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RESUMO 

Radiações ionizantes sâ*o, suficientemente, energéticas e 

capazes de romper qualquer ligcçâo química. As moléculas de 

substâncias presentes em solução tem mostrado tanto pela açào 

direta ou indireta das radiações ionizantes perda da atividade 

biológica. A crotamina obtida do veneno de Cd* terrificus por 

cromatografia de exclusão molecular foi irradiada em solução 
I 

aquosa de 1 mg/ml por raios gama produzidos em uma fonte de 

cobalto-^60. Doses de 100 Gy, 2000 Gy e 5000 Gy (Taxa de dose = 
3 

1,14 x 10 Gy/h) na presença de 0_ foram usadas para comparação 

das propriedades das amostras irradiadas e nao irradiadas. Os 

seguintes ensaios foram realizados: determinação da concentração 

protelca, presença de grupos SH livres, SDS-PAGE e imunodifusào 

de Ouchterlony. 

A reaçào de Ell man para grupos SH livres foi positiva na 

proteína irradiada e negativa na nativa. A concentração de 

proteína nà*o foi alterada até a dose de 2000 Gy em relação a 

proteína nativa? na dose de 5000 Gy foi observada uma perda de 

557. do material proteico. A análise de SDS-PASE mostrou a 

formação de agregados proteicos na dose de 2000 Gy e 5000 Gy. Uma 

perda de atividade atigêrtica foi observada na dose de 2000 Gy e 

5000 Gy contra o soro anticrotâlico. 

Estudos pester lores foram realizados com crotamina irra

diada na dose de 2000 Gy em solução aquosa, ausência de 0- e na 

presença de diferentes concentrações de radioprotetores tais 

como: cisteina, nitrato de sbdio e tert-butanol. 0 nível de 



radioproteçào para a to;<ina foi estimada através da técnica de 

imunodifusão radial simples. De acordo com esta técnica o melhor 

agente radioprotetor foi a cistefna. Pois os determinantes 

antigènicos foram preservados e na analise de SDS-FAGE a 

estrutura da crotamina manteve—se Integra como na toxina níJo-

irradiada. 
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ABSTRACT 

Ionizing 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 C. d. terrificu» venom by molecular exclusion 

cromatography was irrradiated in aqueous solution of 1 mg/ml by 

I 60 

gamma rays produced on a Co source. Doses of 100 Gy, 2U00 Gy 

and 5000 Gy (dose rate = 1,14 K IO Gy/h) in presence of 0„ 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, SDS-PAGE and Ouchterlony's immunodiffusion. 

The Ellman's reaction for free SH groups was positive in 

the irradiated protein and negative one. The protein 

concentration was not altered up to the dose of 2000 Gy in 

relation to the native protein; at the dose of 5000 Gy was 

observed a loss of 55*/. of the proteic material. The SDS-PAGE 

analysis showed the formation of protein aggregates in the dose 

of 2000 Gy and 5000 Gy. A loss of the antigenic activity was 

observed both in the dose of 2000 Gy and 5000 Gy against sera 

anticrjtalic. 

Further studies was performed with crotamine irradiated 

at t e dose of 2000 Gy in aqueous solution, 0„ absence and in 

presence of different concentrations of radioprotectors such as: 

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-PAGE analysis the 

crotamine structure was maintained entire like the nor, irradiated 

toxin. 

I 

1 
i 



ÍNDICE 

Capitulo I - Introdução 

1 — Crotamina: Histórico..... ....01 

2 - E-feitos da Radiação em Sistemas Biológicos. . 03 

3 - Objetivos 47 

Capitulo II - Materiais e Métodos 

I 1 - Materiais 49 

2 - Métodos 53 

Capitulo III - Resultados 5? 

Capitulo IV - Discussfro 7i 

Raferfncias Bibliográficas 76 



CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 



1. Crotamina: Histórico 

A cascavel sul-americana subordina-se ao gênero Crotalus 

e â espécie durlssum- Reconhece-se hoje varias sub-especies de C. 

duriftBU* na América do Sul; tendo-se entre estas a C. d tarrifi-

cus. A peçonha desta cascavel encerra vários componentes farmaco-

logicamente ativos, sendo a crotamina um destes. 

. . (23, 24, 43) . , . j.-^- L.» • 
A crotamina ' ' , toxina polípeptidica básica, 

(62) peso molecular de 4B80 daltons , ê encontrada apenas na 

peçonha de cascavéis de certas regiões (Argentina, 

Bolívia,' Norte do Paraná e parte do Estado de Silo Paulo, no 
t 

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

veneno da cascavel C d turrificus (Argentina) por Gonçalves e 

(42) Poison, em 1947 ; posteriormente designada crotamina quando 

foi isolada no mesmo veneno da cascavel brasileira da região 

(43) central e sul, por Gonçalves e Vieira, em 1950 ; os quais 

mostraram se tratar de uma toxina capaz de produzir espasmos 

musculares em animais (camundongos, ratos, cães e cabras). Quando 

injetada intra-peritoniaimente em camundongos provoca a contra

tura seguida de contrações irregulares e espontâneas das patas 

posteriores, resultando na paralisia das mesmas. Estas observa

ções demonstram que a fibra muscular e o alvo principal de ação 

da toxina. 

A crotamina age nas membranas de fibras musculares, alte-

(70 79) (23 

rando sua permeabilidade ao sbdio ' . E pouco tb::ica ' ' 

(DL 50, i.v., em camundongos: 1,50 (1,01 - 2,23) mg/kg', nào 

desempenhando, segundo parece, papel algum ou, pelo menos de 

importância, na fisiopatologia do envenenamento crotâlico no 



homem. 

Crotamina conter» 42 resíduos de ami noácidos e trf*s pontes 

de dissulfeto e ponto isoelêtrico em pH 10,3. 

Na composição de aminoàcidos da crotamina observa-se 15 

espécies de aminoàcidos, tendo a tirosina na posição N-terminal e 

glicina na posição C-terminal. 

9 Lys, 2'His, 2 Arg, 2 Asp, 3 Ser, 2 Glu, 3 Pro, 5 Gly 

6 Cys, jl Met, 1 lie, 1 Leu, 1 Tyr, 2 Phe e 2 Trp 

1 
i 
A extrutura primaria da crotamina -foi determinada por 

(62) Laure, em 1975 . A seqüência ê a seguinte: 

1 5 10 
Tyr - Lys - Gln - Cys - His - Lys - Lys - Gly - Gly - His - Cys -

15 20 
Phe - Pro - Lys - Glu - Lys - lie - Cys - Leu - Pro - Pro - Ser -

25 30 
Ser - Asp- Phe - Gly - Lys - Met - Asp - Cys - Arg - Trp - Arg -

35 40 
Trp - Lys - Cys - Cys - Lys - Lys Gly - Ser - Gly 

As posições das três pontes de dissulfeto foram determi-

(25) nadas por Conti et ai., em 1980 , sendo formadas pelos se-

guintes pares 1/2 cistina da molécula, 4-37, 11-36 e 10-30. 

A presença de grupos SH livres nunca foi detectada. As 

trús, pontes de dissulfeto na proteína confere-lhe uma forma 

compacta e altamente resistente á temperatura, suportando aqueci-

(49) mento ate 70 C por 10 horas sem perder sua toxidade 
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2 . E - f a i t o * d * Radiacfco mm BifttemAB B i o l b g i c o o 

Nes ta seccí ío a l g u n s d o s t e r m o s g e r a i s e c o n c e i t o s com 

r e l a ç ã o a r a d i a ç ã o e do dano da r a d i a ç ã o a s i s t e m a s b i o l ó g i c o s 

s£o r e v i s a d o s . 

2 . 1 . T ipos d» Radiaç&o 

A t a b e l a 1 a p r e s e n t a uma l i s t a de -formas de 

I r a d i a ç ã o que c o n s i s t e m em p a r t í c u l a s e n e r g é t i c a s e de 

c e r t o s r a i o s do e s p e c t r o e l e t r o m a g n é t i c o ( c b s m i c o s , r a i o s 
i 

gama e X) que s ã o , comumente , d e s i g n a d o s como r a d i a ç õ e s 

i o n i z a n t e s . Quando e s s e s t i p o s de r a d i a ç õ e s p e n e t r a m no 

t e c i d o b i o l ó g i c o (ou o u t r a f o r m a de m a t é r i a ) , a l g u n s d o s 

átomos n e u t r o s ao l o n g o do p e r c u r s o de p e n e t r a ç ã o s ã o 

c o n v e r t i d o s a i o n s . No o u t r o e x t r e m o do e x p e c t r o e l e t r o 

m a g n é t i c o e s t ã o m i c r o o n d a s e ondas de r a d i o que saro 

c a r a c t e r i z a d a s como r a d i a ç õ e s n â r o - i o n i z a n t e s . As o n d a s 

u l t r a v i o l e t a sào i n t e r m e d i á r i a s , e t a n t o sua f r e q u é Y i c i a 

como seus e - f e i t o s b i o l ó g i c o s , estâro e n t r e r a d i a ç à r o - i o n i -

z a n t e e n ã o - i o n i z a n t e . 

Tabela l : Alguns tipos de radiado 

lipos de Radiaçío Fontes l/M» 

Particulada! 

Elétron (partículas^ -> decaieento radioativo 1 
Positrons (partículas f>) decai lento radioativo I 
Prdtons Cidotron! gerador 

Van de Graff I 
Neutron fusão nuclear, Cidotron I 
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(Continuação da Tabela 1) 

Kdcles de Hélio decaitento radioativo I 
Kdcleo de eleaentos pesados acelerador de partícula» I 
Eletrctagnéticos (cotpriaeoto de Onda) 

raies Cdsaiccs (5 x 1 0 . nt> , 
raios Basa (5 x 10 - 1.4 x 10 rn) 
raios I * II x 10 - 10 na) 
ultravioleta < 280-400 na) 
liercondas ( 0.3-300 ca) 

ondas de radio O 0.3 » ) 

estrelas 
décaiaento radioativo 
•iouina de raio-X 
lu2 solar, fontes ar t i f . 
radio, televisào e outros 
transmissores, caipos EH 
ar.til. 
cawinicaftas: fontes cbs-
•tcas 

I 
l 
I 
Int 

NI 

NI 

* I, Ionizante; NI, nao ioniiantej lot, lnteraedi.ru. 

^ 

2*2. Modo* ti» tranmfwrftnci* d» Enmrgl* 

De um modo geral, a transferencia de energia 

primária ocorre através da projeção ou excitacào de 

elétrons presentes nos orbitais de átomos ao longo do 

percurso da radiado, apesar de alguma tranferència ocor

rer através da colisão direta com o núcleo desses átomos. 

O percurso de partículas de baixa-massa, tais como os 

elétrons, será irregular, pois estas partículas estão 

sujeitas á dispersão e deflexáro por colisões com elétrons 

do meio. 

2*2.1* IonizaçAo: e passagem de uma partícula energética 

(ou um fôton) causa projeção de um elétron de um 

átomo, como resultado-criaçâfo de um par de fon 

positivo e negativo. Este é o principal meio pelo 

qual a energia da radiação ionizante (partícula ou 

eletromagnética) é transferida para tecidas bio-

4 
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lógicas. A água è a molécula da qual, mais, fre

qüentemente, o elétron é expelido, devido á sua 

predominância na maioria dos tecidos i lógicos. 

Os "radicais da água", que resultam, saro oc prin

cipais agentes que retransferem a energia da ra

diação absorvida para biomoleculas "alvo". 

ExcltaçkQ' em adição a ionizaçâo, uma -fração sig

nificativa da energia de partículas energéticas ou 

de radiaçào eletromagnética è dissipada por exci-

taçao de elétrons. Neste processo, um elétron 

externo de um átomo alvo absorve energia suficien

te para atingir um estado altamente energético mas 

permanece associado ao átomo. 

Collft&a: tanto raios X, raios « , radiação ultra

violeta e partículas carregadas interagem, princi

palmente, com átomos interceptados para projetar 

ou excitar elétron do orbital desses átomos, a 

energia da radiação do neutron ê absorvida, prin

cipalmente, pela colisão direta do nücleo, causan

do a projeção de -fragmentos de desintegração (tais 

como neutrons, protons, ou partículas alfa) possi

bilitando a transferencia da energia cinètica da 

colisão de neutrons. Em tecidos biológicos com sua 

predominância de átomos de hidrogênio, a produção 

de prôtons de alta velocidade (núcleo de hidrogê

nio) è o resultado mais freqüente dessas colisões. 

Desintegração nuclear pode também ser produzida 



por -fôtons de alta energia. Fòtons ou elétrons 

podem interagir com o núcleo alvo para produzir 

emissões de raio-X secundários. 

2.2.4. Transferência indireta de energia: se a energia da 

radiação è, inicialmente, absorvida por ionização, 

excitação, ou colisão, a produção secundária de 

pròtons livres, elétrons, ions, radicais livres ou 

•fôtons pode acorrer quando a energia ê retransfe-

I rida para outros átomos ou moléculas. A desinte

gração do núcleo alvo que tornou-se instável devi-

do a projeção ou absorção de partículas, também 

contribui para a produção secundária de ions pela 

liberação abundante de partículas energéticas. 

Entre os produtos do processo de absorção de ener— 

gia "radicais livres" sào de significado particu

lar. Um radical livre è um átomo com um Cínico 

elétron do orbital desemparelhado, hidrogênio 

atômico sendo a exemplo mais simples. Um radical

ly vre tem uma vida mais longa do que um par de 

lons e tem alta probabilidade de reagir com 

outro átomo, combinando seu elétron desempare

lhado com um elétron de um outro átomo, ou pela 

liberação de um elétron desemparelhado á outro 

átomo, ou pela captura de um elétron de outro 

átomo. Cada uma dessas interações podem tornar a 

criar ions adicionais ou radicais livres. A maio

ria do dano da radiação a moléculas orgânicas, 

• 

6 



está associada com tais cadeias de interações de 

radicais-1ivres secundários. 

2.3. Varlavei» Significativas 

A natureza dos efeitos, que irâfo ocorrer quando 

- radiações ionizantes penetram na materia, depende de uma 
» 

multiplicidade de variáveis. Algumas de maior signi-f içado 

são citadas abaixo. 

I 2.3.1. Tipo d» radiaçfto: os resultados da interação entre 

r adi acuro e o alvo serão influenciadas se a radia-
» 

çâo ê particulada ou nàro particulada, se for a 

anterior, pelo tamanho e carga da partícula ener

gética. Por ?>:emplo, devido aos neutrons nao serem 

lentos ou nao serem defletidos pela carga negativa 

ou pela massa muito pequena dos elétrons encontra

dos, sua energia e mais provàveí de ser absorvida 

por colisttes nucleares diretas. A energia de par

tículas menos carregadas como de raios , por 

outro lado, eerâfo, grandemente, dissipadas na 

ionizaçeTo ou excitação das interações, com 

elétrons dos orbitais. Interações de ions pesados 

de aceleradores de partículas serão influenciados 

tanto pela sua carga como pela sua massa. Quanto 

mais elevada a carga de uma partícula, mais fre

qüentes seríío suas interacòes e maior sera a den

sidade de ions produzidos ao longo do percurso. 

Quanto maior a massa desta, mais lenta esta será 
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(a um dado nivel de energia) e maior será a densi

dade de eventos ionizantes. A energia de massa-

menor: ultravioleta, raio X e e transferida em 

colisões fbtons/elètrons e o dano biológico produ

zido por esta radiação è devido quase que inteira

mente a ação de radicais livres e lons produzidos. 

2.3.2. Velocidade da partícula: a densidade de ions pro

duzidos ao longo do percurso de uma partícula 

ionizante, & influenciada pela sua velocidade. 

Quanto mais lenta esta ê, maior será o número de 

ions produzidos por milímetro do percursso. Por 

esta razào, a densidade de ionizaçâo aumenta con

tinua nente ao longo do percurso de uma partícula, 

pois a partícula ê gradualmente retardada pela 

aumento de transferência de energia. A produção 

mais abundante de ions ocorre apenas antes da 

partícula atingir o repouso. 

2.3.3. Comprimento de onda: para radiação nào-particula-

da, quanto maior sua energia (isto è, seu menor 

comprimento de onda), maior e o seu potencial para 

•fortalecer o dano nos eventos de tranferéncia de 

energia no alvo. 

2.3.4. LET/RBE: Transferência de Energia Linear, ou LET, 

ê uma medida da quantidade de energia liberada 

<por qualquer mecanismo) por micron do percurso 

de qualquer radiação ionizante e e um indicador do 

nível- de destruição biclbgica a ser esperado. Dano 
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biológico è maior e a recuperação pô?;--ir radiação ê 

raais lenta " para radiações de alto-LET do que 

para de baixo-LET. LET è determinado em parte 

pelas variáveis ja mencionadas: este varia com o 

nível da energia cinética (velocidade e tamanho) e 

carga das partículas da radiação e com o compri

mento (energia) da radiação eletromagnética. Desde 

que a velocidade da partícula diminui continuamen

te ao longo do percursso da partícula, LET também 

muda continuamente, aumentando quando a partícula 

torna-se lenta ate cair abruptamente a zero, quan

do a partícula atinge o repouso. Devido ao LET 

variar para diferentes tipos de radiação, o efeito 

biológico e algum?» vezes expresso em termos de 

eficiência biológica relativa (RBE), que è uma 

razão da destruição biológica da radiação em ques

tão para uma radiação de referência (geralmente 

raios-gama). 

2.3i5. Dose: Dano biológico de radiação ionizante aumenta 

com a dose (isto ê, a quantidade da energia de 

radiação absorvida). 

A dose absorvida mede a energia de qualquer tipo 

de radiação capaz de produzir lons, isto h, radia

ção ionizante, em qualquer material• A unidade 

antiga, rad (sigla de "radiation absorved dose") 

eqüivale a 100 erg de energia depositada em uma 

grama- de material ou ainda 0,01 joule de energia 
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<E = 1/2 m.v , onde m ò massa e v velocidade) 

depositada em um quilogramc. do material. A nova 

unidade, grõy, eqüivale i» um joule por quilograma 

e, então," a relação entre a antiga e a nova uni

dade e: 

1 rad = 0,01 gray ou 1 gray c 100 rad 

12.3.6. Mod if icadores: Modi-f icadores da resposta radi obio-

lògica para radiações ionisantes devem ser inclui— 
i 

das na lista de variáveis que governam a natureza 

do dano da radiação. Tanto sensibilizadores (por 

exemplo, oxigênio) e protetores (por exemplo, 

tiois) podem estar presentes e o efeito livre da 

presença de modi-f icadores sera determinado pelo 

tipo de modi-f icadores presentes, sua concentração 

e potência relativa. 

2.4. Efeito d* Depoeicfco de Energia 

A deposição de energia por radiações de alta 

energia leva a formação de um grande expectro de espécies 

ionizadas e excitadas, as quais conjuntamente e rapida

mente são desativadas ao substrato original ou resultam 

em outros produtos, comumente via formação de radical 
. . <95) livre 

Substrato > Ions, Moléculas Exci tadas > Produtos 
* I * 
i ^ . 

I ! 
— — — Radicais L i v r e s • 

10 



A deposição de energia sobre as próprias 

moléculas alvo è referida como açào direta, já a deposi

ção de energia no meio que as cercam, com subsequente 

transferência a alvos críticos, è referida como açào 

indireta. 

A energia absorvida em uma mistura è distri

buída aproximadamente na proporç&o da razào de massa de 

seus constituintes , isto è, em um sistema biológico 

ias energias depositadas na parte orgânica (RH, R'RH) mais 

na parte inorgânica e na água poderia ser 25% e 75% 
t 

i 

do total, respectivamente. Isto leva a formação de espé

cie altamente reativas, as quais tem sido extensivamente 
. . . (20, 34, 95) estudadas ' ' , como segue: 

HV 
(1) H 20 > H' + 0H' + e-aq + K, + H^ü 

A deposição de energia não è uniforme em água 

.. . . . (66, 93) . . . ..-14 . . radiolizada ' . Aproximadamente Io segundos apôs 

o pulso da radiação de alta energia, elétrons interagem 

com moléculas de água para produzir as espécies primarias 

da radiblise da água, de acordo com as equações 2-4. 

(2) H20 + e- rápido -> H 2 0
+ + e- + e- rápido t J / 2

 A 10~16seg (31) 

•+ " -|2 - > H 3
+
+ 0 H - t l / S ^ ^ " 1 4 

i/; 

(3) H o0 + Hn -> H, + 0H" t w o > 10 seg (61) 

(4) e- + água -> e- eq t, /0
 v 10_1"seg (27) 

Esses produtos primários da radiblise da água 

são formados em regiões restritas pequenas conhecidas 
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como " s p u r s " , d e a p r o x i m a d a m e n t e 2 nm d e r a i o . O e~ a q . e 

• formado - f o r a do s p u r , e n t r e t a n t o a f o r m a ç ã o d e H_,0 e QH* 

e s t ã o l o c a l i z a d a s , i n i c i a l m e n t e , no n ú c l e o do " s p u r " numa 

essfera de v 0 . 7 5 nm d e r a i o . E s s a s e s p f e c i e r , p r i m á r i a s 

- 1 4 - 1 2 
s o f r e m r e a ç õ e s n o s " s p u r " ent res 10 a I O s e g . p e l a s 

r e a ç õ e s 5 - 8 . 

2 . 4 x I O 1 0 M 1 
; e g -1 (44) (5> e - a q + H_0 - > H* + H^O K -

( 6 ) e - a q + OH' - > OH- K = 3 . 0 x 1 0 U > M _ 1 s e g " 1 ( 5 0 ) 

( 7 ) e - a q + e ~ a q - > H_ + 2 0 H - K = 4 . 5 x I O 9 r f 1 s e g " 1 lZ^' 4 4 ) 

( 8 ) OH" + OH' •> H 2 0 2 K = 5 . 0 K I O 9 M J 
s e g 

- 1 ( 6 9 ) 

Quando o " s p u r " a u m e n t a e o s p r o d u t o s começam a 

s e d i f u n d i r p a r a f o r a , i n t e r a g i n d o com o m e i o a o r e d o r , 

e l e s s o f r e m r e a ç õ e s com o u t r o s r a d i c a i s , f o r m a n d o 

r a d i c a i s e m o l é c u l a s n e u t r a s como p r o d u t o s ( e q u a ç õ e s 9 -

1 4 ) . 

( 9 ) e - a q . + H* + H 

( 1 0 ) OH' + H" 

( 1 1 ) e - a q . + H 2 0 2 

— > H,. K = 2 . 5 x I O 1 0 M 

(12> H" + H 2 ° 2 

( 1 3 ) OH' + H 2 0 2 

( 1 4 ) OH* + H 0 

— > H 2 0 K 

— > OH- + OH* K 

•> H 2 0 + OH* K 

-> H O + H 0 2 K 

•> H o 0 + H ' K 

7 . 0 x I O 9 M~ 

10 
1 .2 K 10 M 

9 . 0 x I O 7 r f 

= 2 . 3 x 10 M 

s e g 

;eg 

•1 (50) 

•1 ( 9 9 ) 

s e g -1 (50) 

s e g 
- 1 ( 9 7 ) 

s e g 
- 1 ( 9 8 ) 

= 6 . 0 >i 10 M s e g 
- 1 ( 9 9 ) 

D e n t r o d e 10 "* s e g . d o r e c e b i m e n t o d o p u l s o d e 

r a d i a ç ã o , a s r e a ç õ e s d o s r a d i c a i s l i v r e s p r i m á r i o s e s t i l o 
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completas e uma solução homogênea de produtos de 

radiòlise da água como mostrada na reação 1 esta -formada. 

0 rendimento dessas espécies para 100 eV de energia 

absorvida <o valor G) o aproximadamente como é mostrada 

(21) na reação 15 

hV 
(15) 4.2 K,0 > 

2.7 e- aq. +2.7 H^0+ aq. +2.7 OH" + 0.6 H" • + 0.45 1-T + 0.7 Ĥ CL, 

I 

-12 Dentro do "spur" em < 10 seg. após a 
1 

incidência da radiação a concentração de H* e e - aq. pode 
(95) atingir 10 e 100 mM, respectivamente ; enquanto no 

núcleo do spur, H* e 0H" podem ser formados em 

concentrações de aproximadamente 0.5 e 2M, respectivamen-

. (34 ,57, 56, 93) ., . 

te * ' ' Como as dimensões do spur aumentam 

com o passar do tempo e os produtos de radiblise da água 

sofrem suas reações, as concentrações das espécies 

diminuem tanto que a 10 ̂  seg. uma solução homogênea ê 

formada, com concentração de radicais que são em ordem 

de magnitude menores do que inicialmente formados 
-12 K 10 seg.) no núcleo do spur na interação dos 

produtos de radiòlise da água com oxigênio molecular. 

0 rendimento e a natureza das espécies molecu

lares e radicais formados na irradiação da água h influ

enciada em grande grau pela presença do oxigênio molecu-
(16) 

lar . 0 oxigênio molecular tem alta afinidade por 

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

13 



droxil (eq. 16) e radicais anion superoxide (eq. 17), 

resp Efetivamente. 

(16) H* + 0 o -> HO; k «= 1.9 x 1010 M_1 seg_1 <97) 

<17) e- aq. + G_ -> Ol K = 2.0 r. 1010 M_1 seg"1 < 5 1 ) 

As proporções dessas reaçòes sào tào altas que 

em água saturada com oxigênio, poucos solutos competem, 

-B I com o oxigênio. Então em 10 seg. após a irradiação, os 

produtos de radiblise em água oxigenada incluem: 
i 

(18) HO^ + 0H' + G£ + H2 + H 20 2 

0 oxigênio interage com o radical hidroxil 

somente em condições de pH extremamente alto, sob essas 

condições o ion ozonida 0^ é formado. 

As reações entre compostos orgânicos e produtos 

primários da radiôlise da água tem sido estudado extensi

vamente. Sob condições de anôxia, reações da elétron 

hidratado e átomo de hidrogênio são importantes. 

Reações entre os elétrons hidratados <e- aq.) e 

compostos orgânicos sào, por definic&o, processos de 

transferencia de elétrons. Desde que reaches de transfe

rência de um elétron com a maioria dos compostos orgâni

cos nSa produzem espécies estáveis, os produtos de r&a-

çòes primárias sofrem reaçòes secundarias para gerar 

produtos estáveis. 0 elétron hidratado sofre reações de 
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adição com a maioria dos compostos orgânicos, dependendo 

da afinidade eletrônica e potenciais de redução deles 

* . 0 átomo de H" participa em reações de adição á 

sitio de insaturaçâro em compostos orgânicos, abstração de 

hidrogênio de compostos orgânicos e reações de transfe

rência de carga com lons de metal '° . O radical 

hidroxil reage similarmente por abstração de hidrogênio, 

adição a sítios de insaturacao e transferência de elétron 

As reatividades do radical ânion superòxido e 

(12) , do radical perhidroxil tem sido revisadas. Em cada 
i 

caso, as reações de espécies transitórias formadas da 

ãgua (e oxigênio, se presente) envolve, uma competição 

entre reações de espécies do tipo radical com solutos 

orgânicos (eq. 19) e com água (eq. 20 a-c) e a proporção 

dessas reaçòes dependerá do comprimento da ligação carbo-

no-hidrogénio e da estabilidade dos radicais livres pro

duzidos. 

(19) RH + e~ aq. ou 0H* ou H" — > produtos-radicais 

<20a) e- aq. + Ho0 --> H* + 0H~ 

(20b) ÜH' + H„0 — > H0 + 0H" 

(20c) H' + H_0 — > H_ + OH" 

A importância relativa a efeitos diretos e 

indiretos na gênesis do dano da radiação tem sido muito 

debatida. Entretanto esses efeitos safo conceitualmente 

distintos, os limites práticos entre eles tem tornado-se 



obscurecidos quanto mais é compreendida sobre a química 

da radiação na água. A di-ferença prática entre interação 

direta de uma molécula alvo com fôtons ou elétron Compton 

(elétrons rápidos na- equação 2) e a presença de uma 

molécula alvo muito próxima a um spur de radiâlise da 

água, tendo concentrações muito altas de e~ aq. e OH" nào 

(96) ê claro . Além disso, os efeitos diretos da radiação 

nem sempre resultam em dano ao sitio de absorção de 

energia, como efeitos diretos podem também envolver pro-

J 4. r ^ • .4 . <i5, 52) 

, cessos de transferencia de energia ' 
i 

2.5. Ef*ito do Oxigãnio 

Radiobiologistas parecem atribuir ao efeito do 

oxigênio, principalmente, as duas seguintes reações de 

fixaçSo-dano: a formação do radical peroxi (reação 21), 

que previne a regeneração da molécula original, eq. 21 e 

22 e o seqüestro de e-, que previne a regeneração do 

(95) substrato do cátion eq. 23 e 24. 

(21) R'R* + 02 — > R'RO^ 

(22) R'R" + RSH — > R'RH + RS 

(23) RH — > RH+ + e-

(24) 0n + e- — > 0'2 

Esses dois efeitos ocorrem em uma curta escala 

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

(95) efeitos danosos de 0* aq. poderiam também contribuir 
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para o efeito do oxigênio. Na presença de oxigênio, uma 

provável porção de e~ aq. e H O 507.) poderia dar 0~ aq. 

Por causa da bai>:a reatividade de 0,1, aq. ha alguma con-

(95) trovèrsia sobre sua toxicidade . Mais pesquisas serão 

necessárias para avaliar sua contribuição no efeito do 

(95) ' oxigênio. As reações de dano da H o0 n poderiam tambbm 

contribuir para o efeito do oxigênio. O e- aq. e H são 

convertidos em 0^ aq. (reações 17 e 25). 

I 

Ho0 
I -

1' K-- Uí (25) HOl ç==* Or aq. + H aq. 

Em resposta, O" aq. formara H„0 o via reação 26. 

(26) 0' aq + Oi aq + 2H+ aq. — > H„0_ + 0_ 

Os peròxidos orgânicos e hidroperôxidos forma

dos na presença de oxigênio poderiam contribuir também 

para o efeito do oxigênio através da produção de radicais 

alcõxi (reações 27 e 28), radicais hidroxil (reaçào 29) e 

compostos carboml tóxicos 

(27) R00H + Fe 2 + aq. — > RO* + 0H~ aq. + Fe 0 + aq. 

(28) ROOH + hv — > RO' + RO* 

(29) ROOH + hv --> RO' + 0H' 

As contribuições de H o0 n, ROOH, R00R e compos

tos carboníl poderiam estar presentes no período pos-

irradiaçllo. " 

17 



O dano químico por radiações de alta energia 

nâra è limitado a quebra da ligação C-H (a qual pode ser 

reparada por protetor químico que sào doadores de H) ou 

ao dano por 0̂ , aq. (que pode ser evitado pela desmutasc? 

superoxide). As espécies metaestáveis -formadas, por exem-

• pia, perd»iida de hidrogênio e hidroperò::ida orgânico sào 

as -fontes mais prováveis do dano no período pòs-irradia-

çà*a. A toxicidade da maioria dos produtos estáveis, pro-

I vavelmente, também contribui para o dano radiobiolôgico . 

Um breve perfil da complexidade das conseqüências quina-

cas (e bioquímicas) do dano da radiação e dado abaixo. 

2.6. Mecanismo» d* R«*çfco na Radial is» da Protalnan 

Estudos da ação química de radiaçtoes ionizantes 

na cadeia principal peptldica, envolveram estudas ante

riores da química dos mais simples Oi-aminoácidos como 

monómeros, tanto em sistemas aquosos e no estado sólido. 

Danos químicos em soluções aquosas diluídas sào 

iniciados pela decomposição da água induzida pela radia-

(41) 9P 

çlfo citados na equação 1. Para raios 0 e elétrons 

rápidos os rendimentos dos produtos em radical correspon

dem a 6 <0H) = 2.8, G (e~) * 2.7, G (H) *• 0.55. As 

reações da maioria dos radicais e aq. e 0H com aminoà-

cidos glicina e alanina em solução livre de oxigênio 

produzem amania, cetoàcidD e ácido gra>:o como produtos 
(41) principais 

Estudos químicos detalhados desses sistemas 
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incluindo o uso de solutos secundari05 para o seqüestro 

pre-f erenci ai de e~ aq. e OH" levaram á identificação dos 

^ , v <41) 
principais modelos de reação 

(30) e aq. + +NH-XH(R) COO — > NH_ + CH(R)CCQ 

(31) OH" + +NH_CH(R)C0O~ — > H_,0 + +NH,C" (R)C00~ 

Reações subsequentes incluem: 

(32) CH(R)C00~ + +NK,CH(R)C00 — > CH_(R)C00 + +NH_C (R)C00 

(33) CH(R)C00~ + +NH^C (R)C00~ —> CHo(R)C00~ + +NH„ = C(R)C00~ 

(34) 2+NK,C (R)COO" —> +NH_ = C(R)CQ0~ + + NhL CH (R > COCf 
O Z 3 

Uma pequena fração de radicais NH-.C" (R)COO-

sofrem dimerizaçao para produzir o ácido °C <• *V diamino-

succinico. 

0 derivado lãbil ácido imino produzido nas 

reações 33 e 34 de desprotonaçlro, hidrolisa-se esponta

neamente. 

(35) H^O + +NH_ = C(R) COO — > +NH. + ROOCOO" 

Toda £1 estequiometr ia das reações 30-35 dâ: 

GÍNhU * G (RC0C00H) + G (CH-RC00H) * 5 

que corresponde a valores muito provimos dos observados 

experimentalmente 

(41) Na-extensão desses estudos verifica-se que 
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aminoácidos tais como Vj -alanina e G -aminocapròico nào 

sofrem deaminaçào redutiva (reação 30). E -foi concluído 

que e aq. adiciona-se a ligação C = 0 de O^ -aminoàcidos 

mais simples. 

(30a) e~ aq. + +IMH,CH(R>C0G 

I 

i 
t 
e que o radical ânion intermediário se dissocia 

> NHj + CH(R)CQ0~" 

Se ha mais do que uma unidade de carbono entre 

grupos amino e grupos carbonil, deaminaçào redutiva nào 

ocorre. 

A deaminaçâfo redutiva de O^ -aminoácidos via 

reação 30 foi logo confirmada por várias observações 

adicionais. Os radicais livres transitórios da reaçâfo 30, 

"CH(R)C00 , foram observados diretamente em estudos do 

pulso de radiòlise de um certo número de sistemas aquosos 

de aminoácidos. 

Com os ̂ -aminoácidos alifáticos de maior peso 

molecular, isto é, com oá -aminobutirico, valina, leucina, 

0 
t 

—> MHJ:H(R)C 

(30b > NH-rCH(R)C" 3 

0 
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etc? a reação de deaminaçà"o redutiva (reação 30) continua 

a representar a principal via de remoção de e aq. Entre

tanto, com o aumento da cadeia lateral alifàtica, o 

ataque do OH via reação 31 nao e mais confinado a ligação 

C-H do carbono ot, outras ligações C-H ao longo da cadeia 

' lateral também serão envolvidas. Com os OC -aminoàcidos 

insaturados tais como fenilalanina, tirosina e histidina, 

a cadeia lateral representa o principal locus de competi-

- - (41) I cão para reação tanto de e aq. e OH 

Com o aminoàcido cistelna, as reaçòes de e aq. 

e OH ocorrem exclusivamente na função SH 

A presença de 0„ dissolvido em uma concentração 

relativamente alta resulta no bloqueio da deaminaçào 

redutiva (reação 30) desde que o elétron hidratado, e 

aq., è seqüestrado preferencialmente para produzir o 

radical hidroperoxi1, HO*. 

(24) e aq. + 0 2 — > 0'2 

(36) Q~2 + H20 — > HO^ + 0H-

(37) 2H02 — > H 20 2 + 02' 

A reação do OH nà*o è inibida por 0 o e no caso 

de glicina e alanina, os radicais do carbono 

NH-,C" (R)C00 formados na reaçào 31 reagem com 0r, para 

produzir H0_' e ácido imino label. 

(38) 0„ + +NH,C (R)C00~ — > +NK_ = C(R)C00 + H0„ 
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com hidròlise espontânea para dar amônia e cetoácidos. 

(39) HJ3 + +NH_ = C(R)C0O — > +NH„ + RCOCOO" . 2 2 4 

A formação do radical hidropero>:i 1 <H0o", O*) 

via reacao 38 tem sido observado em estudos do pulso de 

(41) radiòlise de soluções aquosas de glicina . 0 produto 

' estequiometricamente, na soluçara oxigenada, esta aproxi

mado por 6 (NHL,) *• G (carbonil) * G <0H) *• 3 (4l). o 

rendimento da deaminaçào oxidativa diminui com o aumento 

do comprimento da cadeia lateral ali-fàtica. Com norleuci-

na, NH_CH <CH -CH_-CH_-CH^> C00-, somente uma pequena 

fraçào de radicais OH safo removidos através da abstraçlfo 

de H na nosiçâro do carbono para dar B (NH.,) •* 0.3. 

2.6.1. Química na Cada!a Principal da Protalnaa 

2.6.1. a - Solução aquosa oxlganada 

Acredita-se que as reações de OH nas 

posições C-H ao longo cadeia principal da proteína 

levam a degradação oxidativa via: 

(40) P - C0NHCH(R)-P + OH --> P - C0NHC* <R)-P + H20 

(41) P - C0NHC'<R)-P + 0 — > P - C0NHC(02*) R-P 

quo em reações subsequentes irào produzir as -fun

ções amida e cetoâcidos. Toda a química desta 

seqüência de reações ê, estequiometricamente, 
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e q u i v a l e n t e a s e g u i n t e r e a ç í t o : 

(42 ) P - CONHCH(R) - P + O — > P - CONH_ + RCO-P + h L 0 o 

*- 2 2 2 

0 ataque de OH via reaçíio 40 foi verifica

do como ocorrência de competição do ataque OH a 

cadeia lateral, com o rendimento de degradação da 

cadeia principal sendo afetado tanto pela composi

ção de aminoácidos cor.io pelas características 

conformacionais da proteína. 

Os produtos cetoâcidos incluem glioxilico, 

pirovico, fenilpirüvico, CiC -cetoglutárico, o:<a-

lacético mais traços de outros c< -cetoâcidos na"o 

identificados para dar um rendimento combinado de 

G O CO) * 0.9. O rendimento combinado de ami da è, 

apreciavelmente maior com G <amida) *• 1.25. Estu-

(41) dos mais detalhados com peptldeo mostram que 

a diferença entre G O CO) e G (amida), aumenta em 

parte, do fato de uma química secundária (parale

la) está envolvida na degradação radiolitica da 

(41) 
cadeia principal da proteína . Este segundo 

modo de degradação produz a função amida e produ

tos orgânicos de maior oxidação. 

(43) P - CONHCH(R) - P + 0 2 — > P - C0NH2 + RC00H + produtos 
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A separação e isolamento de -fragmentos de 

proteínas -formados pela quebra da cadeia-principal 

na radiòlise-X de ribonuclease (RNase), ooroalbu-

mina bovina (BSA) e dehidrogenase lactase (LDH) em 

soluções oxigenadas tem sido recentemente atingida 

(41) 

Os -fragmentos da proteína tornam-se apa

rentes somente depois da redução das ligações S-S 

l nas proteínas irradiadas com nercaptoetanol (RSH). 

1 

<44) PSSP + RSH > PSH + PSSR 

(45) PSSR + RSH > PSH + RSSR 

em meio aquoso com dodeci1 sulfato de sódio, SDS. 

A separação foi atingida por uma combinação de gel 

filtração e gel de eletroforese. O rendimento 

observado da fragmentação (valor G) para RNase, 

BSA e LDH saro 0.17, 0.3 e 0.1, respectivamente. 

Em proteínas como LDH, que contém grande quanti

dade de aminoâcidos insaturados e aminoâcidos 

contendo enxofre, poderia ser esperada menor ren

dimento de fragmentação da cadeia-principal. Esses 

valores podiam ser um tanto baixos como uma medida 

do ataque do radical OH a cadeia principal nestes 

sistemas. A hidrôlise ácida suave anterior aos 

passos de filtraçáo e eletroforese poderia resul

tar ~em rendimentos de fragmentação um tanto 
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maiores do que aqueles relatados. 

Estudos de pulso de radiblise e espectros-

copia cinètica tec. também demonstrado evidencias 

para reações de OH na cadeia principal da proteí

na. 0 radical CONHC'(R) em peptideos tem mos

trado uma forte banda de absorção em 250 nm com 

(41) alto coeficiente de extinção 

Estudos do espectro de absorção produzidos 

(41) 
pelo ataque OH na papalna e na ribonuclease 

sugerem que 20-305C de radicais OH gerado nesses 

sistemas reagem nas posições C-H ao longo da ca

deia principal da proteína. 

Estudos combinados de gel filtraçào e 

ultracentrifugação de proteínas irradiadas em 

soluções oxigenadas tem mostrado a presença (antes 

da redução com RSK) de monômeros alterados confor-

macional mente com um menor conteúdo de Q£-hélice 

(41) 
do que na proteira "nativa" . Esta denaturação 

da estrutura proteica induzida pela radiação e 

observada em solução oxigenada e tem sido demons

trada em um certo numero de sistemas protèicos por 

medidas de alterações através da dispersão optica 

(41) 
rotatoria e fluorescencia do tripto-fano 

Esses autores tem sugerido que esta destruição 

induzida pela radiação da hèlice de? proteínas em 

solução oxigenada aparece devido a mudanças quí

micas' em sítios da cadeia lateral. Isto poderia 
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signi-ficar que quebras oxidativas da cadeia prin

cipal via reações 41 e 42 (as quais ocorrem em 

paralelo com mudanças oxidativas em sítios da 

cadeia lateral) poderiam ser também um importante 

fator na desestabi1izaçao da estrutura tlü °£ -

hèlice de proteínas irradiadas em soluções oxige

nadas. 

i 2.6.1. b - Goluç&o aquoia livra d« oxigênio 

Vários tipos de evidências indicam que a 
i 

adição de e- aq. ao carbonil peptídico de proteí

nas em solução livre de oxigênio 

(46) P - CONH - P + e-aq. — > P-C* (O-)NH-P — > P-C* (OH) T-4H-P 

ocorre na competição com adição de e _ aq. a liga

ção dissulfeto da cistina e resíduo histidina 

protanado. Por exemplo, estudos do pulso de ra-

diòlise de papafna indicam que a reação 46 repre

senta a principal via de remoção de e~ aq. nesse 

sistema, sendo este atraído, predominantemente, á 

cistina da ligação dissulfeto e a resíduos de 

<41) histidina . Por outro lado, com lisozima e 

tripsina o e _ aq. é, preferencialmente, atraído 

,M M • *. <41> 

para resíduos de cistina 

Estudos recentes de reações de e~ aq. com 

proteínas de cromossomos, histomas HI e protamine 
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(compostos de poliglicina, pal i arginina e poli aia-

nina) indicam que a reacíto 47 de dissociação re

presenta a conseqüência química principal de 

(47) P - C'(OH)NHCH(R)-P — > P-CONH„ + C H(R)-P 
ML. m 

adição de e~ aq. ao carbonilpeptidico de histamina 

HI e protamina (e derivados ácidos poliamino de 

, lisina, arginina e alanina). Eletroforese em gel 

de poliacrilamida de protamina e histona irradiada 
i 

mostram extensiva quebra da cadeia-principal, 

embora dados dos rendimentos quantitativos não 

tenham sido relatados. Deve ser notado que a his

tona HI e protanina neto contêm cisteina, cistina, 

metionina ou histidina que sà*o conhecidas por 

serem efetivas como centros de competição para 

captura de elétron. 

Tem-se sugerido que o e~ aq. primeiro 

adiciona-se ao carbonil de ligações peptidicas 

localizadas na superfície da proteína e que a 

transferência de elfetrons de radicais -C"(0~)NH- a 

resíduos cistina e histidina ocorre através das 

ligações hidrogênio entre as unidades peptidicas 

(41) 
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2.6.2. Química da cadeia lateral da proteínas em soluçfro 

aquosa 

2.6.2. a - Resíduos contendo enxofre 

Em estudos com papai na e gliceraldeído-3-

(41) •fosfato dehydrogenase , três modos de oxida-

ç&o induzida pela radiação de proteínas com grupos 

SH em soluções oxigenadas tem sido formulada, isto 

l 

(4S) PSH + OH — > PS" + H O 

(49) PSH + 01 — > P" + HDÍ 

e processos moleculares mais lentos 

(50) PSH + HnQn --> PSOH + Ho0 

Reaçòes subsequentes de PS" macromolecular 

com 0 leva a formação de produtos nào-reparéveis 

que presumi-se ser os derivados sulfínico (RS00H) 

e sulfôníco (RSO-H). 

(51) PS' + 0- — > PS01 — > produtos 2 2 

A oxidaçào de PSH pela H^O-, via reação 50 

para produzir o derivado ácido sulfènico PSOH e 

reparàvel, onde este pode ser revertido pela adi-

(41) 
çao de excesso de cistelna e outros tibis 

(52) PSOH + RSH — > PSSR + H20 
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<53) FSSR + RSH — > PSH + RSSH 

Rendimentos de inativação para papains e 

GAPDH em soluções oxigenadas são excepcionalmente 

altas. Por exemplo, com soluções saturadas do ar 3 

x 10 ° M papaina sob radioiise gama o G <inat) 0„ 

31 4.8 do qual G ^ 3.5 e reparàvel no tratamento 

com excesso de cistelna. Similarmente, rendimentos 

altos são observados com GAPDH. Com papaina que 

tem um único grupo SH (que é essencial para ativi

dade enzimâtica) somente 207. dos radicais QH dis

poníveis estão envolvidos na reação 48 para produ

zir dano não-reparável. 

Os resíduos são removidos através de rea

ções em outros sítios da cadeia-lateral e na ca-

deia-principal da proteína. A maioria da química 

do enxofre nesses sistemas surge da reação da H-G,, 

com PSH como formulada na reação 50. 

Estudos similares -foram feitos com lactase 

<41) dehydrogenase (LDH) e a perda da atividade 

enzimâtica em solução oxigenada envolve a oxidação 

SH no sitio ativo. Entretanto, o rendimento de 

inativação com LDH ê muito mais baixo com G (inat) 

0_ •* 0.12. Este baixo rendimento de inativação, 

quando comparado á papaina e GAPDH é atribuído ao 

fato de que grupos SH da papaina e GAPDH estão 

envolvidos em ligaçbes do substrato e são altamen-
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te nucleofi1icos. Desde que eles sào mais reativos 

da que grupos SH da LDH que não tem esta -função, 

mas conserva a estrutura tridimensional através 

da -formação da ligação de H. 

0 rendimento de inativaçàfo G (inat)O^, -̂  

0.12 obtido com LDH cai dentro do limite de inati-

vaçào observada com a maioria de outras enzimas G 

(inat)0o •* 0.1 a •* 0.5 em solução oxigenada. Há 

I duas razoes principais para valores baixos, geral

mente, de inativaçào por radiaçlto ionizante: (1) 
í 

somente poucas enzimas como a papaina e GAPDA tem 

sítios reativos para H„0._ (2) o ataque de radicais 

OH e, relativamente, nào especifico e e amplamente 

distribuído sobre muitos sítios tanto da cadeia 

lateral como da principal. 

Os principais sítios para reação de e- aq. 

com proteínas em soluções livre de oxigênio in

cluem ligações de dissulfeto, carbonil peptldico e 

histidina da cadeia lateral. A captura de elétron 

em ligações de dissulfeto na proteína produz uma 

banda de absorção característica em 400 mm ob

servadas com cistina e outros dissulfetos simples 

(41) 

(54) PSSP + e- aq. — > PSSP 
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As conseqüências químicas do ataque de e~ 

aq, a ligaçào S-S de proteínas não silo totalmente 

compreendidas. Parece haver dois tipos de captura 

dissulfltica em proteínas. Em um tipo de PSSP e de 

vida curta e sofre dissociação. 

<55) "PSSP — > PS" + PS-

<56) PS- + Ho0 — > PSH + 0H~ 

I 

como è achado com dissulfeto simples, cistina etc. 
i 
i 

A produção de PSH pelas reações de dissociação 55 

e 56 tem sido observado com um certo número de 

proteínas em solução aquosa incluindo a papalna 

(41) 

Com papaina, a reação de dissociação 

contribui para todo o rendimento de inativaçlto. 0 

PSSP do segundo tipo è de vida-longa e tem esta

bilidade de lons -S-S- . 

Aparentemente os PSSP de vida-longa tem 

estruturas e meios que evitam a dissociação. 

Enzimas, que mostram um alto rendimento de 

radicais PSSP de vida-longa, com um pouco ou ne

nhum de vida-curta, não são significativamente 

inativadas por e- aq. . Tem sido sugerido que 

espécies PSSP de vida-longa são removidas, -final

mente, através de reação posterior com radicais 

•formados através do ataque OH em vários locais da 

cadeia lateral e principal. 
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Os radicais PS* formados na reação 55 e os 

radicais OH na reação 48 podem sofrer reações de 

combinação em soluções livres de 0 o para produzir 

dl meros e trlmeros de alto peso molecular que 

contribuem para o rendimento combinado de agrega

dos. Agregados de radiação surgem tanto de liga-

çòes covalentes e não covalentes. A ultima forma 

de agregado se dissocia em monomeros èm soluções 

(41) aquosas concentradas de SDS ou uréia 

Recentemente, estudos detalhados tem sido 

feitos da formação radiolitica de produtos agrega

dos em soluções livre-O^ de lactase dehidrogenase 

<LDH)J ribonuclease (RNase) e soroalbumina bovi-

(41) 
na, BSA . Técnicas de gel filtraçâfo e eletro-

forese em gel foram utilizadas na separação das 

fraçòes de proteínas em solução aquosa de SDS com 

e sem a adição do agente redutor, RSH. 

Os resultados mostram claramente que dois 

tipos de dl meros ligados covalente são formados 

aqueles que contem ligações cruzadas de dissulfeto 

e aqueles que contem outras ligações covalentes 

(não-reduzlveis). 0 rendimento combinado de dlme-

ros 1iqados covalentes nesses sistemas esta no 

limite entre G O.1 e G 0.5. Pontes dissulfeto 

parecem ser menos importantes (10 a 40"/.) do que 

ligações cruzadas de outros tipos de reações radi

cal-radical . 
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2.6.2. b - RoBlduoo Inoaturadon Aromoticoo 

A maioria das enzimas (com exceção de 

certas enzimas com grupo SH mencionadas anterior

mente) sàò inativadas pelo ataque OH em solução 

oxigenada com relativamente baixa eficiência e tem 

(41) G (inat)O^ no limite 0.1 a 0.5 . Embora dados 

anteriores de pulso de radiòlise e analises de 

produtos mostraram que resíduos insaturados aro-

màticos são sítios importantes de ataque OH nesses 

sistemas, tais estudos mostram somente informações 

limitadas sobre aminoacidos essenciais para ativi-

(41) 
dade de uma enzima em particular . Em soluções 

saturadas de N_0 (N_0 + e~ eq. — > N,, + OH" + 

OH -), o espectro transitório da reaçà*o OH com a 

maioria das prctefnas (por exemplo, pepsina , 

RNase, lisozima, tripsina) sào pouco característi

cas e refletem a nào especificidade das reações 

OH que são amplamente distribuídas sobre muitos 

sítios tanto da cadeia principal como da lateral 

(41) 
. Entretanto a descoberta que ions inorgânicos 

gerados na forma de radiacal livre via: 

(57) X' + "OH — > X* + 0H-

(58) X' + X- — > X- (X = CNS-, Br-, I") 

sào, relativamente, nàro reativas para com c<minoá-

cidos alifáticos, mas mostram especificidade em 
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suas; reações com resíduos aroma ti cos e resíduos 

contendo enxofre, possibilitam uma nova tentativa 

para identificação de resíduos cruciais para ati

vidade de uma enzima particular. Em estudos 

ante iores a especifidade da reaçàa com radicais 

<CNS)0 com triptofano -foi usada para mostrar que o 

(59) TrpH + (CNS)- > TrpH+ + 2 CNS" 

(60) Tr(pH
+ > Trp* + H+ 

dano da radiação ao triptô-fano leva diretamente a 

perda de atividade da lisozima. Estudos combin£<dos 

de pulso de radiblise e inativacao enzimatica de 

reações de radicais (CNS)„, Br e 1̂ , com inümeras 

enzimas levaram a uma tentativa de identificação 

de resíduos de aminoàcidos essenciais a atividade 

enzimatica da lisozima CtrypD, ribonuclease LhisD, 

tripsina Chis!, pepsina CtrypD, papaína [cys3 e 

(41) lactase dehidrogenase rcys3 

Reações de transferência entre radicais 

triptô-fano e resíduos de tirosina em sistemas 

(60) Trp' + TyrOH > TrpOH + TyrO' 

aquosos de peptideos e proteínas ten» sido 

idenficadas e estudadas cineticamente 

Radicais azida gerados radioliticamente reagem 
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(62) N_ + OH > M, + H_u 

seletivamente cam resíduos de triptòfana em 

solução neutra 

(63) TrpH + N4 > Trp" + H+ + N~ 
w %3 

A migração de dano do tripto-fano a 

tirosina através da reação 61 parece ocorrer mais 

por transferencia direta de H; do que pela 

condução de carga através da cadeia peptídica ou 

através das ligações de hidrogênio. Medidas de 

proporções da reação 61 estão sendo usadas em 

estudos dos efeitos do meio de estrutura e 

conformação protelca. 

A ligação cruzada entre aminoácidos 

insaturados como fenilalanina, tirosina, 

trxptbfano e histidina em soluções aquosas livres 

de 0o de derivados peptldicos simples tem sido 

demonstrada. Há agora evidência definitiva que 

processas similares estão envolvidos na dimeriza-

ção induzida pela radiação de proteínas. A ligação 

cruzada ditirosil tem sido detectada através do 

uso de sua característica forte no espectro de 
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de -f luorescencia com A = 400 nm como um 
ma:: 

produto da radiôlise - 0 de insulina, ribonu-

clease, papaína, colágeno, historia e lisozima 

(41) aquosa . Embora os rendimentos observados de 

ligações cruzadas ditirosil nesses sistemas (6 = 

0.1) sà*o baixos quando comparados a G(0H), sua 

detecção sugere que reações de ligação cruzada 

similares em outros sítios estào também envolvi-

(41) das, mas são menos rapidamente identificadas 

c - RMlduos Allfàtlcoft 

Na radialise da maioria das enzimas em 

meio aquoso, os conteúdos relativos de aminoâcidos 

e conformações das proteínas sa*o tais que a prin

cipal fração de radicais OH ê removida para sítios 

mais reativos, como resíduos insaturados aromáti-

cos e resíduos contendo enxofre. Entretanto, ou

tras importantes classes de proteínas tem, relati

vamente, maior conteúdo de aminoâcidos alifaticos 

os quais oferecem «sítios adicionais de competição 

para o ataque OH. Por exemplo, estudos da perda de 

aminoâcidos em radiôlise- de soluções oxigenadas 

da o^-globina do heme, colágeno solúvel e histona 

do ti mus mostram que o dano a resíduos alifaticos 

ocorre para 75,85 e 80%, respectivamente, das 

alterações químicas observadas devido ao ataque de 

OH. Os aminoâcidos mais afetados em termos de 

número de resíduos danificados incluem serina, 
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treonina, prolina, leucina, lisina e arginina. 

2.7. Mocaniomo» dm Rad lop rot actio - Ravieao 

As teorias de proteção a radiação podem ser consi

deradas tanto a nível molecular como a nível -f i siològico-

bioqulmico, ou seja, mecanismos de radioproteçao envol

vendo processos químicos de inicio rápido da radiação e 

aqueles em que protecào è resultado de mudanças na bio-

l química ou fisiologia da célula. No caso da química da 

radiação, os compostos protetores parecem agir por parti-

cipaçâro direta em reaçdes de radical livre com dano a 

moléculas vitais. Em mecanismos bioquímicos, a proteção 

parece ser um resultado de ação do composto químico sobre 

o metabolismo da célula, ou sobre processos bioquímicos 

que a-fetem a resposta da célula para o dano químico 

inicial depois que as reações químicas rápidas da radia

ção tenham sido completadas. 

Os mecanismos de proteção química contra dano de 

radiação ionizante levam em consideração quatro hipó

teses: seqüestro de radical ("Radical Scavenging"); rea

ções de transferência de hidrogênio; mistura de? dissulfe-

tos; liberação de compostos sulfidrilas nao protelcos 

endogenos. 

2.7.1. "Radical Scavenging" 

A teoria do "radical scavenging" de radio

proteçao envolve somente o efeito indireto da 

radiação, ou seja, a interação da radiação ioni-
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zante com sistemas bioquímicos em solventes 

(água). Os radicais produzidos na radiòlise da 

água (OH", H", e~ aq.) exercem efeitos prejudi

ciais em constituintes vitais do "alvo". Portanto 

a remoção desses produtos de radiblise da água 

antes que eles possam interagir com alvos críticos 

poderia conferir proteção â radiação. 

Esta teoria- da radioproteçao foi primeiro 

descrita quando a natureza do radical livre como 

dano da radiação foi primeiro entendida na década 

de 50. E tem sobrevivido atê o presente, em grande 

parte* porque pelo menos uma porção do dano causa

do pela radiação ionizante e, provavelmente, o 

resultado da ação indireta, e vários radioprote-

tores muito eficientes são muito bons seqüestra

dores ("scavengers") de radicais derivados da 

água. 

Doaçfro d« Hidrogênio para Radicais Alvo 

Tanto os efeitos indiretos como os diretos 

da radiação ionizante produzem radicais em mate

riais biológicos. Radicais hidroxil, átomos de 

hidrogênio e produtos derivados de elétron aquoso, 

reagem com moléculas orgânicas para abstrair áto

mos de hidrogênio da molécula. Efeitos diretos 

podem também contribuir, para a formação de? espé

cies nas quais o átomo de hidrogênio ô removido da 
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estrutura inicial. Nessas circunstancias, a re

construção da estrutura original requer doação do 

átomo de hidrcgiínio. Esta transferência do átomo 

de hidrogênio tem sido observada entre tibis e 

radicais de carbono (no centro). Em sistemas sim

ples contendo radicais de carbono (derivado de 

alcoois alifàticos) e tibis biolbgicos (isto e, 

glutationa e cistelna) a doação do átomo com -for

mação de radicais sulfidril tem sido observada. 

Entretanto, esses sistemas altamente purificados 

nao podem ser considerados quando comparados dire

tamente a células ou tecidos; e a relevância de 

tais reações â biomolêculas alvo é desconhecida. 

Mistura de Dissulfeto 

A teoria da mistura de dissulfeto foi 

proposta em meados da década 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

ção ionizante podem ser expressos ate um certo 

grau pela perda da função biolbgica de moléculas 

criticas da proteína. Essas moléculas criticas 

podem ser protegidas do dano pela formação tempo

rária da mistura de dissulfetos em uma reação de 

troca que pode ser pxpressa ccmo nas seguintes 

equações: 
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(64) Proteína - SH + RSSR > Proteína - SSR + RSH 

(65) Proteína -S-S - Proteína + 2RSH — > 2 Proteína - SSR 

A formação da mistura de dissulfeto serve 

para proteger os grupos sulfidrilas e dissulfeto 

nas proteínas do dano oxidativo devido aos efeitos 

direto e indireto da radiação. 0 reverso das equa

ções poderia regenerar a molécula proteíca origi-

, nal apôs a ionizaçào e reação dos radicais livres, 

iniciadas pela radiação, terem sido completados. 
i 

Desta -forma, nos sítios ativos da enzima, a con

formação da estrutura proteica pode escapar do 

dano da radiação pela suas metades tiôl ou dissul

feto. Então, os alvos de ação da radiação sà*o 

estabilizados pela formação da mistura de dissul-

fetos e desde que a formação da mistura de dissul-

fetos ê reversível, moléculas biolegicamente ati

vas podem ser restauradas após a passagem da ra

diação. 

2.7.4. Liberação da Radioprotetores Endogeno» 

Révész e colaborados tem proposto que 

radioprotetores tiôis e dissulfetos administrados 

exogenamente, agem pela liberação de radioprote

tores endògenos que sao respons&veis por efeitos 

benéficos. Esta teoria è restrita a radioprote

tores exògenos, tendo um grupo tibl ou dissulfeto 
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reduzivel, jâ que radioprotetores endogenos libe

rados (principalmente a glutationa) estàa contidas 

na -forma de mistura de dissulfetos que ocorre 

naturalmente com proteínas celulares. Em modelo 

similar á teoria da mistura de dissulfetos, os 

defensores desta teoria tem mostrado que a efi

ciência da radioproteçao por agentes exogenos esta 

correlacionada com o potencial de liberação de 

glutationa dos mesmos. A glutationa liberada pre-

vine o dano da raJiaçào por outros mecanismos, 

isto è, por reações de transferência de hidrogê

nio, "radical scavinging", etc. Esta teoria se 

apoia no fato da glutamina poder exercer atividade 

protetora devido a existência de formas que nà*o 

podem ser simuladas por outros radioprotetores 

contendo tiõl . Entretanto, pesquisas mais 

recentes sobre a natureza daqueles tiòis presentes 

naturalmente em misturas de dissulfeto protelna-

Tiol, tendem a nao apoiar esta teoria, porque 

somente uma pequena fração de tiois de baixo peso 

molecular ligados A proteína tem sido identifica-

. . . . (17, 63) dos como glutationa ' . 

Seqüestradores de Radicais ("Radicais Scavenging") 

A maioria dos compostos químicos reagem com radicais 

induzidos pela radiação formados da água. A proporção relativa de 

interação de vários compostos, com radicais livres poderá entre-
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tanto diferir consideravelmente. E, portanto, de interesse compa

rar compostos com efeitos protetores, nào protetores e sensibili-

zantes em sistemas biológicos com respeito a habilidade de se

qüestro em sistemas químicos definidos. 

"Scavengers" de OH 

0 radical hidroxil <0H") ê, geralmente, considerado ser o 

(29) mais prejudicial a macromolecula e células 

( Se o OH" è formado em um sistema homogêneo, onde este 

reage com a molécula alvo TH e com "scavengers" S<, S ,,,; obser— 
1 

va-se as seguintes reaçües: 

<A) OH" + TH ---> THOH ou T" + H„ 

(B) OH" + S > P 
Kl 

CO OH" + S_ > P„ 

' 2 

(D) OH" + S. > P. 
1 K. 

1 

Se TH è uma biomolêcula complexa como uma enzima, os 

radicais OH" viro, prontamente, reagir com seus vários sítios 

(neste caso aminoácidos sendo que K descreve a constante de 

velocidade para a reação do OH" com todos esses sítios. Somente 

uma fração 0£ , das reações OH" com a enzima causa dano á ativi

dade enzimatica, geralmente, somente se a reação ocorre prõ::imo 

ao sitio ativo, ou a um sitio que mude a conformação da enzima. A 

fração <1 -&<,) de radicais OH" reagem com a enzima em sítios não 
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cruciais, os quais não afetam a atividade enzimãtica. Isto esta 

de acordo com os baixos rendimentos de? desativação da maioria das 

enzimas pela irradiação que tem ©c < 0.01 

0 dano e dado por: 

Do = Calvo danificada! 

. K CTH3 . . . 

= _ C 0 H ]
 t o t a l 

KCTH3 + X KiCS*] 

Na condição de atingir 50*Á de proteção da enzima em 

solução, a concentração de "scavengers" deveria ser suficiente 

assim k CE3 CJ % Ki CSi3. Para enzimas K = 2.2 « 10 ° - 1.2 x 

, .11 M-l „-l <29) . . 
I'-J M S , e as concentrações sào geralmente menores do 

que 10 M, e para scavengers OH, K. *_ 2.10 M x S . Portanto, 

—5 concentrações de "scavengers" de 10 M sào suficientes na condi-

-4 
ção de atingir proteção de 507., entretanto, 10 M dará proteção 

(29) 
quase total para a enzima nessas so]ucoes 

Considerando-se apenas a condição de "scavengers" em 

soluções homogêneas, onde o alvo, o 0H" e o "scavengers" estào 

homogeinamente distribuidos; há vários casos, onde naletos e 

pseudo-haletos -foram usados como "scavengers" de 0H* para prote-

(29) 
ger enzimas e ao contrario a sensibilização foi observada 

As espécies Cl', Br', iZi (CNS)„, bem como CCL, tem diferentes 

constantes de velocidade com aminoíscidos quando comparados a do 

OH'. Por exemplo, Br~ è mais eficiente do que 0H' na desativação 

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

(29) 

Em resumo se um QH" reagü com um "scavenger" o efeito 
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protetor depende das propriedades do produto da reaçào do ÜH" com 

o "scavenger". Se o produto níto È? reativo a proteção fe atingida, 

mas se o produto e reativo e pode i nati var o alvo também, então e 

importante comparar as réatividades deste com a de OH'. Pode-se 

observar um caso de extrema sensibilidade ou de proteção parcial. 

Devido a tais efeitos, pode-se concluir que vários "scavcjngers" 

de OH nào protegem necessariamente os alvos na ordem de seus 

valores de K Q H [S3. 

l Quando OH è -formado nas proximidades de uma macro-

fflolècula, este reagirá com um sftio da mesma em poucos choques, e 
i 

portanto a concentração relevante do alvo nà*o è a concentração 

média da macromolêcula em soluções. A concentração de "scavenger" 

para competir com OH" è a concentração do sitio reativo no volume 

de um raio de vários raios de encontro, do OH". Portanto, concen

trações muito altas de scavengers .de OH saro necessárias na 

condição de seqüestrar este OH" . Isto tem sido observado quando 

(29) 
Cu (I) ligado a penicilinase reage com H_0_, e -forma OH" na 

superfície da enzima. Neste sistema "scavengers" de OH" foram 

ineficientes e proteção parcial foi observada somente em concen

trações muito altas desses "scavengers". 

Há casos onde concentrações muito pequenas de scavengers 

de OH" promovem proteção quase total de um soluto. Se por exem

plo, pequenas concentrações de um doador de H, tal como compostos 

RSH, são adicionadas ao sistema, eles seqüestram prontamente 

radicais OH". Portanto, eles podem em concentrações muito baixas 

"reparar", eficientemente, a molécula danificada T" através da 

doacíJo de um átomo H. Este mecanismo e descrito na seguinte 
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(29) seqüência de reações 

(E) OH* + TH > T" + Ho0 

<F> T" + RSH > TH + RS1 

(G) 2 RS* > RSSR 

' Alcoòis saro comumente usados para seqüestrar radicais 

hidroxi1. 

(66) OH' + RCH-OH > H„0 + RC'HOH 

z z 
i 

t 

Metanol, etanol e isopropanol tem sido usado mais comu

mente, porém o alcobl butilico terciàrio pode oferecer algumas 

vantagens: o radical produzido neto fe reativo e desaparece rapida

mente no processo, na ordem de segundos. A constante de veloci-
9 -i -i 

dade da reação h ao redor de 10 M S . 

<67> OH* + (O-O-COH > H_ + ' CH„ C (CH_ ),., OH 

Bcjtvingors ds Elétron» Bolvatadoa 

- OxigOnio 

Em água pura aerada, elétrons solvatados e átomos de 

hidrogênio interagem muito rapidamente com oxigênio (já menciona

do nas equações 16 e 17): 

(17) e- aq. + 0_ > 0~ 

2 2 ^ w2 (16) H + 0„ > H0„ *•* 0- + H 
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Na presença de "scavengers" específicos pare* OM, todos 05 

radicais 0_, poderão dar aumento a produtos como: 

<6B> 2 0-+ 2M+ > Ho0o'+ H„ 

• Embora a interação de elétrons sol vacados com oxigênio 

ocorra em uma proporção muito alta, outros compostos, como nitra

to, podem competir, eficazmente, com oxigênio por elétrons solva-

tados. | 

1 

'- Nitrato 

Quando Bachofer e Pollinger, em 1954 estudaram o 

efeito protetor de vários sais contra a degradação induzida por 

raics-X do bacteriôfago T. foi demonstrado que íons nitrato 

protegem contra os efeitos indiretos da radiação ionizante. Este? 

lon e um "scavenger" muito eficiente de elétrons solvatados u , 

mas nao de radicais 0H". 

(69) NO- + e- + H+ > N0_ + 0H~ 

"Scavinging" d» Radicais Hidrogênio 

Átomos de hidrogênio são seqüestrados pelo o:;igênio em 

u/na proporção similar àquela de elétrons solvatados, dande aumen

to a radicais 0,,. 

Átomos de hidrogênio reagem muito mais lentamente do que 

elétrons solvatados. 

46 



03. Objetivos 

0 presente trabalho tem como objetiva analisar os 

efeitos da radiação gama na crotamina em solução aquosa, 

enfatizando os seguintes aspectos: 

- estudar as alterações bioquímicas produzidas pela radiação na 

toxina; 

- estudar a ação da radiação na atividade imunolôgica da toxina; 

- estudar a açào de radioprotetores químicos que sejam capazes de 

proteger os determinantes antigérnicos da toxina. 

t 
i 
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CAPÍTULO II - MATERIAI8 E MÉTODOS 



Materiais 

1.1. Veneno Crotâlico e Soro Ar. ' brotai ico 

0 veneno de Crotalus durissus terrificus vor . 

crotaminicus utilizado neste trabalho -foi gentilmente 

doado pelo Instituto E<utantan de Sàa Paulo, onde foi 

extraído. Apbs a coleta, o veneno foi imediatamente des-

secado a vácuo em temperatura ambiente e conservado a 4 

C. Do Instituto Butantan também se origina o soro anti-

'crotàlico, produzido em cavalos hi perimunizados com 

("pool" de veneno crotâlico, contenda crotamina. Q soro è 

purificado por digestão peptídica, concentrado e titulado 

em miligramas de antiveneno frente a veneno de Crotalus 

durissus terrificus. Segundo indicações do fabricante, 

cada mililitro neutraliza 1,5 mg de veneno. 

1.2. Fonte de Cabalto-60: 

As amostras de crotamina em solução aquosa 

foram irradiadas em frascos de vidro com raios gama 

procedentes de uma fonte de cobalto-60, "Bammacel1 220" 

da Atomic Energy of Canada Limited, com uma atividade 

aproximada de 5361 >s 10 " Becquerel. A fig. 1 representa 

a parte externa correspondente a blindagem da fonte de 

cobalto-60 onde foram realizadas as irradiações. As 

amostras colocadas na câmara de amostras (fig. 2), cujas 

dimensões sã*o de 15,49 cm de diâmetro por 20,47 cm de? 

altura. A irradiação, propriamente dita, das amostras 

procede-se quando a porta da céímara è fechada e 
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seiecion*-se o tempo necessário no painel de controle. 

Assim acionado o botào de controle, a câmara de amostra 

desce, automaticamente, indo colocar—se onde se encontre» 

a fonte de cobalta-60, ou seja na posição de irradiação. 

Ela esta localizada no centro de blindagem de chumbo e 

consiste de 26 "lápis" como pode ser visto na -Fig. 3. 

Cada "lápis" possui 7 pastilhas de cobalto, totalizando 

182. 
I 

t 
i 

Fig. 1 - Fonte Cobalto-60 
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Fig.2 - Câmara de Amostras da Fonte de CO 
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P05ICR0 
DOS 

•LPPIS" 

P05TILHR5 
DE CO 

« 
y 

TPMPP 

Fig. 3 - Suporte onde se encontra o Cobalto Radioativo na Fonte 

de Irr adi açSo. 
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1.3 . Outros Reagentes 

Todos os demais reagen tes u t i l i z a d o s nes te 

t r a b a l h o -foram de g r a u p . a . 

2 . Mfttodoa 

2*1. Puri-ficaçfto da Crotamina a Partir do Veneno da Crotaius 

durissus terrificus: 

A primeira -fase de purificação da crotamina 
i 

consiste num fracionamento inicial do veneno em gel de 

jSephadex 6-75 (Pharmacia Fine Chemical). Após o 

isolamento da toxina, esta foi recromatografada no mesmo 

gel varias vezes para garantir o maior grau de pureza da 

tov.ina proteica. 

Todas as etapas de purificação foram realizadas 

em temperatura ambiente. 

2.2. Preparação da Amostra: 

Cerca de 200 mg do veneno bruto seco de 

C. d. terrificus foram suspensos em 2 ml de acètico 

0.1 M. A suspensão obtida foi centrifugada a 2000rpm 

durante 10 min a 4 C numa centrifuga Sorval1 RC-2B. O 

sobrenadante foi submetido a filtraçao em gel de Sephade* 

G-75. 

2.3. Filtraçfto am Gal da Sephadex G-75: 

0 sobrenadante obtido no item anterior foi 

aplicado, a uma coluna 80 >t 1,6 cm de Sephadex G-75 
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equilibrada com ácido acètico 0,1 N. A amostra, portanto, 

•foi eluida com ácido acètico e -frações de 1 ml -foram 

coletados, num -fluxo de 3 ml/h num coletor de -frações da 

LKB. A absorvância de cada fração coletada -foi lida em 

200 mm, num espectrofotómetro da Karl Zeiss PMD II, o 

gráfico foi traçado e os "picos" delimitados para 

crotamina foram testados quanto á sua atividade 

paralisante das patas posteriores em comundongos e 
i 

posteriormente liofilizado. 

i 
i 

Zrr«diaçfco d* TOMin* 

A crotamina foi submetida á radiação gama da 

fonte de cobalto-60, com uma taxa de dose de 1,14 x 10" 

Gy/h nas doses de 100 Gy, 2000 Gy e 5000 Gy. A crotamina 

foi irradiada em solução aquosa numa concentração 

aproximada de 1 mg/ml em presença de 0 e em temperatura 

ambiente. Posteriormente, a crotamina foi irradiada em 

solução aquosa na mesma concentração, agora livre de 0,, 

(através de borbulhamento do gàs de nitrogênio nas 

amostras) , somente na dose de 2000Gy. Sendo a taxa de 

dose, neste caso, de 1,0S >c 10° Gy/h, e na presença tis 

diferentes concentrações de "scavengers": cistelna (2 x 

10 _ 1 M, 2 x 10~ 2 M, 2 y. 10"° M, 2 x 10~ 4 M, 2 x 10~ 5 M, 2 

x 10~6 M ) , álcool butilico tereiário (IO-1 M, 1 M, 2 M, 3 

M, 4 M, 5 M) e nitrato de sódio (10~u M, 10~4 M, 10_:> M, 

IO"2 M, 10"1, 1 M ) . 

» 
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2.5. Determinação Quantitativa do Proteína: 

A determinação da concentrado de proteína foi 

realizada nas soluções irradiadas; nas doses de 100 Gy, 

2000 G/ e 5000 Gy e na toxina nào-irradiada em presença 

de 0̂ ,. Utilizou-se o método de Lowry, modificado por 

Miller . Foram realizadas nove dosagens de cada 

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

estatístico. 
I 

2.6. Imunodifus&o Dupla, Radial (Ouchterlony) 

Quando em dois pontos diferentes de uma camada 

de gel, colocada em posição horizontal, colocam-se o 

antlgeno e o anticorpo, um difunde contra o outro 

formando o precipitado. Alguns autores preferem designar 

de dupla difusão bidimensional, mas deveríamos em verdade 

chama-la de muitidirecional, uma vez que a difusão se da 

em todas as direfcòes, mas difusão dupla è o nome mais 

adequado. Esse método foi descrito por Ouchterlony, em 

1946-1948, sendo ainda o mais largamente empregado, pois 

a grande vantagem desse sistema e a de permitir a compa

ração simultânea de muitos sistemas antigénicos contra a 

mesmo sistema de anticorpos. 

Através desse métodos comparamos a crotamina e 

solução aquosa nas doses de 100 Gy,. 2000 Gy e 5000 Gy, 

bem como na forma nativa frente ao soro anti-crotálico. 
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ImunodifuBdo Radical d« Mancini, Carbonara o Heremane ou 

Imunodif usâro Radical Simples (I.R.S.) 

Quando se tem o anticorpo especifico para de

terminado antlgeno, incorporado ao gel, distribuído sobre 

lamina de agar, e em posições adequadas do gel são feitos 

orifícios, que se-enchem, com os antlgenos em concentra

ções padronizadas e outros com o antlgeno de concentração 

desconhecida, hà difusão radial a partir do orifício, e 

quando todo antlgeno estiver difundido, verifica-se a 

opacificaçâo em forma circular em torno do orifício. O 

método è muito sensível, mostrando larga aplicação na 

quantificação de componententes proteicos. 

Pelo menos três padrões com concentrações 

diferentes são utilizados para cada antlgeno, sendo 

absolutamente indispensável a alta pureza dos anticorpos 

que se encontram incorporados ao gel de agar. Procede-se, 

após o término da difusão, a leitura dos diâmetros 

correspondentes aos halos de precipitação dos padrões e 

uos desconhecidos, e traça-se a reta, lançando-se em 

ordenadas o quadrado dos diâmetros dos respectivos halos 

de precipitação contra as concentrações. Le-se a 

concentração do desconhecido a partir do quadrado do 

diâmetro, sobre a reta, a qual deve ser estabelecida para 

cada experimento. Em nosso caso para reta padrão 

utilisou-se a crotamina na forma nativa e no caso das 

amostras desconhecidas utilizou-se crotamina irradiada a 

2000 Gy na ausência de 0_ e na presença de varias 
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concentrações de "scavengers". 

2.8. DoterminaçJro d» Grupom 8H Livros: 

As determinações de grupos SH livres -foram 

realizadas nas soluções aquosas irradiadas nas doses de 

íOO Gy, 2000 By e 5000 Gy em presença de 0 e em 2000 By 

na ausência de 0o5 bem como na proteína nativa através do 

método de Eli mar. 0kJ . 

t Para cada tipo de amostra -foram realizadas 5 

dos&gens. 

2.9. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato 

de Sódio (BDS-PAGE) 

SDS-PAGE/descontinua, sendo gel de separação 

(gradiente de 12 a 207.) de bis-acri lamida 367. em tampfeo 

Tris-HCl 3M pH 8.8 contendo SDS a 57. (m/v). 

0 diluente da amostra contendo Tris-HCl 0.5M pH 

6.7, glicerol 307. (v/v), dieti ltrei tol, SDS e azul de 

bromo-fenol a 0.057. (m/v). As amostras -foram aquecidas no 

diluente em banho de água em ebulição por 3 min. 

Foram utilizados como padrões de peso 

molecular: Soroalbumina bovina (68.000); Ovalbumina 

(45.000); Aldolase (38.000); QuimotripsinogéYiio (25.000); 

RNAse (13.000). 

As amostras -foram aplicadas no gel num volume 

de 40 ul contendo aproximadamente 100 ul de proteína. 0 

tampão do eletrodo era Tris-glicina-SDS<2,1 g Tris, 10,1 



g glicina e 0,7 g SDS). 0 gel -foi submetido a uma 

corrente constante sendo posteriormente corado com 

Coommassie brilliant blue. 
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CAPÍTULO I I I - RESULTADOS 



40 60 80 100 120 140 160 180 

VOLUME M ) 

Fig. 01 - Per-fil cromatográfíco do veneno bruto obtido por 

cromatogr«*íia de gel filtraçào; onde o pico nS 4 cor

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

camundongo após a incculacâo, por via intraperitonial, 

de 0,2 ml de crotamina obtida na cromatografia 

anterior, caracterizando dessa -forma a atividade 

biológica da toxina. 
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Tabela 1 - Concentração Proteica das Amostras Irradiadas 

I 

1 Dose (Gv) 

0 ' 

! 100 

l 2000 

! 5000 
1 

i 
! C o n e . medi a 

0 , 8 5 

0 , 8 0 

0 , 8 2 

0 , 4 7 

(mq/ml) 

Tabela 2 - Comparação da Proteína Nativa (n •= 9) e Amostras 

Irradiadas <n = 9) . 

1 
1 

: x (ig/ti) ' 

: s 

1 tfl 

i i i i • i i i 

Proteína nativa ! Proteína Irrad. ! Proteína Irrad. ! Proteína Irrad, í 
: too Gv : 2000 G» : 5000 Ev : 
i 1 1 ! 

0,85 ! 0,80 ! 0,82 ! 0,47 
1 » 1 1 1 

I I I » 

I 5 í i 
! 0,1646 I 0,2328 '. 0,4328 i 0,1851 ! 

1 » 1 1 
1 • l l 

: i i i ! 
1 0,0953 ! 0,1423 ! 4,57 ! 
! ! ! 

GL 

P 

9 + 9 - 2 = 16 

5% 

2,120 

«4 
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F i g . 03 - Imunodif uscTo (Guchter lony) 

« i •>• » « -

'V_„>* 

Legenda F ig . 03 : 1 - Soro a n t i c r o t á l i c o 

2 - Veneno Bruto 

3 - Cratamina Nativa 

4 - Crotamina Irradiada 100 Gy 

5 - Crotamina Irradiada 2000 Gy 

6 - Crotamina Irradiada 5000 Gy 

i 
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Fig. 03 - Padronização da IRS Através da Crotamina Nativa 

Legenda Fig. 04: 1 

2 

3 

4 

5 

6 

— 

-

-

-

-

-

5,20 

3,50 

2,34 

1,54 

1,00 

0.66 

ug 

ug 

ug 

ug 

ug 

ug 

Toxina 

Toxina 

Toxina 

Toxina 

Toxina 

Toxina 
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F i g . 05 - C u r v a P a d r ã o da IRS 

•i 
I 

O 
te 
V-
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10. 
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A CR0TAMINA 

T 1 1 1 1 1 1 1 1 r -

1 1.9 2 2.9 3 3-9 4 4.9 9 9.9 6 

CONCENTRAÇÃO (jig) 

A partir dos dados obtidos na -fig. 04, traçou-se a reta acima e 

pelo método dos mínimos quadrados; a equação da mesma seria 

y = 26,50>: - 7,40? onde >: corresponde a concentração em ug e y 

2 2 

corresponde ao diâmetro) , isto ê, a área dos halos em mm . 
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As figuras 6 e 7 correspondem a IRS das amostras irrodiadas na 

dote? 2000 Gy era ausência d£- 0o, e na prenença de "ecavofqTS" *:•»• 

diferentes; crncentraçôes e também de amostras irradiadas nas 

doseis de 100 Gy, 2000 Gy e 5000 Gy na presença de O,, e ausência 

de "scavengers". 

Fig. 06 

Legenda Fig. 06 

01 - 2 x 10 II Cisteína 07 - Fjdrio de Crotaaina Nativa 

02 - 2 x 10"2 H Cisteína OB - 1 R Nitrato de Sddio 

03 - 2 x IO"3 N Cisteína 09 - IO"1 H Nitrato de Sbdio 

04 - 2 x IO - 4 H Cisteína 10 - IO*2 H Nitrato de Sddio 

05 - 2 x IO*5 H Cisteína 11 - IO*5 N Nitrato de Sbdio 

06 - 2 x 10'& N Cisteína 12 - 10~4 H Nitrato de Sddio 
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Fig. 7 

-„:-C*-"'.---- "-•'•'15- '•••'-*. 

-: o-

-f/^sn- Vfci 

. VJi^v-' * 

Legenda Fig. 7 

13 - 10 M Nitrato de Sódio 

1 4 - 5 M Álcool Butllico Terciario 

1 5 - 4 M Álcool Butllico Terciario 

1 6 - 3 M Álcool Butllico Terciario 

1 7 - 2 M Álcool Butllico Terciario 

1 8 - 1 M Álcool Butllico Terciario 

19 - IO*"1 M Álcool Butilico Terciario 

20 - Padrào de Crotamina Nativa 

21 - Crotamina Irradiada 100 Gy <0o) 

22 - Crotamina Irradiada 2000 Gy (0^) 

23 - Crotamina Irradiada 2000 Gy (sem 0 ) 

24 f Crotamina Irradiada 5000 Gy <02> 
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Tabela 3 - Quantidade de Proteína nas Aíiiastras Irradiadas a 

partir da Curva Padrão de IRS. 

! Amostra Cone (uq) 

5 2 x 10~ rt Cisteína 

2 x IO - 2 M Cisteína 

2 >: IO-"* M Cisteína 

2 Vc I O - 4 M Cisteína 

2 x 10 u M Cisteína 
i 

2 x 10 M Cisteína 

l M de Nitrato 

-1 
10 M de Nitrato 

IO"2 M de Nitrato 

IO"3 M de Nitrato 

IO-4 M de Nitrato 

10~5 M de Nitrato 

5 M de Álcool 

4 M de Álcool 

3 M de Álcool 

2 M de Álcool 

1 M de Álcool 

IO"1 de Álcool 

Crotamina 100 6y CL 

Crotami na 2000 Gy 0n 

Crotamina 2000 Gy 

Crotamina 5000 Gy CL 

1,37 

1,42 

1,22 

1,04 

1,15 

1,20 

1,19 

0,91 

0,98 

0,74 

0,74 

0,80 

0,98 

1,50 
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Tabela 4 - Concentração de SH Livre (Re^çüro de Ell man) 

Amostra Corte. Média SH L i v r o 

<10~4 M) 

C r o t . Na t i va 

Crot. Irrad. 
100 Gy (02> 

Crot. Irrad. 
2000 Gy (0 ) 

Crot. Irrad. 
2000 Gy 

Crot. Irrad. 
5000 Gy (0 ) 

0,136 

0,340 

0,269 

0,393 
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Fig. B SDS-PAGE 

••<«»** 

*. .. • •.*-»..,-' -~ ^ * - A * ?z 

Legenda da Fig. 8: 

1 - Padrões de Peso Molecular 

2 - Veneno Bruto Nâro-Irradiado 

3 - Crotamina Nào-Irradiada 

4 - Crotamina Irradiada 100 Gy (D_> 

5 - Crotamina Irradiada 2000 Gy <0_> 

6 - C-otamina Irradiada 5000 Gy <0_) 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 

Legenda F i g . 9: 

1 - Padrões de Peso Molecular 

2 - Crotaaina Nativa 

3 - Crotaaina Irradiada 2000 Sy 0 . 

4 - Crotaaina Irradiada 20OO 6y 

5 - Crotaaina Irrad. 2000 Gy cot 2 x lo' N Cisteina 

a - Crotaaina Irrad. 2000 Sy coa 2 « 10 II Cisteina 

7 - Crotaaina Irrad. 2000 Gy coa 10* M Nitrato 

8 - Crotaaina Irrad. 2000 6y coa 10 H Nitrato 

9 * Crotaiina Irrad. 2000 Gy coa 2 N Álcool 

10 - Crotaaina Irrad. 2000 Gy coa 1 K Álcool 
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O processo empregado neste trabalho para puri -f i caçào da 

crotamina e um método simpler» e rápido, consistindo basicamente 

de filtraçbes sucessivas em gel de Ŝ phade:: que segundo o 

critério de pureza adotado, ou seja, eletro-forese em gel de 

poliacrilamida com dodecil sul-fato de sódio (SDS-PAGE), 

observamos uma ünica banda na placa do gel, estando, portanto, 

aparentemente pura. 

Em todas as etapas do processo de puri-ficação -foi testada 

a atividade biológica da toxina pratelca "in vivo", isto e, sua 

aç&o na musculatura das patas posteriores de camundongosj 

veri-ficou-se que tal atividade se manteve inalterada. 

Após o processo de obtenção e puri-ficação iniciamos a 

irradiação da crotamina em solução aquosa e em di-ferentes doses 

de irradiação. 

Na literatura são citados casos de proteínas que apôs a 

irradiação ocorre a precipitação da mesma em solução, em nosso 

caso observamos que a crotamina è uma proteína bastante solúvel 

em solução aquosa e mesmo após a irradiação na dose de 5000 Gy 

não notamos turvaçàc da solução. 

A determinação da concentração proteica das amostras 

irradiadas com relação á proteína nativa, nas doses de 100 Gy, 

2000 Gy e 5000 Gy na presença de 0„ demonstrou que nào houve 

alteração nas doses de 100 e 2000 Gy, a pequena variacSo nào è 

çigni-f icativa, estatisticamente, admitindo um erro de 5"/. no teste 

t Student. Já na dose de 5000 Gy veri-fícou-se uma perda de 

aproximadamente 557. do material proteico. 

Em -função apenas desse dado poderíamos supor que ocorreu 
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o rompimento da cadeia polipeptldica, contudo pela SD3-PAGE do 

material nas mesmas doses e condições sitadas acima, o qut? 

notamos è a formação de agregados protelcos, portanto o que 

podemos supor agora fe qué durante a irradiação ocorreu perda de 

sítios específicos para a reação Lowry. Pois, parte da 

sensibilidade do método depende da redução do reagente de fenol 

seg. Foiin-Ciocalteu pela oxidação dos aminoàcidos aromàticos 

tirosina e triptofano da proteína, como a crotamina apresenta um 

resíduo de tirosina e dois resíduos de triptofano e como e sitado 

na literatura a nào-especificidade das reações OH, as quais são 

amplameríte distribuídas sobre muitos sítios tanto da cadeia 

principal como da lateral da proteína, as reações de 

transferência entre radicais triptofano e o resíduo tirosina, 

como sitado na equação 61 do capitulo 1, poderia ter ocorrido, 

por exemplo; como também a radiação pode ter atingido aminoàcidos 

alifaticos, provocando modificações nestes que impliquem na não 

++ 
complexação do ion Cu pelae ligações peptidicas dos mesmos. E 

por estas razões se justificaria a perda de 55'/. do material 

proteico na dose de 3000 Gy pelo método utilizado. 

Nas mesmas amostras utilizadas para reação de Lowry 

realizou-se a reação de Ellman. Nosso principal intersse era o de 

verificar por este método se durante a irradiação acorreria a 

ruptura das pontes de dissulfeto, sendo que esta toxina não 

apresenta grupos tiòis livres e todas as cistelnas estão 

comprometidas em pontes de dissulfetos. Supondo-se que ocorre-se 

a ruptura das três pontes de dissulfeto o máximo de SH livre que 

-A 
seria encontrado estaria na ordem de 1 M 10 M por este método, 
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a sensibilidade deste permite que tal concentração seja 

detectada. Embora tenha ocorrido um ligeiro aumento da 

concentração de SH livre em -função da dose de irradiação, nào 

podemos afirmar que tal concentraçara obtida seja especifica 

somente para grupos tibis. Durante a irradiação pode ocorrer a 

•formação de algum produto que possa interagir com reativo de 

Ell man; reforçando esta suposição em nossos dados verificamos que 

nào há uma diferença entre as concentrações de SH obtidas na dose 

de 2000 Gy com e sem 0y no sistema, lembrando que o principal 

sitio de reação do elétron aquoso seria as pontes de dissulfeto 

no siste*ma livre de 0 \ pode-se se supor também que a conformação 

da proteína mesmo irradiada confira proteção as pontes de 

dissulfeto e essas concentrações sejam inespecificas. 

Com relação á atividade antigenic* da proteína ficou 

evidente de uma forma qualitativa, pela imunodifusão de 

Ouchterloay a perda da antigenicidade da proteína nas doses de 

2000 Gy e 5000 Gy em solução oxigenada. Na SDS-PAGE destas doses 

notamos uma maior denaturaçào proporcional ao aumento de dose, 

provavelmente a formação de agregados prcteicos esta relacionada 

a perda dos determinantes atingénicos da proteína. 

Em função destes dados a dose de 2000 Gy foi escolhida 

como parâmetro para estudarmos a ação dos "scavengers", pois se 

estes atuariam como radioprotetores, principalmente da 

antigenicidade da macromolècula. 

Pelo método da imuncdifusão radial simples visamos a 

quantificação da "proteção" conferida "scavengers" (cisteina, 

nitrato de sadio, álcool butilico terciârio). 
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Nas condi çòes adotadas para estudar a açà*o desses 

"scavengers", ou seja, a irradiação foi realizada na ausência de 

0,,, portanto, a molécula proteica sofrerá, principalmente, a acàro 

tanto do radical 0H como do elétron aquoso, sendo nossa intenção 

nessa fase também identificar qual dos produtos de radiòlise da 

água è o principal responsável pelo dano da proteína em seus 

determiantes antigénicos. 

bos tres "scavengers" adotados a cisteína foi que 

demonstrou maior eficiência como radioprotetor químico, porque 

através da presença da mesma no sistema obteve-se os maiores 
i 

valores 'de concentração proteica com atividade antigénica. 

Segundo a literatura a cisteína por apresentar o grupo funcional 

tiòl na sua estrutura ê doadora de átomos de H, e estes restauram 

a molécula alvo, ou pode ainda seqüestrar radicais 0H do sistema. 

Nas concentrações testad \s um máximo de proteção foi 

atingido a partir da concentração de 2 >: 10 M e em 

concentrações inferiores nào houve proteção, portanto podemos 

-4 -6 supor que as concentrações de 2 x 10 a 2 x 10 M nao foram 

suficientes para reparar a molécula protelca danificada pela 

radiação gama, bem como níío seqüestrou radicais 0H o suficiente 

para preservar os determinantes antigéYúcos da proteína. 0 

resultado obtido SDS-PAGE entre o limite de proteção e nao-

-3 -4 

proteção, isto è, entre as concentrações de 2 >; 10 M e 2 >: 10 

M de cisteína, notamos claramente que com a concentração de 2 x 

10 M nào houve denaturaçào proteica, pois nào ha formação de 

agregados proteicos, podendo-se dai justificar a perda de 
atividade antigénica da proteína. 
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O nitrato de sódio, como è citado na literatura, è 

"scavenger" especifico para tletron aquoso e pelo que observamos 

na imunodifusào radial simples r.ào existe uma relação aparente 

entre a concentração com á "proteção". 0 mesmo observamos na SDS-

PAGE destas mesmas concentrações» a -formação de agregado proteíco 

foi semelhante. 

A literatura cita o álcool butílico terei ario como 

eficiente "scavenger" de radicais OH somente em altas 

concentrações, e foi o que verificamos na pratica, obeivemos o 

máximo de proteção sô com concentrações altas de álcool (a partir 

de 2 M)J Observamos também neste caso um limite de proteção e 

nào-proteçao, isto e, entre 2 M e 1 M de álcool, respectivamente, 

o que e justificável pelo que constatamos na SDS-PAGE, com 1 M de 

álcool a denaturaçáo foi maior do que com 2 M. Portanto a 

"proteção dependeu da concentração do álcool. 

Estes dados nos fazem supor que tanto OH e o elétron 

aquoso interferem no aspecto antigénico da molécula protelca e 

que nem sempre a denaturaçáo está relacionada a perda total da 

atividade antigènica. 

E como foi citado na literatura a presença ou não do 0 o 

no sistema tem um efeito sob a molécula alvo, na SDS-PABE 

verificamos, realmente, maior dano na presença de CL contudo sob 

o aspecto antigénico nào parece ter influência, pelos nossos 

dados, a irradiação com ou sem 0 o nào teve alteração no aspecto 

antigénico da crotamina. 
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