSR ——-> Proteina - S8k + RSH

(65) Froteina -$-S - Froteina + 2ZRSH ——> 2 Proteina - SSR

A *ormagéo da mistura de dissulfeto

para proteger os grupos sulfidrilas e dissulfeto

nas protelnas do dano oxidativo devido aos efeitos

direto e indireto da radiag2o. O reverso das egua-

¢des poderia regenerar a molécula proteica origi-

) nal apods a ionizagdo e reagdo dos radicais livres,

iniciadas pela radiag&o, terem sido

formagXo da estrutura proteica pode

completados.

Desta forma, nos sitios ativos da enzima,

dano da radiagdo pela suas metades tidl ou dissul-

feto. Entdo, os alvos de agdo da radiagado

estabilizados pela formag2o da mistura de dissul-

fetos e desde que a formagdo da mistura de dissul-

fetos & reversivel, moléculas bioldgicamente ati-

vas podem ser restauradas apds & passagem da

diagao.

2.7.4. Liberagko de Radioprotetores Endégenos

Revész e colaborados tem

radioprotetores tidis e dissulfetos

proposto que

administrados

exogenamente, agem pela liberagdo de radioprote-

tores endbgenos que sdo responsaveis por

bentficos. Esta teoria & restrita a

radioprote-

tores exdbgenos, tendo um grupo tibl ou dissulfeto
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reduzivel, jad que radioprotetores enddgenos libe-
rados (principalmente & glutationa) est&o contidos
na forma de mistura de dissulfetos que ocorre
naturzlmente com proteinas celulares. Em modelo
similar & teoria da mistura de dissulfetos, os
defensores desta teoria tem mostrado que a efi-
ciencia da‘radioprotecao por agentes e:xbgenos esta
correlacionada ‘com o potencial de liberaglio de
) glutationa dos mesmos. A glutationa liberada pre-
vine o dano da radiagdo por outros mecanismos,
isto e, por reagdes de transferéncia de hidrogé-
nio, "radical scavinging", etc. Esta teoria se
apoia no fato da glutamina poder exercer atividade
protetora devido a existéncia de formas que ndo
podem ser simuladas por outros radioprotetores
contendo tidl (86). Entretanto, pesquisas mais
recentes sobre a natureza daqueles tidis presentes
naturalmente em misturas de dissulfeto protelna-
Tiol, tendem a ni%o apoiar esta teoria, porque
somente uma pequena fragdo de tidis de baixo peso
molecular ligados 4 proteina tem sido identifica-

dos como glutationa (a7, 60).

Sequestradores de Radicais ("Radicais Scavenging™)
A maioria dos compostos quimicos reagem com radicais
induzidos pela radiagaoc formados da &gua. A proporgdo relativa de

interagldo de varios ctompostos, com radicais livres podera entre-
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tanto diferir consideravelmente. E, portanto, de interesse compa-
rar compostos com efeitaos protetores, n&o protetores ¢ sensibili-
zantes em sistemas biolbgicos com respeito a habilidade de se-

questro em sistemas quimicos definidos.

*Scavengers” de OH’

0 radical hidroxii (OH°) &, geralmente, considerado ser o

. )
mais prejudicial & macromolécula e células (”9).

‘Se o OH® e formado em um sistema homogéneo, onde este

reage com a molécula alvo TH e com "scavengers"” Sl’ S,y § obser-
r

3
va-se a& sequintes reagdes:

(A) OH" + TH ~E_> THOH ou T° + H

2

(B) OH™ + 8, ;—-> Py
"1

(©) OH" + S5, -—-> P,
2

(D) OH" + §. ——> P,

b SR b8

Ki

Se TH & uma biomolécula complexa como uma enzima, O0S
radicais OH’ v&o, prontamente, reaqgir com seus varios sitios
{(neste caso aminodcidos sendo que kK descreve a constante de
velocidade para a reagho do OH com todos esses sltios. Somente
uma fragdo ¢ , das reagdes OH' com a enzima causa dano & ativi-
dade enzimatica, geralmente, somente se a reagdo ocorre proximo
ao sitio ativo, ou a um sitio que mude a conformagdo da enzima. A

fragdo (1 -%) de radicais OH' reagem com a enzima em sftios nao
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crucialis, 05 quais nida afetam a atividade enzimatica. Isto esta

de acordo com o0s baixos rendimentos de decsativacadao da maioria das
. . . - (59)

enzimas pela irradiagdo qus tem o¢ < 0.01 .

0 dano & dado por:

Do = [alvo danificadal

y Na condigao de atingir 50% de protegdo da enzima em

solugdo, a concentracdo de "scavengers”™ deveria ser suficiente
{

assim k [ElJe 5 Ki [Sil. Para enzimas K = 2.2 x 10°7 - 1.2 x
1011 N_l ‘.3_—1 (29), e as concentragdes sdo geralmente menores do
que 10*7 My, e para scavengers 0OH, K ; 2.IDq M—‘-S-l. Fortanto,

1
=

concentragbes de "scavengers® de 10 Y M s3%o suficientes na condi-
. . . -4
¢doc de atingir protegao de S0V, eriretanto, 10 M dara protegio
. 29)
quase total para a enzima nessas solugbes .

Considerando-se apenas a condigiio de '"scavengers" em
solugdes homogéneas, onde o alvo, o0 OH" e o “scavengers" estdo
homogeinamente distribuidouss hd varios casos, ooande haletos e
pseudo-haletos foram usados como "scavengers'" de OH' para prote-

. . S . (29)
ger enzimas e ao contririo a sensibilizagldo foi observada “T.

- -

As ecpiécies 01;, Bré, 17, (CNS),,

constantes de velocidade com amincicidos quando comparados a do

bem como CO, tem diferentes

OH". For exemplo, Br5 @ mais eficiente do que OH' na desativagio
F.

de enzimas que tenham o triptofano e a histidina em sitios ativos
(29)

Em resumo se um OH° reage com um “"scavenger" o efeito



protetor depende das propriedades do produto da reagcdo do (UH' com
0 "scavenger". Se o produto ndo & reativo a protegdo ® atingida,
mas se o0 produto & reativo e pode inativar o alvo tamb&m, entio &
impqrtante comparar as réatividades deste com a de OH'. Fode-se
observar wn caso de extrema sensibilidade ou de protegdo parcial.
Devido & tais efeitos, pode—-se concluir que varios "scavengers"
de OH n¥o protegem necéssariamente os alvos na ordem de seus

valores de K [(s1.

OH+S

yQuando OH e formado nas proximidades de uma macro-
molécula, este reagird com um sitio da mesma em poucaos chogues, €
portanté a concentrag@o relevante do alvo n&o & a concentrag&o
média da macromolécula em solugfes. A concentragdo de "scavenger”
para competir com OH® @ a concentragdo do sitio reativo no volume
de um raio de varios raios de encontro, do OH" . Fortanto, concen-—
tragdes muito altas de scavengers de OH s&o necessarias na
condigdo de sequestrar este OH'. Isto tem sido observado quando
Cu (1) ligado a penicilinase (29) reage com H202 e forma OH" na
superflicie da enzima. Neste sistema "scavengers® de OH'  foram
ineficientes e protegdo parcial foi observada somente em concen-—
tragdies muito altas desses "scavengers"®.

H& casos onde concentragdes muito pequenas de scavengers
de OH° promovem protegdo quase total de um soluto. Se por exem—
plo, pequenas concentragdes de um doador de H, tal como compostos
RSH, sao adicionadas ao sistema, eles sequestram prontamente
radicais OH'. Fortanto, eles podem em concentragdes muito baixas

"reparar", eficientemente, a molkcula danificada T' atraviés da

doagdco de um &tomo H. Este mecanismo & descrito na seguinte
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sequeéncia de reagles ¢ :

(E) OH® + TH ~==> T" + HZD
(F) T + RSH -—-> TH + RS’
(G) 2 RS" ——=> RSSR
*Alcodis s&Xo comumente usadaos para sequestrar radicais

hidroxil.

.

(66) OH' + RCH,OH ——-> H20 + RC™HOH

Metanol, etanol e isopropanol tem sido usado mais comu-
mente, porém o alcobl butilico terciario pode oferecer algumas
vantagens: o radical produzido nio & reativo e desaparece rapida-

mente no processo, na ordem de seqgundos. A constante de veloci-

dade da reagso & ao redor de 109 M_l S-l.

(67) OH" + (CHS)SCDH ——— H2

+ *CH,C(CH,), OH
Ln

32

Scavingers de Elbtrons Bolvatados

- Oxigenio

Em Agua pura aerada, eleétrons solvatados e atomos de
hidrogénio interagem muito rapidamente com oxigénio (j& menciona-—

do nas equagdes 16 e 17):

(17) e~ aq. + 0, --=> 05

-~

—— ==
(16) H + 02 > H02 0

|
+
X

k.




Na presenga de "scavengers" especificos para OH, todos as

radicais 0 poderdo dar aumento a produtos como?
C >3

- Embora a interagdo de elétrons soclvatados com oxigénio
gcorra em uma proporgio mdito alta, outros compostos, como nitra-
to, podem comp;tir, eficazmente, com oxigénio por elétrons solva-
tados.

{
'~ Nitrato

(
Quando Bachofer e FPollinger, em 1954 ih estudaram o
efeito protetor de varios sais contra a degradagdo induzida por

raics—X do bacteridfago T, foi demonstrado que {fons nitrato

1
protegem contra os efeitos indiretos da radiagdo ionizante. Este
fon & um "scavenger"” muito eficiente de el&trons solvatados (“8),

mas ndo de radicais OH".
+
(6%) NOz + e~ + H ---> NO_, + OH—
-~y Lo

*"Scavinging” de Radicais Hidrogenio

Atomos de hidrogénio s&o sequestrados pelo oxigénio ém
uma proporcdo similar dquela de elétrons solvatados, dandc aumen—
to a radicais 02.
Atomos de hidrogénio reagem muito mais lentamente do que

elétrons solvatados.
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03. Objetivos

0 presente trabalho tem como objetivo analisar o%s
efeitos da radiagdo gama na crotamina em salugio aquosa,
enfatizando os seguintes aspectos:
- estudar as alteragdes biogquimicas produzidas pela radiago na

toxinai

~ estudar a agXo da radiaééo na atividade imunoldgica da toxinaj
- estudar a agdo de radioprotetores quimicos que sejam capazes de

proteper os determinantes antigénicos da toxina.
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cAPITULO 11 - MATERIAIS E METODOS



1. Materiais

1.1. Veneno Crotalico e Soro Ar. ' Mrotlalico
0 veneno de Crotalus durissus terrificus var.
crotaminicus utilizado neste trabalho +foi  gentilmente
doado peloc Instituto Butantan de Sao Faulo, onde foi
‘extraldo. Apbs a.coleta, o veneno foi imediatamente des-
secado a vacuo em temperatura ambiente e conservado a 4
C. Do Instituto Butantan também se origina o soro anti-
‘crotélico, produzido em cavalos hiperimuenizados com
,"pool"” de veneno crotalico, contendo crotamina, 0 sora e
f
purificado por digestd&o peptidica, concentrado e titulado
em miligramas de antiveneno frente & veneno de Crotalus

durissus terrificus. Sequndo indicagdes do fabricante,

tada mililitro neutraliza 1,5 mg de veneno.

1.2. Fonte de Cabalto-60:

As amostras de crotamina em soluzdo aquoca
foram irradiadas em frascos de vidro com raios gama
procedentes de uma fonte de cobalto-60, "Gammacell 220"
da Atomic Energy of Canada Limited, com uma atividade
aproximada de STé61 1010 Becquerel. A {fig. 1 representa
a parte externa correspondente & blindagem da fonte &
cobalto-60 onde foram realizadas as irradiagies. As
amostras colocadas na cémara de amostras (fig. 2), cujas
dimensdes s&o de 15,49 cm de diamétro por 20,47 cm de
altura. A irradiagdo, propriamente dita, dag amcostras

procede—se quando a porta da cé&mara e fechada e
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seleciona—-se o tempo necessadrio no painel de controle.
Assim acionado o botdo de contrele, a camara de amostra

desce, automaticamente, indo colocar-se onde se encontra
a fonte de cabalto-60, ou seja na posigio de irradiacan.

Ela estd localizada no centro de blindagem de chumbo e

consiste de 26 “lapis" como pode ser visto na fig. 3

Cada "lapis" possui 7 pastilhas de cobaltao, totalizando

Fig. 1 - Fonte Cobalto-60



Fig.2 - Camara de Amostras da Fonte de
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Fig. 3 - Suporte onde se encontra o Cobalto Radioativo na Fonte

de Irradiag¥%o.
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1.3. Outros Reagentes
Todos os demais reagentes utilirados necste

trabalho foram de grau p.a.

2, Matodos
2.1. Purificagko da Crotamina a Partir do Veneno de Crotalus
-durissus terrificus?
A primeira fase de purificagdo da crotamina
'consiste num fracionamento inicial do veneno em gel de
:Sephadex 6-75 (Pharmacia Fine Chemical). Apds o
isolamento da toxina, esta foi recromatografada no mesmo
gel vérias vezes para garantir o maior grau de pureza da
toxina proteica.
Todas as etapas de purificagdo foram realizadas

em temperatura ambiente.

2.2, Preparagdo da Amostra:
Cerca de 200 mg do veneno bruto seco de
C. d. terrificus foram suspensos em 2 ml de acético
0.1 M. A suspensdo abtida foi centrifugada a 2000rpm
durante 10 min &a 4 C numa centrifuga Sorvall RC-2B., O

scbrenadante foi submetido a filtracldo em gel de Sephadex

6'75 .

2.3. Filtragho em Gel de SBephadex G-73:
0 sobrenadante obtido no item anterior foi

aplicado, a uma coluna 89 x 1,6 cm de Sephadex G-75

(4}
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2.4.

equilibrada com &cido acético 0,1 M. A amostra, portanto,
foi eluida com acido aceético e fragdes de 1 ml foram
coletados, num fluxo de 3 ml/h num coletor de fragdes da
LKB. A absorvancia de cada fragdo coletada foi lida em
280 am, num espectrofotometro da Karl Zeiss FMO 11, o
grafico foi tragado e os "picos" delimitados para
crotamina foram testados quanto & sua atividade
paralisante das patas posteriores em comundongos e

)
posteriormente liofilizado.

i
1

Irradiagdo da Toxina

A crotamina foi submetida & radiagdo gama da

i

fonte de cobalto-60, com uma taxa de dose de 1,14 x 10
Gy/h nas doses de 100 Gy, 2000 Gy e S000 Gy. A crotamina
foi irradiada em soluglio aquosa numa concentragao

aproximada de 1 mg/ml em presenga de 0O, e em temperatura

2
ambiente. FPosteriormente, a crotamina foi irradiada em
solugdo aquosa na mesma concentragdo, agora livre de 02
(atraveés de borbulhamento do gas de nitrogénio nas
amostras), somente npa dose de 20006y. Sendo a taza de

dose, neste caso, de 1,08 = 10° Gy/h, e na presenga de

diferentes concentragles de "scavengers": cistelna (2 x

-— - -— — -—_
10 IM, 2% 10 “M, 2 x 10 "M, 2 x 1o4m, 2% 10 "M, 2
X IO—é M), Aalcool butilico ter‘ciéu"ic),(l()_1 M, 1 My 2 M, 3
- - -
M, M, 5 M e nitrato de sbdio (10 ° M, 1073 M, 1077 M,
-2 -1

100°M, 1077, 1 ™M,



2,3. Daterminagdo Quantitativa de Protelna:

2.6,

A determinagctio da concentragiio de proteina foi
realizada nas solugties irradiadas: nas doses de 100 Gy,
2000 By e S000 By e na.toxina ndo—irradiada em presenga
de 02. Wilizou-se o mdtodo de Lowry, modificado por

(70)

Miller « Foram realizadas nove dosagens de cada

amostra e aplicou-se, o teste t Student como tratamento

estatistico.
)

Imunodifusdo Dupla, Radial (Ouchterlony)

Quando em dois pontos diferentes de uma camada
de gel, colocada em posigdo horizontal, colocam-se o
antigeno e o anticorpo, um difunde contra o outro
formando o precipitado. Alguns autores preferem designar
de dupla difusio bidimensional, mas deverlamos em verdade
chama~l1a de multidirecional, uma vez que a difusio se da
em todas as diretbes, mas difusio dupla & o nowme mais
adequado. Esse método foi descrito por Ouchterlony, em
1946-1948, sendo ainda o mais largamente empregado, pois
a grande vantagem desse sistema & a de permitir a compa-
ragdo simultéanea de muitos sistemas antigénicos contra o
mesmo sistema de anticorpos.

Através desse mdtodos comparamos & crotamina e
solugdo aquosa nas doses de 100 Gy, 2000 Gy e S000 Gy,

bem como na forma nativa frente ao soro anti-crotdlico.

w
wm
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2.7,

Imunodifusdo Radical de Mancini, Carbonarsa e Heremans ou
Imunodi fus&o Radical Simples (I.R.S.)

Quando se tem o anticorpo especifica para de-
terminado antigeno, incérporado ao gel, distribuldo sobre
lamina de &gar, e em posigbes adequadas do gel sido feitos
oriflcios, que se'enchem, com os antlgenos em concentra-
sdes padronizaedas e outros com o antigeno de concentragcio
desconhecida, ha difusdo radial a partir do orificio, e
éuando todo antigeno estiver difundido, verifica-se a
obacifica;&o em forma circular em torno do orificio. QO
método & muito sensivel, mostrando larga aplicagdo na
quantificagdo de componententes proteicos.

Felo menos tres padrdes com concentragdes
diferentes sd3o utilizados para cada antlgeno, sendo
absolutamente indispencsavel a alta pureza dos anticorpos
que se encontram incorporados ao gel de &gar. Frocede-se,
apds o término da difusio, a leitura dos diametros
correspondentes aos halos de precipitaglo dos padrdes e
vos desconhecidos, e traga—-se a reta, langando-se em
ordenadas o quadrado dos diametros dos respectivos halos
de precipitagdo contra as concentragbes. Le-se a
concentragdo do desconhecido a partir do quadrado do
di&metro, sobre a reta, a qual deve ser estabelecida para
cada experimento. Em nosso casao para reta padrao
utilizou-se a crotamina na forma nativa e no caso das
amostras desconhecidas utilizou-se crotamina irradiada a
2000 Gy na auséncia de O € na presenga de varias

2
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2. BI

2. 9.

concentragtes de "scavengers'.

Determinag&o de Grupos 8H Livres:
As determinagdes de grupos SH livres foram
realizadas nas solugdes aquosas irradiadas nas doses de

100 Gy, 2¢00 Gy e 5000 Gy em presenga de 0, e em 2000 By

2

na austncia de 0,3 bem como na protelna nativa atraves do
-

| 35

método de Ellmar ¢ ”).

§ Para cada tipo de amostra foram realizadas S

1

dosagens,

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato
de Sodio (5DS~PAGE)

SDS-PAGE/descontinua, sendo gel de separagdo
(gradiente de 12 a 20%) de bis-acrilamida 367 em tampzo
Tris-HC1 3M pH 8.8 contendo SDS a 3% (m/v).

0 diluente da amostra contendo Tris-HC1 ©0.5M pH
6.7, glicerol 30% (v/v), dietiltreitol, SDS e azul de
bromofenol a 0.03% (a/v). As amostras foram aguecidas no
diluente em banho de agua em ebuligdo por 35 min.

Foram utilizados como padrdes de peso
molecular; Soroalbumina bovina (68.,000)3 Ovalbumina
(45,000)5 Aldolase (38.000); Quimotripsinogéenio (25.000);
RNAse (13.000).

As amostras foram aplicadas no gel num volume
de 490 ul contendo aproximadamente 100 ul de protelna. O

tampZo do eletrodo era Tris-glicina-SDS(2,1 g Tris, 10,1



g glicina e 0,7 g 8DS). 0O gel foi submetido a uma
corrente constante sendo posteriormente corado com

Coommassie brilliant blue.
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Fig.
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0l - Ferfil cromatografico do veneno bruto obtido

cromatografia de gel filtragao; onde o pico n? 4

responde a crotamina.
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Fig. 02 - Observa-se paralisia das patas posteriores do

camundongo apbs a inoculagio, por via intraperitonial,
de 0,2 ml de crotamina obtida na cromatografia
anterior, caracterizando dessa forma a atividade

biolbgica da toxina.
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Tabela 1 - Concentragdo Froteica das Amostras Irradiadas

o e — ——— ——— — i —— T e o — . S s . YA Ban P T YES A e

(] 1] [
! Dose (Gy) | Conc. média (mg/ml) |
{ { !
H 4] { 0,85 \
H H !
T oo T !
H 100 H 0,80 H
e H '
' H ]
t 2000 } 0,82 :
H _ 4 e {
! } !
: S000 { 0,47 '
| { \

4
Tabeld 2 - Comparagdo da Proteina Nativa (n= 9) e Amostras

Irradiadas (n = 9).

i Protefna nativa ! Protefna Irrad. | Protefna Irrad. ! Protefna Irrad,
'

an |r= ==

] 1

L ]

! 1006y % 2000 By 5000 By

v ! ! ! :

P Xdmg/ell b 0,85 b0,80 P08 P07 !

' ! ! ! ! '

! : ! ! ' !

! 5 P06 10,2328 4 04328 ¢ 0,851 !

! : ! ! | !

' t, ' booo0,093 ¢ 0,423 1 4,5 '
1] [} i ] '

BL =9 +9 -2 =16

o= 5%
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Fig. 03 - Imunodifusdo (Ouchteriony)

lLegenda Fig. 03: 1 - Soro anticrotdlico

)
!

Veneno Bruto
3 - Crotamina Nativa

4 - Crotamina Irradiada 100 Gy

4}
|

Crotamina Irradiada 2000 Gy

6 -~ Crotamina Irradiada 5000 Gy

PRl




Fig. 03 - Padroniragdo da IRS Atraveés da Crotamina Nativa

Legenda Fig. 04: 1 - 5,20 ug Toxina
2 ~ 3,50 ug Toxina
3 -~ 2,34 ug Toina

4 - 1,54 ug Toxina

w
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L
-

o

<

ug Toxina

6 - 0.66 ug Toxina
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Fig. 05 - Curva Fadr&o da IRS
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A partir dos dados obtidos na fig. 04, tragou-se & reta acima e
pelo método dos mlnimos quadrados; a equaglo da mesma seria
y = 26,50 - 7,403 onde x corresponde a concentrag®o em ug € vy

corresponde ao 'dié"«metrc)z, isto &, a area dos halos em mmz.
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As figuras &6 e 7 correspondem a IRS das amostras irradliadas na
dace 000 Gy em ocustncia de 0,, e na presenga de “ecavangoars” en
diferentes concentragdes e também de amostras irradiadas nas

doses de 100 Gy, 2000 Gy e SO00 Gy na presenca de O, e auzéncia

a

de "scavengers".

Fig. 06

Legenda Fig. 06
01 -2x 10.l M Cisteina 07 - Fadrdo de Crotamina Nativa
02- 2% 10 2N Cistena 0B - 1 W Nitrato de Sddio
03-2x10° MCistelna 09 - 10" W Nitrato de Shdio
o4 - 25 107" 0 Cisteina 10 - 1072 K Nitrato de Sddio
05-2x 107 NCistelna 11 - 10° N Nitrato de Shdio

0b - 2x 10" W Cistedna 12 - 10”1 W Mitrato de Sédio

[N
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Fig. 7

Legenda Fig. 7
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M
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M

3 M Alcool
M
M Alcool
™M

Alcool

Nitrato de Sddio

Butllico Terciario
Butllico Terciario
Butllico Terciario
Butilico Tercifrio
Butllico Terciario

Butflico Tercidrio

Crotamina Nativa

Irradiada 100 Gy (0.)

2

Irradiada 2000 Gy (0.)

2

Irradiada 2000 Gy (sem 02)

Irradiada S000 Gy (0.)
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Tabela 4 — Cancentragdo de SH Livre (Reagdo de Ellman)

—-——— e e e = e e " i —— - e At S . Y — . St T — . s "t T e e . . —

! Amostra { Conc. Média SH Livre |
! : (o™ m !
! Crot. Nativa i aadad )
t ! H
i Crot. Irrad. ! 0,136 !
] 8 ] [}
; 100 Gy (02) : :
i Crot. Irrad. t 0,340 \
I 2000 Gy (G)) ' H
; 2 : ;
{ Crot. Irrad. H 0,269 !
! 2q00 Gy { {
H ' {
i Crot. Irrad. : 0,393 \
| S000 Gy (0.) ] !
: 2 ! ;
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Fig. B SDS-PAGE
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Legenda da Fig. 8:
1 ~ Padrdes de Peso Molecular
2 ~ Veneno Bruto N&o-Irradiado
3 - Crotamina N¥o-Irradiada

4 ~ Crotamina Irradiada 100 Gy (02)

Crotamina Irradiada 2000 Gy (02)

6 - C-otamina Irradiada 5000 Gy (02)
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1 2 3 g4 5 6 1 8 9 10 1

Legenda Fig. 9:

1 - Padrdes de Pesa Molecular

2 - Crotasina Nativa

3 - Crotasina lrradiada 2000 Gy 02
4 - Cratamina lrradiada 2000 By
5 - Crotasina Irrad. 2000 Gy cos 2x 10° X Cistelna
b - Crotamina Irrad. 2000 Gy con 2% 107" N Cistelna
7 - Cratanina Irrad. 2000 Gy cos 10" N Kitrato
8 - Crotamina Irrad. 2000 6y cae 10" N Nitrato

9 - Crotasina Irrad. 2000 Gy com 2 ¥ Alcool

10 - Crotasina Irrad. 2000 Gy cos [ M Alcool
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cAPfTULO IV - DISCUSSAD




0 processo empregado neste trabalho para purificagdo da
crotamina & um nétodo simples e rapido, consistindo basicamente
de filtragbes sucessivas em gel de Sephadex: que segunda o
criteério de pureza adotéado, ou seja, eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-PARGE) ,
cbservamos uma Unica banda na placa do gel, estando, portanto,

)

aparentemente pura.

Em todas as etapas do processo de purificagdo foi testada
a ativi?ade biolbgica da toxina protelca "in vivo", isto &, sua
agdo na musculatura das patas posteriores de camundongos:
verificéu-se que tal atividade se manteve inalterada.

Apdbs o processo de obtenglo e purificagdo iniciamos a
irradiagdo da crotamina em solqcao aquose € em diferentes doses
de irradiagio.

Na literatura sdo citados casos de proteinas que apds a
irradiagdo ocorre a precipitagdo da mesma em solugdo, em nosso
caso observamos que a crotamina & uma proteina bastante solavel
em solugdo aquosa e mesmo apds a irradiagdo na dose de SO00 Gy
nda notamos turvagdc da soclugdo.

A determinagdo da concentrag&o proteica oas amostras
irradiadas com relagdo & proteina nativa, nas daoses de 100 Gy,
2000 Gy e S000 By na presenga de 02 demonstrou gque n3o houve
alteragdo nas doses de 100 e 2000 Gy, & pequena variagdo nio @&
cignificativa, estatisticamente, admitindo um erro de 5% no teste
t Student. JA na dose de S000 By verificou-se uwuma perda de
aproximadamente S5% do material proteico.

Em {fungdo apenas desse dado poderiamos supor que ocorreu
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o rompimento da cadeia polipeptldica, contudo pels SD5-FAGE do
material nas mesmas doses e condigles sitadas acima, © quo
notamos & a formagio de agregadaos protelcos, portanto o que
podemos supor agora & que durqnte a irradiagdo ocorreu perda de
sltios especlficos para a reagio Lowry. Pois, parte da
sensibilidade do método depende da redugldio do reagente de fenol
seg. Folin-Ciocalteu pefa oxidagio dos aminolacidos aromiticos
tirosina e triptofano da protelna, como a crotamina apresenta um
reslduo'de tirosina e dois reslduos de triptofanoc e como & sitado
na literatura a nio-especificidade das reagtes OH, as guais sao
amplameéte distribuldas sobre muitos sltios tanto da cadeia
principal como da lateral da proteina, as reagdes de
transferténcia entre radicais triptofano e o residuo tirosina,
como sitado na equagldo 61 do capitulo 1, poderia ter ocorrido,
por exemplo; como tamb®m a radiagldo pode ter atingido aminodcidos
alifaticos, provocando modificagles nestes que impliquem na niHo
complerxagdo do fon Cu++ pelas ligagdes peptidicas dos mesmos. E
por estas razdes se justificaria a perda de 5S5% do material
proteico na dose de 5000 Gy peloc método utilizado.

Nas mesmas amostras utilizadas para reagdo de Lowry
realizou~se a reagdo de Ellman. Nogsso principal intersse era o de
verificar por este método se durante a irradiagdo ocorreria a
ruptura das pontes de dissulfeto, sendo que esta toxina n&o
apresenta grupos tidis livres e todacs as cistelnas estdo
comprometidas em pontes de dissulfetos. Supondo-se que ocorre-se
a ruptura das tres pontes de disesulfeto o madximo de SH livre que

seria encontrado estaria na ordem de 1 x 10_4 M por este m2todo,



a sensibilidade deste permite que tal concentragdo seja
detectada. Embora tenha ocorrido um ligeiro aumento da
concentragdo de SH livre em fungdo da dose de irradiagdo, ndo
pcdepns afirmar que tal concentrag&o abtida seja especifica
somente para grupos tibis. Durante a irradiacio pode ccorrer a
formagdo de algum produto que possa interagir com reativo de
Ellmans reforgando esta suﬁosiqao em nossos dados verificamos que
ndo ha uma diferenga entre as concentragdes de SH obtidas na dose
de 200? Gy com e sem 02 no sistema, lembrando que o principal
sitio de reag3o do elétraoan aquoso seria as pontes de dissulfeto
no sistéma livre de 02; pode-se se supor também que a conformagdo
da proteina mesmo irradiada confira protegdc as paontes de
dissulfeto e essas concentragdes sejam inespecificas.

Com relagdo & atividade antigénica da proteina ficou
evidente de uma forma qualitativa, pela imunodifusdo de
Ouchterlony a perda da antigenicidade da protelna nas doses de
2000 Gy e 5000 Gy em solugdo oxigenada. MNa SDS-PAGE destas doses
notamos uma maior denaturagdo proporcional ao aumento de dose,
provavelmente a formagXo de agregados proteicos estd relacionada
a perda dos déterminantes atingénicos da proteina.

Em funcdo destes dados a dose de 2000 Gy foi escolhida
como para&metro para estudarmos a agdo dos “scavengers", pois se
estes atuariam como radioprotetcores, principalmente da
antiogenicidade da macromolécula.

Pelo método da {imuneodifus&o radial simples visamos a
quantificagda da '"protegdo" conferida '"scavengers" (cisteina,

nitrato de sddio, &lcool butflico terciério).



Nas condigdes adotadas para estudar a agao desses
"scavengers'", ou seja, & irradiagldo foi realizada na auséncia de
02, portanto, a molécula proteica sofrera, principalmente, a agdo
tanto do radical OH como do elétron aguoso, sendo nossa intengao
nessa fase também identificar gual dos produtos de radidlise da
dgua @ o principal responsavel pelo dano da proteina em seus
determiantes antigénicos. .

Dos tres ‘"scavengers" adotados a cisteina foi que
demonstroy maior eficiéncia como radioprotetor quimico, porque
atraves da presenga da mesma no sistema obteve-se os ma.iores
valores 1'dc=.» concentragdo proteica com atividade antigénica.
Segundo a literatura a cisteina por apresentar o grupo funciciia
tidl na sua estrutura @ doadora de a&tomos de H, e estes restauram
a molécula alvo, ou pode ainda sequestrar radicais OH do sistema.

Nas concentragdes testadis um madximo de protegdo foi
atingido & partir da concentragao de 2 » 10—3 M e em
concentraglies inferiores nidoc houve proteglo, portanto podemos
supor que as concentragdes de 22 x 10—4 a 2 x 10'6 M n3o foram
suficientes para reparar a molicula protelca danificada pela
radiagdo gama, bem como n¥do sequestrou radicais OH o suficiente
para preservar os determinantes &antigénicos da proteina. 0
resultado obtido SDS-PAGE entre o limite de protegdo e nao-
protegdo, isto &, entre as concentragdes de 2 » 14‘)_3 Me 2 x 10-4
M de cistelna, notamos claramente que com a concentraglio de 2 »
10_3 M n3o houve denaturagdo proteica, pois ndo ha formagdo de

agregados proteicos, podendo-se dal justificar & perda de

atividade antigénica da proteina.
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0 nitrato de sddio, como & citado na literatura, e
"scavenger" especifico para elelron aquoso e pelo que observamos
na imunodifusdo radial simples ndo existe uma relagdo aparente
entre a concentragdo com a “prqte;éo". 0 mesmo observamos na SDS-
PAGE destas mesmas concentragdes; a formagda de agregado proteico
foi semelbante.

A literatura cita o Aalcool butflico tercidrio como
eficiénte "scavenger" de radicais OH somente em altas
concentragdes, e $0i o que verificamos n& pratica, obcivemos o
madximo de protegdo sd com concentragdes altas de alcool (a partir
de 2 N)} Observamos também neste caso um limite de protegdo e
ndo—proteglo, isto &, entre 2 M e 1 M de alcool, respectivamente,
o que & justificavel pelc que constatamos na SDS-FAGE, com 1 M de
dlcool a denaturagdo {foi maior do que com 2 M. Portanto a
"protegdo dependeu da concentrag&o do alcool.

Estes dados nos fazem supor que tanto OH e © eletron
aquoso interferem no aspecto antig®nico da molécula protelca e
que nem sempre a denaturagdo estd relacionada & perda total da
atividade antig®nica.

E como foi citado na literatura a presenga ou ndo do 02
no sistema tem um efeito sob a molécula alvo, na SDS-FPAGE
verificamos, realmente, maior dano na presenga de O

2

o aspecto antigeénico ndo parece ter influencia, pelos nNoss0s

contudo sob

dados, & irradiagdo com ou sem O, nio teve alteragido no aspecto
L

antigénico da crotamina.
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