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BFEITOS DA RADIACAO IONIBANTE NA CROTOXINA ( TOXINA DO VENENO

DE Crotalus durissus terrificus ): BSTUDOS AO NIVEL MOLECULAR

Jayme Nunes de Souza Filho

Sabe-se que a radiagao ionizante possui a capa
cidade de alterar significativamente, dependendo da dose e con
dicoes de irradiacao, o comportamento bioldégico e antigénico
de uma toxina, provavelmente por alteragdes estruturais causa
das pela radiacdo. Neste trabalho, a crotoxina, principal neu
rotoxina do veneno de cascavel sul-americana, foi isolada uti
lizando cromatografia de exclusao molecular em gel Sephadex G-
75, sequid de precipitagao no ponto isoelétrico.A sequir, fra
¢oes na concentracao de 2 mg de proteina/ml NaCl 0,85% foram
irradiadas em uma fonte de radiacdao gama 'OCO sob taxa de dose
de 1'00 Gy/h em doses respectivas de 250, 500, 1000, 1500 e
2000 Gy. Partindo dessas amostras, foram determinados o conteg
do protéico (método de Lowry mod.), o conteudo de grupamentos
SH livres ( método de Ellman), o perfil eletroforético (SDS-PA
GE), a toxicidade pela dose letal 50% em camundongos e o com
portamento antigénico frente ao soro anticrotalico (método de
Ouchterlony). Os resultados mostraram a formacdo de agregados
2lem de ocorrer uma perda de proteina em solugao por precipita
¢do. Foi observada ga presenga de grupamentos sulfidrilas
nas amostras irradiadas com doses acima de 1000 Gy, indicando
o rompimento de pontes S-S. A dose letal 50% aumentou cerca
de 2 vezes para a amostra irradiada com 1000 Gy e, 3,5 vezes
para 1500 Gy, mostrando o fendmeno de destoxicacao, enquanto
que o comportamento antigénico aparentou manter-se intacto até
a dose de 1000 Gy.



BTPTECTS OF IONIRING RADIATION ON CROTOXIN ( TOXIN OF Crotalus
durissus terrificus VENOM): MOLECULAR STUDIES

Jayme Nunes de Souza Filho

ABSTRACT

It js know that the ionizing radiation is able
to change significantly the biological and antigenic response
of a toxin depending of the dose and irradiiition's conditions ,
problaby by structural alterations caused by radiation. In this
work, the crotoxin, principal neurotoxin of the South American
rattlesnake venom, was isolated using molecular exclusion chro-
matography with Sephadex G-75 and follwed by precipitation on
the isoeletric point. Practions in the concentration of 2 mg of
protein/ml 0.85% NaCl were irradiated in a source of .°Co
GAMMACELL with dose rate of 100 Gy/h using doses of 250, 500 ,
1000, 1500 and 2000 Gy. It was determinated for these samples ,
the proteic concentration (Lowry's method), the content sulphy-
dryl (Ellman’'s method), the profile eletrophoretic (SDS-PAGE) ,
the toxicity by letal dose 50% in mice and the antigenic respon
se using crotalic antiserum by the diffusion imunoassay ( Ouch-
terlony's method). The results showed the formation of aggrega-
tes and loss of protein in solution by precipitation. In the do
se of 1000 Gy and higher it was possible to observe the presen-
ce of sulphydryl groups indicating the breakage of S-S bridges.
The letal dose 50% increased 2 times for the dose of 1000 Gy
and 3.5 times for 1500 Gy showing a getoxicatinn, By the
other hand, the antigenic response seems to be still intact at
doses up to 1000 Gy.
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1. INTRODUCRO

A radiacao ionizante possui a capacidade de, de
pendendo da dose, taxa de dose e condicoes do meio, alterar a
conformacdo de uma molécula protéica e por consegiéncia prova
vel, modificar seu comportamento biologico, imunogénico e anti

génico.

Os efeitos da radiagao ionizante em macromoleécu-
las s3o incrementados quando o fenomeno ocorre em solugao aquo
sa, prevalecendo o efeito indireto da radiacao, o gual promove
a formac3o de radicais livres como o OH°, H' e e ag. e substan
cias altamente reativas como a Hy0). Esses produtos sao forma
dos por ocasiao da deposicao da maior parte da energia da radia
¢ao nas moléculas de agua, pelo processo nomeado de radiolise
da agua, como segue:

HyO =  Hyot 4 -

€ + HyO =p H0

H20" + Hy0 > H0* 4+ on°

e + ag=pe aq

Os produtos H20+ e Hy0” sdo muito instdveis ,
podendo dissociar-se em:

H0" = 1t + on°

H20°-> OH™ + H’

Os radicais livres H° e OH®' formados apresentam-

se extremamente reativos, como :



H° + OH" = Hy0
OH" + OH" = H,0,
H™ + H == H,
OH™ + H,0, =» H." + HO,

HOZ + H = 3202

A energia depositada na solucao nao e distribui-
da uniformemente na escala microcospica, mas sim em unidades de
20-100 eV e em regices que se limitam inicialmente em torno de

* spurs ". Por fim, esses

50 A de dismetro e denominadas de
produtos primarios da radiolise da agua, oriundos desses " s
purs ", reagem com certos grrpamentos da molécula, provocando

6, 3a - .
danos , COmoO S€ ve no esquema a seguir:

RH + OH" =» R° 4 HZO

RH + H = R* + H,

RSH + OH° = RS" + HzO

O0s produtos RS" formados pela equacao anterior

podem rearranjar-se entre si, resultando em grupos RSSR ¢ .

Desta forma, a irradiacdo da agua pura ou solu
¢oes diluidas consiste essencialmente em um "ato primario”, pro
duzindo espécies moleculares e radicais livres, os quais possu
em alto poder de reagdo com o soluto. Essas espécies sao en

tao :



. . - +
H,0-App-OH", H, e ag., H,0,, H,, H,;0

Dentre as espécies citadas, OH e o e ag  tomam
relevante importancia guando a irradiacao e realizada com raios

gama 60Co, devido ao fato de possuirem maior rendimento ¢ .

Alcumas reacoes dos principais produtos prima-

rios com grupamentos protéicos sao exemplificados em seguida:

a) Radical hidroxila (OH")
Y -+ - +. -
OH® + NH3CHRCOO, = NH3CRCOO,4 + H30

. + - + -
OH" + NH3CH (Cﬁzsﬂ) Cooaq o> NH3CH(C325) COan +
Hzo
b) Elétron nidratado (e aq)

e ag + Nn;cnnoo;q - N,

+ CHRCOO,q
c) Radical H°

. - e -
H' + NH3CHRCOOaq =P~ NHICRCOOaq + Hy

A acdo da radiacdo em solucdo pode ser modifica-
da por varios fatores, como o pH do meio, presenca de outras
substancias, concentracao, presenca de oxigénio, temperatura de
irradiacao e outros, os quais podem exercer uma radioprotecao
ou radiossensibilizacdo das macromoléculas que coistituem o solu

to.

Como agentes radioprotetores muito eficientes .,



podemos citar os aminotiois, como a cisteina, a qual possui um

dtomo de hidrogeénio 1abil, cedendo-o a um certo radical 1livre

macromolecular formado por acao direta ou indireta da radiacio.

A equacao seguinte ilustra » modelo postulado:

. H
AN/ ¢ RS AN ¢+ RST

Na auséncia de um mecanismo de reparo molecular,
o radical livre AAA formado pode ser atacado pelo oxigenio ,

convertendo-o a um radical peroxido, como vemos:

0;
AN 0, ->- AN N

A esse fenomeno da-se o nome de "efeito do oxi
genio™, promovendo a fixacao do dano provocado pelos produtos

primarios, impedindo assim qualquer tipo de reparo molecular.

A radiacac pode também contribuir para a forma-
cao de ligacoes covalentes intermoleculares, levando ao apare-
cimento de dimeros, trimeros e outros em solucao, favorecendo
até o surgimento de um precipitado. A formacdao de agregados mo
leculares pode possivelmente contribuir para a perda da ativi

dade bioldgica da molécula ® .

Em contraste, o efeito direto da radiacao con
siste na deposic@o da energia diretamente na macromolécula ¢
provocando excitacOes e ionizagGes que levam a formaciao de ra

dicais, por exemplo:



RH N~ R" + H~

A fixacao do dano pelo oxigénio pode também ocor

rer, resultando em um radical peroxido organico RO, -

Obviamente, tanto a acao direta como a indireta
acarretam danos na proteina, podendo muito provavelmente contri
buir para a ocorréncia de alteracOes conformacionais. Essas al
teracoes podem, no entanto, promover modificagoes significati

vas em seu comportamento bioldgico e antigénico.

A preocupacao deste trabalho reside no estudo
dos efeitos da radiacao ionizante ao nivel molecular da princi-

pal toxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus

{cascavel sul-americana); a crotoxina.

O veneno dessa serpente caracteriza-se por pos
suir alta toxicidade, causar paralisia flacida e, pelo menos em
animais de laboratorio, morte por paralisia respiratéria, produ
zir hemolise "in vivo"” e "in vitro" e conseqlientemente hemoglo-
biniria e ser nefrotdéxico - . A elevada toxicidade, assim co
mo a atividade hemolitica € devida ao complexo crotoxina, compo

nente protéico isolado em estado cristalino por Slotta e Fraen-

kel-Conrat em 193835 .

A crotoxina foi considerada uma proteina homogée-
nea com peso molecvlar em torno de 30.000 daltons por aproxima-

damente 20 anos. Somente em 1956, os experimentos realizados



por Fraenkel-Conrat e Singéi*s‘3 mostraram, apos o tratamento
da crotoxina com fluorodinitrobenzeno (FDNB), o surgimento de
duas fracoes, uma soluvel em agua e a outra insoluvel, além de
apresentarem diferencas nas analises qualitativa e semiquan-

titativa de aminoacidos e grupamentos terminais.

Em 1971, os trabalhos feitos por Hendon e Fraen
kel-Conrat 'e e Rubsamen et alliaa revelaram a separacao e
isolamento das fracoes por cromatografia de troca ionica. As in
vestigagOes indicaram uma caracteristica acida para a fragao so
luvel, além de ser desprovida de atividades hemolitica e neurotd
xica devidas ao complexo. Por sua vez, a fracao insoluvel apre
sentou-se com carater basicu e alto poder hemolitico e ativida-
de fosfolipasica, acompanhada de menor toxicidade guando compa
rada com a crotoxina. A reconstituicdao do complexo levou a um
aumento da toxicidade, além de promover um comportamento neuro
toxico. Esse fendmeno sugeriu entdo, gne o componente acido, de
nominado de crotapotin por Rubsamen et alli, possui a habilida-
de de potencializar atoxicidade da fragdo basica ou por eles cha
mada de fosfolipase A, e inibir parcialmente a atividade enzima

tica carregada por esta iltima??}

A natureza quimica do complexo e suas subunida-
des foram também investigadas por varios autores. Os trabalhos
realizados por Hendon e Fraenkel-Conrat e sugeriram, por ana
lise de aminodcidos dos componentes isolados, gue a fosfolipase

A possui 110 residuos e um peso molecular em torno de 13.000

a* 0 grupo liderado por Hendon e Fraenkel-Conrat utilizam a no
menclatura :componente A para a fracdo acida e componente B
para a fracdo basica do complexo. Ja, Rubsamen et alli deno
minaram crotapotin para a fracao acida e fcsfolipase A para



daltons, enquanto que a crotapotin integra 76 residuos e um pe
so molecular de 8.200 daltons.
18
Em 1972, Horst et alli indicaram, por foca
lizacao isoelétrica e gel filtracao, pontons isoelétriros em pH
3, 7 e 8,6, além de pesos moleculares em torno de 9.000 e
12.000 daltons para a crotapotin e a fosfolipase A, respectiva

mente.

Em contraposi¢iao, no ano de 1974, Breithaupt et
alli : em seus experimentos sobre a caracterizacao quimica
das subunidades isoladas, prnpuseram 140 residuos de aminoaci-
dos para a fosfolipase A dispostos em cadeia unica, incluindo
16 residuos de cisteina comprometidos em 8 pontes dissulfetc 1i
gadas intramolecularmente, enguanto que, para a crotapotin, 88
residuos distribuidos em 3 cadeias suportadas por ligagcoes S-S.

Os pontos isoelétricos determinados pelos autores foram em pH

9,7 e 3,4, respectivamente.

Em 1980, Fraenkel-Conrat et alli sequenciaram
parcialmente a fosfolipase A, indicando 122 residuos dispostos

em cadeia unica, como mostra o estudo comparativo realizado

1
por Aird et alli .
27
Em 1984, Nakazone et alli apontaram, por anali
se de aminoacidos, 113 residuos e peso molecular minimo de
13.400 daltons para a fosfolipase A e 74 residuos e 8.300 dal

tons para a crotapotin. Os autores verificaram também que a in



teracao das subunidades na razao molar de 1l:1 provoca o aumen
to da toxicidade da ordem de 10 vezes, gquando comparada com a

fosfolipase A isolada.

Em 1986, os trabalhos realizados por Aird et al
1i permitiram mostrar a estrutura primaria da fosfolipase A ,
os quais apresentaram-se com significativa concordancia com os
achados de Fraenkel-Conrat et alli, mostrando também o mesmo
numero de residuos, contudo, incluindo algumas alteracoes em

varias regides da molécula.

0 sequenciamento parcial da crotapotin foi rea
lizado por Aird et alli ? , mostrando 86 residuos dispostos
em 3 cadeias interligadas por pontes lissulfeto, sendo a cadeia

A com 38 residuos, a B com 34 e a C com 14,

1

Em 1988, Bon et alli' demonstraram, por croma
tografia 1liquida de alta"perfomance" (FPLC), a separacdo e iso
lamento de 5 i-oformas de crotoxing vindas do veneno de um

inico exemplar Crotalus durissus terrificus. Essas isofcrmas a

presentaram-se com composicdo de aminoacidos muito semelhan-
tes, mas distintas o bastante em termos de atividade enziméti
ca e poténcia letal, a ponto de os autores promoverem uma sub-
divisdo em 2 classes. O trabalho sugere a presenca de varios i
sogenes que codificam para as isoformas, além de destacar o fe

ndmeno da interagdo como plausivel causa dessas distincoes.



- 4.172.19,. 30 -
Uma serie de trabalhos alem dos

ja citados, evidenciaram um efeito potencializad~r produzido pela
crotapotin na fosfolipase A, acompanhado de uma diminuicao da
atividade enzimatica, tornando-se entao, um complexo molecular
associado nao covalentemente e de agao neurotoxica. Dessa for
ma, a inespecificidade da fosfolipase A, a qual possui alta a
finidade 3 membranas, € mascarada pela crotapotin, que segundo
Hendun et alli vt , funciona como um "carregador", partici
pando-a maior especificidade e levando-a ao sitio neuromuscu
lar. Esse fato parece, segundo os autores, ser sucedido pela
dissociacao docomplexo quando este atinge o alvo, vindo a fa
vorecer a agao, agora especifica, da fosfolipase A sobre os si
tios sinapticos. Essa ag¢ao provoca um blogueio da transmissao
neuromuscular na regiao pre-sinaptica, embora existamevidémias
gvz o complexo atwm também como uma neurotoxina pos-sinaptica,
provavelmente levando os receptores colinérgicos a um estado

I3 [ I3 3
conformacional inativo .

O mecanismo de atuacdao do complexo crotoxina
postulado por varios autores, parece sugerir uma acao sinérgi-
ca entre dois componentes que, quando isolados se tornam, um
atoxico e outro de baixa toxicidade e inespecifico. Esse funda
mento é incrementado por alguns autores que, utilizando técni-
cas que visam mostrar aspectos conformacionais de uma protei
na, sugerem possiveis alteracGes estruturais no complexo, quan
do da associécéo das subunidades favorecendo muito provavel-

mente a at’vidade bioldgica 1822 .



Em seus trabalhos com troca isotopica hidrogenio
~tricio, Rogero 22 observou a nao concordancia entre a
curva obtida pela medida da cinética de troca H-T do complexo e
aquela oriunda da soma tedrica das curvas tidas para as sgybuni-
dades isoladas, sugerindo alteracdes ccuformacionais que pode
riam possivelmente favorecer o comportamento biologico do com

plexo.

A intima relacao estrutura-atividade existente
nas proteinas pode, de certo modo, ser afetada com a utilizacao
da radiacao ionizante, a qual funciona como uma importante fer
ramenta no estudo desse bindomio. Esse aspecto tem merecido aten
¢Oes por parte dos pesquisadores, gque em inumeros trabalhos ’
mostram os efeitos da radiacao ao nivel molecular, com O com
prometimento da atividade biolodgica 9. 27240520 psse
fenomeno levou os cientistas ao fundamento de conceitos e idéi-
as extremamente relevantes, despertando r» interesse em experi
mentos como a atenuagdo de toxinas de animais pegonhentos  por

- - 12,20.22,236
radiacao, para fins de imunizagao e produgao de soros .

Agui, o interesse reside no estudo dos efeitos
da radiagao ionizante na crotoxina isolada do veneno de Crota

lus durissus territicus. Para tanto, foram verificadas as con

centra¢bes das amostras, a presenca de grupos SH livres na molé
cula, o perfil eletroforético e ainda, a atividade bioldogica e
antigéhica daquelas irradiadas e nativa. Os resultados mostram
importantes alteragdes, as quais podem nos dar informagoes rele

vantes sobre o evento dose-efeito.



2. MATERIAL B METODOB

2.1. Obtengio da Toxina

2.1.1. Fracicnamento do veneno bruto de Cro

talus durissus terrificus em cromatografia de exclusao molecu

lar.

Cerca de 300 mg do veneno total foram dissolvi
dos em 10 ml de acido acético 0,1 M. O sobrenadante, resultante
de um processo de centrifugacao a 15000 rpm/15 minutos em uma
centrifuga refrigerada SORVALL mod. RC2-B, foi submetido a sepa
racao cromatografica em coluna de 80 cm x 2,5 cm de diametro ,
empacotada com gel Sephadex G-75 "fine" e eluida em acido ace-

tico 0,1 M.

hs fracoes foram recolhidas em um coletor LKB
BROMMA 7000 refrigerado a 69C, sob um fluxo de 13,8 ml/h e cole
ta de 5,7 ml/tubo. Apés, foram determinadas as absorvancias res
pectivas em um espectrofotometro Carl Zeiss mod. PMQ II em
comprimento de onda de 280 nm, usando cubetas com percurso opti

co de 1 cm.

A figura 1 ilustra o perfil cromatografico en

contrado.

A} ]



O material encontrado no pico correspondente ao
complexo crotoxina foi recolhido e liofilizade em um eguipamen

to VIRTIS mod. 10-102-MD.

2.1.2. Purificacao do complexc crotoxina

2.1.2.1. Recromatografia em gel sephadex

G-75 " Fine "

Cerca de 55 mg do material isolado no item ante
rior foram dissolvidos em 2 ml de acido acético 0,1 M com o au
xilio da adic3o de algumas gotas de acido acético 1 M no intui
to de levar o PH da solugdo proximo ao do eluente, onde a solu

bilidade da toxina se torna veridica.

Em seguida, a solucao foi sujeita a filtracao
em papel filtro Whatman n? 1 e o filtrado foi submet.do a cro
matografia em gel Ssphadex G-75 "fine" nas mesmas caracteristi

cas relatadas no item anterior.

A figura 2 mostra o perfil resultante,

As fracOes contidas nos tubos que compuseram o
pico foram recolhidas e misturadas em frasco para liofiliza
¢3o. O material foi entdo 1liofilizado em equipamento ja cita

do e estocado em dessecador a-189C,



2.1.2.2. Recromatografia em gel Sephadex

G-100 "fine"

Cerca de 10 mg do material isolado no item
2.1.1. foram dissolvidr: em 1 ml de tampao formiato 0,1 M pH
3,0 e submetidos a gel filtracao em colura de 80 cm x 1,5 cm
de diametro, empacotada com gel Sephadex G-100 "fine"” e eluida

em tampdo formiato 0,1 M pH 3,0.

As fracoes foram recolhidas em um coletor LKB

BROMMA 7000 refrigerado a 69C, sob um fluxo de 13,8 ml/h e re-

colhimento de 5,7 ml/tubo.

A figura 3 mostra o perfil cromatografico encon
trado, baseando-se nas leituras espectrofotométricas em compr i
mento de onda de 280 nm, usando cubetas com percurso optico de

1l cm.

2.1.3. Precipitacao da Crotoxina no Ponto 1soe

létrico pl 4,7 "7

Cerca de 30 mg de crotoxina recromatografada fo
ram dissolvidos em 4 ml de agua destilada. Em seguida, foram a
dicionadas algumas gotas de acido formico 1 M até a solucao a
tingir pH 3,0, titulando-a logo apos com hidroxido de amonio

0,1 M até encontrar o plI. Tao logo isso ocorrvu, a solucdo foi

submetida a centrifugacdo a 15000 rpm/20 minutos em uma centri

”



fuga refrigerada SORVALL mod. RC2-B. Ap.'s a scparacao do sobre
nadante, o precipitado foi ressuspendido em tampao formiato

0,1 M pH 3,0.

As amostras foram entdo 1liofilizadas e estoca-

das em dessecador a - 189C.

A figura 4 revela a utilizacao da reacao de i
munodifusao em dgar descrita no item 2.6, adotada como criteéri

o de pureza na avaliacao da fragao obtida.
2.2. preparaglio ¢ Irradiaglo das Amostras

ApOos a precipitacdo em seu ponto isoeléetrico e
o consegliente isolamento, 20 mg de crotoxina foram dissolvi
dos em 10 ml NaCl 0,85%. Em seguida, foram adicionadas algumas
gotas de acido cloridrico 0,1 M até gque a solucao atingisse pH

3,6, onde a solubilidade da toxipa parece ocorrer.

Isto feito, a solugao foi sujeita a filtracdo
em papel filtro Whatman nQl, 0 filtrado foi separado em 6 tu
bos de ensaio e finalmente submetidos 2 irradiagdo em um fon
te gama *° co, sob taxa de dose de 1100 Gy/h em doses de radia
cao de 250, 500, 1000, 1500 e 2000 Gy, mantendo uma aliquota

como amostra nativa.
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2.3. Determinagao de Grupos BH Livres

Com a intencao de observar possivel presenga de
grupos SH livres na molécula proteica, utilizamo-nos do método
descrito por Ellman 'e , onde se usa a cisteina na obten
¢3o dos valores padriao e o reagente acido 5,5' Qitiobis - 2-pnj
trobenzoico (DTNB), alem de modificacoes introduzidas por Simi
2u conforme Rogeroaz ; Que sequem 2%aixo: em V,250 wl da swlucao
de proteina, foram adicionados 0,880 ml de tampao Tris-HC1l 0,1
M pH 8,0, 0,030 ml de solucao de EDTA 0,1 M em tampao Tris-HCl
0,1 M pH 8,0, 1,840 ml de agua destilada e finalmente 0,020 ml

de reativo de Ellman ( 20 mg de acido 5,5' ditiobis-2-nitroben-

20ico em 5 ml de tampao Tris-HC) 0,1 M pH 8,0 ).

As leituras das amostras foram realizadas em es
pectrofotometro Carl Zeiss PMQ II em comprimento de onda de
412 nm, apos 10 minutos de reacao em temperatura ambiente, con
tra um branco contendo tampao, solucao de EDTA, agua destilada
e reagente de Ellman nas mesmas concentracoes e volumes, além

de 0,250 ml NaCl 0,85% .

A curva padrao de dosagem realizada com solucao
de cisteina em concentragboes gque variaram entre 10-’ e 10°° M,
foi tratadia matematicamente por regressao linear (PROC REG) com
auxilio do " Statistical Analysis Systems " (SAS) pelo Centro
de Processamento de Dados Jo Instituto de Pesquisas Energéticas

€ Nucleares.

[



As tabelas 1 e II mostram respectivamente, os
valores de absorvancias do padrao de dosagem e das amostras, u

tilizados no tratamento matematico dos dados.

A tabela III fornece a concentracao final de
Cys nao comprometidas em pontes S-S, expressa em molaridade ,

para cada amostra, baseando-se na estimativa do método.
2.4. peterminaglio do Conteiido Proteico

O conteiido proteico das amostras irradiadas e
posteriormente filtradas em papel filtro Whatman n® 1, alem
daquela nativa de crotoxina foram determinadss segundo o

23
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metodo descrito por Lowry e modificado por Miller ’ o

qual utiliza o soro albumina bovino como ' drdo de dosagem.

Os valores de concentragiao proteica encontrados
para o padrao foram tratados matematicamente pelo mesmo siste
ma citado no item 2.3, no intuito de enquadrar os achados para

as amostras.

As tabelas IV e V mostram respectivamente, va
lores de absorvancias do padrdoc e das amostras, usados no tra

tamento matematico.

A tabela VI indica a concentracao final de pro-

teina em ug/ml NaCl 0,85%, bem como a concentracao relativa



para cada amostra, baseando-se na estimativa do método.

2.5. Bletroforese enm Gel de Poliaorilamida em Placa

( SDB-PAGE)

As amostras irradiadas e nativa de crotoxina e
veneno total nativo de C.d. terrificus foram submetidas a ele
troforese em gel 3e poliacrilamida a 15% em placa (SDS-PAGE) ,
segundo o método descrito por dames " , em sistema desconti

nuo.

As concentragoes finais dos tampres usados fo
ram: tampao Tris-HCl1l 0,125 M pH 6,8 para o gel de empilha
mento; tampao Tris-HC1l 0,375 M pH 8,8 para gel de resolucgido e

Tris 0,025 M glicina 0,192 M pH 8,3 para o tampao de corrida.

A preparacao das amostras incluiu uma solucgdo
com SDS 2% e B-mercaptoetanol 2% em tampao Tris-HC1l 10,0625
M pH 6,8, a qual,em 0,1 ml fram adicionados 0,1 g de uréeia e
0,1 ml da solucdo de proteina (0,150 mg/ml NaCl 0,85%, aferido
pelo método de Lowry modificado). Desta, foram retirados 0,050
ml e adicionados em 0,010 ml de azul de bromofenol 0,002%. Fi

nalmente, 0,050 ml cdesta foram aplicados na placa.

Apds a corrida (160V /3h ), a placa foi tratada
com &ido tricloroacético 12%,por 24 horas, corada com Coomas-

sie Brilliant Blue R250 0,1% ( 0,12 g de corante; 20 ml Acido

"”



acetico glacial; 50 ml metanol; 50 ml agua destilada) e desco

rada com acido acetico 7%.

A fotografia da placa de eletroforese disp6e-§e

na fiqura 5.

2.6. Reagio de Imunodifusio em agar-dgar

As amostras irradiadas e nativa de crotoxina e
veneno total nativo de C. d. terrificus foram submetidas a rea
c3o de imunodifusio em agar-agar frente ao soro anticrotilij-
co,gentilmente cedido pelo Instituto Butantan ( Sao Paulo-Bra
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sil ), segundo o método descrito por Ouchterlony .

O tempo de difusio das amostras no agar a 2%
( 1 g de agar-agar em 50 ml tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 ) foi
de 24 horas. Em seguida, as laminas foram lavadas, coradas
com negro de amido 0,4% (1 g de negro de amido; 25 ml de acido
acetico glacial; agua destilada gsq 250 ml ) e descorada com

acido acético 5% .

As figuras 6, 7, 8 e 9 mostram as linhas de pre
cipitacao das amostras irradiadas frente ao soro anticrotali-

co, aléem daquela dada pela toxina nativa.



2.7. Determinaglo da Dose Letal 350% (DLSO)

A determinacao da toxicidade da amostra nativa
de crotoxina e aguelas irradiadas foi feita pelo calculo da
respectiva dose letal 50%, descrito no método de Reed e Muen

31
ch .

A medida da DL50 foi realizada em camundongos
albinos fémeas com peso aproximadv de 24 g cada, sob dieta nor
mal. Foram separados para cada amostra, 6 grupos com 6 animais

cada um, além de um grupc controle.

As diluigdes das amostras foram realizadas se
gundo os resultados estimados pelc méetodo de Lowry modificado,
em intervalos de concentracdo apropriados que variaram com as
amostras. O fator de diluicdo aplicado foi de 1:1,33 para as a
mostras irradiadas e nativa, exceto para aquela irradiada com

1500 Gy ,onde o fator usado foi de 1:1,5.

As mortes e sobrevidas foram anotadas 24 horas

apoés a inoculagdo que ocorreu em periodo vespertino.

As tabelas VII, VIII, IX, X e XI indicam as por
centagens de mortalidade nas varias diluic¢des, para as amos

tras.



0n

O calculo foi realizado do seguinte modo:

C=1log 2 + (d.p. x log A) onde :

Z € a diluicao inferior ao valor gque. provocou 50% de
morte;

A é o fator de diluicao aplicado;

d.p. & a distancia proporcional, fornecida por:

d.p. = 50 - Y
P _— onde:

X -Y
X = % de mortalidade na diluigao logo acima do va

lor que provocou 50% de morte ou mais ;

Y = % de mortalidade na diluicdo logo abaixo do va

lor que provocou 50% de morte ou mais ;

Finalmente, o antilog de C nos forneceu a dilui
cao exata em que ocorreu 50% de morte, e, consequente.iente a

concentracao em Hg/Kg de peso.

A tabela XI1 resume as DL50 encontradas para

as varias amostras.



3. RESULTADOS

3.1. Obtengido e Purifiocagao da Toxina

3.1.1. Fracionamento e Isolamento por gel filtra

¢3o em Sephadex.

A toxina utilizada neste trabalho foi obtida e

purificada a partir do vemeno bruto e seco de Crotalus durissus

terrificus (cascavel sul-americana), procedente do Estado de Go

ias (Go).

A separagao das fracgoes protéicas foi realizada
por cromatografia de exclusao molecular em gel Sephadex G - 75

" fine ", como mostra o perfil da figura 1 .

N pico II1 que corresponde & crotoxina foi isola
do e submetido a recromatografia nos mesmos moldes, a fim de ten
tarmos extrair alguma possivel fracao vinda por contaminacao

cruzada.

A figura 2 ilustra o perfil resultante.

Uma fracdo da crotoxina obtida na recromatogra-
fia foi submetida a cromatografia em gel Sephadex G-100 "fine "
em tampao formiato 0,1 M pH 3,0 no sentido de podermos perceber

o comportamento da toxina nesse sistema.

A figura 3 mostra o perfil encontrado.
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FIGURA 1 : Fracionamento em gel filtragdao do veneno total de C.d. terrificusem Sephadex
G-75 "fine"™ em coluna de 80 cm x 2,5 cm de diametro e eluida em acido acetico
0,1 M. Perfil cromatograficc de 300 mg de veneno/10 ml ac. acético 0,1 M, sob
fluxo de 13,8 ml/h com recolhimento de 5,7 ml/tubo.
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FIGURA 2 : Recromatografia da crotoxina em gel Sephadex G-75 "fine". Perfil de 55 mg de
proteipa/2 ml ac. acético 0,1 M, sob fluxo de 13,8 ml/h com recolhimento de
S,7 ml/tubo.
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FIGURA 3 : Recromatografia da crotoxina em gel Sephadex G-100 "fine" em coluna de
80 cm x 1,5 cm de diametro e eluida em tampao formiato 0,1 M pH 3,0. Perfil
cromatografico de 10 mg de proteina/l ml do mesmo tampdo, sob fluxo de
13,8 ml/h com recolhimento de 5,7 ml/tubo.



3.1.2. Purificacao por precipitacao no ponto i

soelétrico.

A crotoxina isolada cromatograficamente foi sub
metida a reagao de imunodifusao em agar-agar, utiiizada como
critério para a avaliacao de pureza, o gual sugeriu a presenca
de um contaminante, mesmo apds recromatografia. Por isso, o lo
te isolado foi sujeito a um processo de purificacao por preci-
pitaciZo no ponto isoelétrico da crotoxina (pl 4,7) e as fra

coes resultantes foram novamente submetidas ao mesmo critério.

Os resultados da reacdao de imunodifusdao frente

ao soro anticrotalico encontram-se na figura 4.

FIGURA 4 : Reacio de imunodifus3o em agar-zgar a 2%
em tampio fosfato 0,1 M pH 7,0, Cerca de
10 4l foram utilizados no  preenchimento
do pogo.



1l: soro antjcrotalico:

2: veneno total nativo de C.d.terrificus;
3: crotamina nativa;
" 4: crotoxina obtida por recromatografia;
5: crotoxina obtida por recromatografia e preci-
pitacao no pI;

6: associacao do precipitado e sobrenadante.

3.2. peterminagao de Grupos BN iivres

O método de Ellman = foi empregado a fim de

tentarmos perceber possiveis grupamentos SH livres na molécula.

TABELA I : Dados obtidos como padrao de dosagem para determina-

¢dao de grupamentos SH livres ( método de Ellman )

CONCENTRACAC DE ABSORVANCIA A

CISTEINA (x10 M) 412 nm
10,00 1,150 1,150 1,160
5,00 0,505 0,490 0,500
2,50 0,210 0,212 0,214
1,66 0,130 0,140 0,140
1,25 0,100 0,100 0,110
1,00 0,090 0,090 0,090

0,83 0,050 0,058 0,057




TABELA 11 : Valores de absorvancias encontrados para as amos

tras submetidas ao método de Ellman.

AMOSTRA DE ABSORVANCIA A
CROTOXINA 412 nm
Nativa - -
250 GY 0,030 0,020
500 GY 0,065 0,050
1000 GY 0,185 0,205
1500 GY 0,200 0,220
2000 GY 0,590 0,590

TABELA 111 : Concentracao final de Cys nac comprometidas em

pontes S-S (estimada pelo método de Ellman ).

AMOSTRA DE CONCENTRACAO  DE
CROTOXINA Cys  (x10'M)
Nativa 0

250 GY 0,23 + 0,06

500 GY 0,52 + 0,09

1000 GY 1,78 + 0,13

1500 GY 1,91 + 0,13

2000 GY 5,39

2?7



3.3. Determinsglio de Contefido Protéico

- ’ : 3 - -
O metodo de Low:y modificado por Miller
foi realizado com o intuito de determinarmos o conteido pro

teico de cada amostra.

TABELA 1V: Dados obtidos como padrao de dosagem para determina

ca de ocntetdo proteico (método de Lowry modificado).

CONCENTRAGAO DO PA ABSORVANCIA A

DRAO (1g/200 1) 650 nm
200 0,790 0,820 0,800 0,810 0,810
100 0,425 0,435 0,440 0,430 0,420
50 0,220 0,230 0,220 0,220 0,225
25 0,112 0,117 0,118 0,120 0,130
12,5 0,060 0,066 0,070 0,067 -—--

TABELA V : Valores de absorvamcias encontrados para as amostras

submetidas ao método de Lowry modificado.

AMOSTRA DE ABSORVANCIA A

CROTOXINA 650 nm

Nativa 0,260 0,270 0,275 0,260 0,265
250 GY 0,270 0,285 0,290 0,275 0,290
500 GY 0,295 0,295 0,285 0,285 0,290
1000 GY 0,225 0,245 0,230 0,230 0,220
1500 GY 0,150 0,175 0,180 0,170 0,155

2000 GY 0,108 0,118 0,108 0,103 0,105




TABELA VI : Concentracao final de proteina em solucao ( estima

da pelo méetodo de Lowry modificado )

AMOSTRA DE CONCENTRACAO CONCENTRACAO
CROTOXINA FINAL RELATIVA ( % )

( vg/ml1 NaCl 0,85%)

Nativa 2589 + 63 100
250 GY 2745 + 88 106 + 6
500 GY 2822 + 49 109 + 4
1000 GY 2238 + 91 86,5 + 5,5
1500 GY 1616 + 126 62,5 + 6,5
2000 GY 1055 + 56 41 + 3

3.4. Eletroforese em gel de Poliacrilamida (8DS-PAGE)

Foi realizda uma eletroforese em gel de polia
crilamida a 15% (SDS-PAGE), seguindo o método descrito por Ha

14 -
mes , em sistema descontinuo.

A placa foi corada com Coomassie Brilliant Blue

R 250 0,1%.

A figura 5 revela apenas o gel de resolucao.
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FIGURA 5 : Eletroforese em gel de poliacrilamida .

1l : veneno total nativo de Crotalus duris

sus terrificus:

2 : crotoxina nativa;
3 a 7 : crotoxina irradiada com doses de
250, 500, 1200, 1500 e 2000 GY,res

pectivamente.

3.5. Reagdo de Imunodifusio em dgar-agar.

As varias amostras da toxina foram submetidas &
reacdao de imunodifusdo em agar-agar a.2% em tampao fosfato 0,1
M pH 7,0, descrita por Ouchterlony 10 , na intencdo de tentar
mos notar o comportamento dos antigenos irradiados frente ao

soro anticrotalico.



Cerca de 10 pl foram usados no preenchimento do

pPogo.

As figuras 6, 7, 8 e 9 mostram a reacao, apos

coloragao com negro de amido 0,4%.
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FIGURA 6 : Reagao de imunodifusdo em agar-agar.

1: soro anticrotalico;

2: veneno total nativo de C.d.terrificus;
3: crotoxina nativa;

4 a 8 : crotoxina irradiada com doses de

250, 500, 1000, 1500 e 2000 GY ,
respectivamente.
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FIGURA 7 : Reacao de imunodifusiao em agar-agar.

1: soro anticrotalico;

2: crotoxina nativa;

3 a5 : crotoxina irradiada com doses de
1000, 1500 e 2000 GY, respectiva-
mente.



FIGURA 8 : Reacdo de imunodifusdo em agar-agar.

1: soro anticrotalico;

2: veneno total nativo de C.d.terrificus;

3: crotoxina nativa ;

4: crotoxina irradiada com 1000 Gy.

R &



FIGURA 9 : Reacdo de imunodifus3o em agar-agar.
1: soro anticrotalico;
2: veneno total nativo de C.d.terrificus;

3: crotoxina nativa;

4: crotoxina irradiada com 2000 Gy.



3.6. Determinagiao da Dose Letal 80% (DL3O)

A toxicidade de cada amostra foi determinada em
camundongos albinos fémeas pelo calculo da dose letal 50%, te

3
gundo o método descrito por Reed e Muench ',

As tabelas VII, VIII, IX, X e XI mostram as va
rias concentracoes aplicadas para cada amostra, bem como as
respectivas taxas de mortalidade encontradas apos um periodo

de observacao de 24 horas.

TABELA VII : Toxicidade da crotoxina nativa

CONCENTRACAO DA % DE

TOXINA( W g/Kg) MORTA.LIDADE
300 100
225,56 100
169,60 60
127,52 40
95,88 0

72,09 0




TABELA VIII : Toxicidade da crotoxina irradiada com dose de

250 Gy.
CONCENTRACAO DA % DE
TOXINA( ug/Kg ) MORTALIDADE

300 92,3
225,56 70
169,60 33,3
127,52 0
95,88 0
72,09 0

TABELA IX : Toxicidade da crotoxina irradiada com 500 Gy.

CONCENTRACAO DA % DE
TOXINA( u g/Kg ) MORTALIDADE
500 100
375,94 100
282,66 83,3
212,53 54,54

159,80 25

120,15 6,66




TABELA X : Toxicidade da crotoxina irradiada com 1000 Gy.

CONCENTRACAO DA t DE

TOXINA( ug/Kg ) MORTALIDADE
800 100
601,50 94,4
452,26 85,71
340, 44 58,33
255,67 33,33
192,23 7,14

TABELA XI : Toxicidade da crotoxina irradiada com 1500 Gy.

CONCENTRACAO DA $ DE

TOXINA( ug/Kg ) MORTALIDADE
1000 100
666,67 100
444,45 16,66
296,30 0
197,53 0

131,69 0




A tabela XII resume as DL50 encontradas pelo

calculo descrito por Reed e Muench.

TABELA XI1: Apresentacao das DL 50 calculadas para as varias a

mostras (método de Reed e Muench ).

AMOSTRA DE DL 50
CROTOXINA (ug/Kg de peso )
Nativa 147 + 4
250 GY 193 + 6
500 GY 203 + 4
1000 GY 309 + 13
1500 GY 523 + 41




4. DISCUBSAO

Os efeitos indiretos da radiacao ionizante em
macromoléculas apresentam-se mais danosos quando comparados com
os. efeitos diretos, justamente pela acao dos chamados produtos
primarios da radidolise da agua que, por serem altamente reati
vos, podem acarretar alteracoes moleculares. Esses efeitos po
dem ser controlados pela adi¢ao de substdncias conhecidas como
"scavengers” no meio a ser irradiado, as quais atuam com um ca
rater radioprotetor, reagindo com radicais livres especificos ,
"neutralizando-os". Como exemplo podemos citar o agente t-buta-
nol que coloca a agdo do eletron hidratado em evidéncia pelo
fato de reagir com o radical hidroxila, nao permitindo sua mani
festacio. . Esse tipo de procedimento €& utilizado, dentre ou
tras aplicacoes, no estudo dos mecanismos de acao, sitios de a
taque e efeitos provocados por um determinado produto primario

[
ou algum produto oriundo deste, na macromolécula .

Os efeitos da radiacao ionizante como forma de a
tenuagdo de toxinas proteicas tem merecido atencdes hd alguns a

nos, justamente pelo fato de o indice de acidentes com animais
peconhentos ter aumentado significativamenie nos paises tropi
cais, elevando a producdo de soros e, em consequéncia, a imuni

o 12, 20, 22,
zacao em animais Je .



A atenuacdo de toxinas proteicas por meio de ra
diacao constitui, segundo varios autores, um processo no qual
nao € necessaria a adicio de um dado agente quimico como forma
de destoxicacao, o qual poderia interferir na imunizacao do a
nimal ou até mesmo apresentar um grau de toxicidade ao animal,

o que nao tornaria o processo exequivel.

Neste trabalho, a principal toxina do veneno de

Crotalus durissus terrificus foi isolada por cromatografia de

exclusao mclecular seguida de um processo de purificacao por
precipitacdo no ponto isoelétrico e seus comportamentos foram

estudados apos a radiacao gama de °° co em solucao aquosa.

A cromatografia por exclusao em gel Sephadex G-

75 "fine"” do veneno total de Crotalus durissus terrificus nos

permite separar a crotoxina das outras fracbes proteicas, mas
o grau de pureza parece apresentar-se significativamente com
prometido, guando o material isolado & avaliado sob a reacgao
de imunodifusio em agar frente ao soro anticrotalico, mesmo a
pos a recromatografia nos mesmos moldes. Desse modo, a purifi
cacdo da crotoxina isolada por cromatografia foi recalizada com
a precipitacdo em seu ponto isoelétrico (pI 4,7), por titula

cado.

As fragdes resultantes dos processos de separa-
650, bem como a crotamina (outra toxina presente no veneno, de

caréiter basico e PM ~ 4880 daltons) foram submetidas a crite-



rios de pureza, como a reacdo de imunodifusdo em agar e eletro
forese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Os resultados reve
lados mostram que o material isolado por cromatografia apresen
ta um segundo componente com propriedades imunogénicas e anti
génicas bastante proeminentes, o que indica qué a gel filtra
cao, conforme caracteristicas citadas, inclui um contaminante
protéico com volume efluente proximo ao do complexo crotoxina.
Esse componente parece ter sido extraido apos a precipitacao

da proteina em pH 4,7.

Em seguida, a crotoxina foi submetida a radia

cdo gama *°Co em varias doses, em solucdo aguosa de pH 3,6 .

Imediatamente apos a irradiacao, foi realizada
a determinacao de grupos SH livres na proteina, segundo o méto
do descrito por Ellman’® . 0s resultados indicam a auséncia
desses grupos na molécula nativa, concordando com os achados
de Breithaupt et alli * e Rogero3 ? ae que os residuos de
cisteina poderiam estar comprometidos em pontes dissulfeto, sem

excecao.

Os trabalhos realizados por Aird et alli'
na determinacdo das estruturas primarias das subunidades iso
ladas assumem 14 pontes dissulfeto, sendo 7 em cada componente.
Com isso, considerando que o complexo possua 28 Cys e se todas
as pontes S-S fossem rompidas, entdo teriamos 3,02 x 10-’m01es
de Cys, assumindo a concentracdo da amostra nativa estimada pe

lo método de Lowry ' modificado e o peso molecular de 24.000



daltons para o complexo, tornando suficiente o bastante para

ser detectado pelo método.

Em vista disso, os resultados indicam o apareci
mento de 1,65 moles de Cys/mole e 1,77 moles de Cys/mole , o
que sugerem a provavel quebra de 1 ponte S-S/molécula nas a
mostras irradiadas com doses respectivas de 1000 e 1500 Gy, en
guanto que a dose de 2000 Gy, pela estimativa do método gque in
dicou 5 moles de Cys/mole de proteina, parece ter sido sufici-
entemente capaz de romper 3 pontes S-S, As amostras irradiadas
com doses de 250 e 500 Gy parecem ndo ter sido afetadas quan
to a esse aspecto, o que ndo quer dizer que a integridade es

trutural foi mantida.

A determinacdo do conteudo protéico foi realiza
da pelo método de Lowryz’ modificado por Hillerz' , utilizan-

do o soro albumina bovino como padrao de dosagem.

A comparacao das amostras irradiadas em frente
da nativa permite enfatizar que aguela irradiada com dose de
1000 Gy apresenta aproximadamente 85% de proteina em solucao,
com cerca de apenas 15% de perda por agregagido e precipitacao,
ao passo que aquela irradiada com 1500 Gy promove 65% de mate-
rial protéico soliivel e aquela com 2000 Gy, apenas 40% aproxi-
madamente. As amostras irradiadas com doses de 250 e 500 Gy
néo apresentaram resultados significativamente diferentes '

quando comparados os da nativa.



Em frente desses dados, fica claro a ocorréncia de
uma perda protéica em solucdo, por agregacio e precipitacao, a
partir de certa dose e torna-se significativa a medida que au

menta a dose de radiacgao.

A amostra nativa indicou uma concentracao de
2589%63 ug/ml NaCl 0,85% promovendo uma relativa superestimati-
va da ordem 25%, quando levada a comparacao com a concentracao
idealizada. Esse fatc pode talvez ser explicado pelos achados de Dar
ke et alli'onde enfatizam que a dosagem de fosfolipase A2 vinda
do veneno de Naja naja naja, quando estimada pelo método de Lo

23
wry modificado e pelo uso de soro albumina bovino como pa

drao, parece provocar um valor de concentracao maior que o re
al. Contudo, a utilizacdo do método foi suportada pelo fato de
ser amplamente reconhecido e largamente usado por inumeros auto

res, além de possuir um grau de sensibilidade considerado.

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 15 &
(SDS-PAGE) em sistema descontinuo, realizada com as amostras ir
radiadas e nativa de crotoxina e veneno total nativo de C. d.
terrificus mostrou a presenc¢a de zonas difusas que aumentam
de intensidade com o acrescimo da dose de radiacdo e ainda, " zo
nas de preferéncias " podem ser notadas, apresentando pesos mo
leculares mais elevados quando comparados com o do complexo Cro
toxina, por possuirem menor mobilidade. Esse fato pode indicar
a formagido de rearranjos protéicos por ligacOes intermolecula -

res provocadas de alguma forma pela radiacdo.



A reacao de imunodifusdo em agar-agar descrita
por Ouchterlony *e , observada nas figuras 6, 7, 8 e 9, reve
la o comportamento antigénico das amostras de crotoxina e vene
no total nativo de C. 4. terrificus ¢ aquelas irradiadas, por
observacao das linhas de precipitacdo que representam a identi

dade antigeno-anticorpo.

O comportamento antigénico das amostras irradia
das até a dose de 1000 Gy aparenta nao ter sido afetado pela
radiacao, indicando linhas de identidade condizentes com a na
tiva. Por outro lado, aquelas irradiadas com doses de 1500 e
2000 Gy apresentaram-se bastante alteradas, indicando ate o a
parecimento de uma segunda linha de precipitacao em posicao
que nos permite enfatizar uma maior mobilidade de migracdo do

antigeno.

A dose de 2000 Cy parece, segundo o método apli
cado, ter sido suficientemente capaz de destruir a capacidade
antigénica do complexo crotoxina, contudo, o surgimento de uma

linha de precipitacdo tornou-se proeminente.

A determinacao da dose letal 50% (DL50) em ca
mundongos nos faz ver uma gradativa deéstoxicacao parcial da
toxina com o aumento da dose de radiacdo. £ fato importante no
tar que a amostra de crotoxina irradiada com dose de 1000 Gy
apresentou uma diminui¢g3o da toxicidade da ordem de 2 vezes e

aquela irradiada com 1500 Gy, em torno de 3,5 vezes, sugerindo



o comprometimento da "regiao neurotoxica®.

As doses de 250 e 500 Gy parecem nao ter sidosufi
cientes o bastante para promover alteracoes moleculares capazes
de modificar significativamente os co.portanen?os da toxina, 2
pesar de as amostras irradiadas com tais doses apresentaram-se
atenuadas em cerca de 1,2 e 1,4 vezes respectivamente, quan

do comparadas com a amostra de crotoxina nativa (DL50 ip 147

wa/Kg) .

O rompimento de pontes dissulfeto nas amostras
irradiadas a partir de 1000 Gy poderia sugerir uma contribuicao
no comprometimento da integridade estrutural da toxina e, por

conseqlléncia, a atenuagdao da toxicidade.

Um perfil comparativo entre o comportamento bio
logico e o antigénico deve ser tragado, mostrando que a antige-
nicidade da crotoxina aparentou manter-se intacta até a dose de
1000 Gy, enquanto que sua toxicidade diminuiu cerca de 2 vezes, o
que poderia sugerir que as regides da molécula onde estdo dis-
postos os determinantes antigénicos diferem daguela ondec reside

o sitio neurotoxico.

Esses resultados imbuem uma importancia extrema
no estudo da relacao estrutura-atividade do complexo crotoxina,
além de revelar informacdoes gue podem contribuir para os estu

dos de atenuacao do veneno crotdlico por radiacéo.



1.

0 fracionamento do veneno bruto de Crotalus durissus terrifi

cus, segundo a metodologia utilizada, inclui uma fracao con
taminante no pico correspondente ao complexo crotoxina, apre
sentando-se bastante antigénica em frente do soroanticrotali-

CO.

2.0 grau de pureza da crotoxina apresentou-se satisfatorio a

pos sua precipitacdo no ponto isoelétrico, por titulacao.

As amostras irradiadas com doses a partir de 1000 Gy apresen
taram grupamentos sulfidrilas livres, indicando o rompimento

de pontes S-S do complexo.

A formacao de agregados protéicos ocorreu desde a dose de
250 Gy, com consegllente perda de proteina em solucao, por

precipitacao, a partir de 1000 Gy.

O comportamento antigénico das amostras irradiadas até a do
se de 1000 Gy, segundo a metodologia aplicada, apresentou 1i

nhas de precipitacdo semelhantes as da nativa,

A dose letal 50% aumentou cerca de 2 vezes para a amostra ir
radiada com 1000 Gy e, por volta de 3,5 vezes para aguela ir
radiada com dose de 1500 Gy.
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