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EFEITOS DOS PRODUTOS DE RADIÕLISE DA ÁGUA NA CROTAMINA

(TOXINA DO VENENO DE Crotalus durissus terrificus)

Tânia Alves da Costa & José Roberto Rogero

RESUTD

Radiações ionizantes afetam a estrutura das moléculas devido ã destrui

çãp das suas ligações químicas. Estas alterações químicas poderãc levar a

uma mudança nas propriedades biológicas das mesmas. A crotamina foi obtida

a oartir de um "pool" do veneno de Crotalus durissus terrificus por crarato

grafia de exclusão molecular e irradiada em una concentração de 1 mg/ml em

solução aquosa com radiação gama produzida por uma fonte de Co. Reali-

zou-se os seguintes ensaios: determinação da concentração protele?. SDS -

PACE e imunodifusão. Resultados preliminares mostraram uma redução de 55%

na concentração proteíca can a dose de 5000 Gy, um aumento de número de ban

das na SDS-PAGE, sugerindo a presença de agregados protâícos que foi propor

cional com o aumento das doses. Os dados de imunodifusãb mostraram uma redu

cão da atividade imunoquímica contra o antisoxo produzido pelo Instituto Bu

tantan.

EFFECTS OF RADIOLYSIS PRODUCTS ON CHOTAMINE (TOXIN

FROM Crotalus durissus terrificus venom )

ABSTRACT

Ionizing Radiations changes tlie molecular structure 'due to chemical

bond destruction. These chemical alterations are able to change the biologi

cal properties of the biaiDlecules.Crotamine was obtained from Crotalus du-

rissus terrificus venom by molecular exclusion cromatography and irradiated

in a concentration of 1 mg/ml in aqueous solution with gamma radiation pro-

duced by a Co source. We used doses of 100 Gy, 2000 Gy and 5000 Gy (dose
3

rate * 1,14 x 10 Gy/h). We performed the following experiments : proteic
concentration, EDS-PACE and immunoctiffusion. Preliminary results showed a

reduction of 55% in proteic concentration; with dose Of 5000 Gy; an increa-



se of the number of bands in SDS-PAGE suggesting the appearence of protein

aggregates that was proportional as the dose increasis. The iimunodiffusion

data showed a reduction of the innunochemical activity against the Butantan

antisera.

Keywords: Toxins, snakes, biological radiation effects

INTRODUÇÃO

A crotamina ê uma toxina proteíca que foi isolada do veneno de casca-

vel da região central e sul do Brasil, por Gonçalves e Vieira em 1950 (5) .

Quando injetada intra-pei ixoneaLiente «n caiumidungos, pxo\ttca a contratura

imediata seguida de contrações irregulares e espontâneas dos membros poste-

riores, além de ser capaz de induzir a contratura do músculo esquelético de

gatos e ratos. Estas observações demonstram que a fibra muscular é o alvo

principal de ação da crotainina (9).

A crotamina isolada de Crotalus durissus terrificus, var. crotami -

nicus, é um polipcptídeo de cadeia simples com RI 4880 daltons, de caracte-

rística básica (pi 10,3), constituido por 42 resíduos de aminoácidos, sendo

6 resíduos de cys conpromctidos em pontes dissulfeto. A estrutura primária

foi determinada por Laure em 1975

A presença das três pontes dissulfeto conferem a proteína uma forma

compacta e altamente resistente ao calor, suportando o aquecimento até 709C

por 18 horas sem perder sua toxicidade ( Hampe a Gonçalves em 1976 em

1978) (6).

Com relação ao efeito das radiações ionizantes sobre proteínas, as pri

noiras ir.vo."ti T.icõcs foram iniciadas no começo deste século e uma vasta lite

rntara G '.ir.cov.tr ida sobre este aspecto

Tonto a ação direta e indireta de radiações ionizantes tan mostrado ai

terações da atividade biológica, sendo esta enzimática, hormonal ou imunoló-

qica.

Ação direta é o termo usado quando a macromolécula é excitada ou ioni-

zada; a ação indireta ocorre quando o ataque sobre esta são mediados pelos

produtos de radíõlise da água neste caso, a água absorve a maior parte da

radiação gama, podendo ocorrer excitaçâb ou ionização desta, da seguinte

forma:



H2° excita^,* H2°* -

c*r

Existent na literatura, dados com relação â forma que os produtos de

radiõlise da água reagem com a estrutura proteica. Por exemplo, radicais hi

droxila ((XP) reagem nona proporção relativamente baixa oom aninoãcidos. A

principal reação é a abstração de um átomo de hidrogênio do carbono OC . En

tretanto, onde os carbonos ^ e ^ estão presentes, o ataque pode ocorrer

nestes sítios {1)*

A proporcção de reação é maior com aminoácidos aronáticos, onde as

reações são principalmente sobre o anel de estrutura. Com cisteína a abstra

ção do hidrogênio do grupo - SH produz radicais RS* que podem reagir de di-

ferentes formas, posterior.rente. Com relação ao radical H* e e" aquoso o me

canisno de reação com a proteína ê muito pouco compreendido. Os tipos de ra

dicais produzidos nas reações com os produtos de radiõlise da água e os and

noácidos são, portanto, extremamente diversos

Como conseqüência da radiação foram verificadas modificações na estru

tura da proteína, por uma variedade cie medidas físicas e químicas, além da

formação de ligações covaleiites intermoleculares, as quais devem contribuir

para a precipitação na forma de agregados. Produtos de irradiação tais como

estes devem também contribuir para a alteração de atividade das proteínas.

II MATERIAIS £ MÉTODOS.

A partir de um "pool" de veneno da cascavel, bruto e seco da região

de Goiás, realizou-se cromatografia de exclusão molecular em gel Sephadex

G - 75 "fine" em ácido acético 0,1 M, numa coluna de 80 x 1,6 cm (figu -

ra 1). A crotamina foi recromatografada na mesma coluna para garantir maior

pureza de amostra.

A toxina foi submetida, ã radiação gama proveniente de uma fonte de
60Co, oom uma taxa de dose de 1,14 x IO3 üy/h nas doses de 100, 2000 e

5000 Gy. A irradiação foi realizada em solução aquosa numa concentração de



1 mg/ml, na presença de >2 atmosférico era em temperatura atfciente.

A determinação do conteúdo proteíco nas amostras foi realizado pelo

método de Iowry, modificado por Miller ', usando o soro albumina bovina co

mo padrão. Na análise em SDS-PAGE (figura 2), segundo o método de Weber e
(12)

Osborn , utilizou-se como gel de corrida poliacrilamida 15% em tampão

tris-glicina 0,375M pH 8.8 e cano gel de empilhamento poliacrilamida 2.5 %

em tampão Tris-HCL 0,125M pH 6.7. Por este método ê possível estimar o pe-

so molecular das amostras, sendo os padrões adotados: BSA 68000, ou albumi-

na 45000, aldolase 38000, quimiotriprisinogênio 24000 e lisosima 14300. Pa-

ra análise antigênica utilizou-se a reação de imunodifusão, hgwada no raêto

do de Ouchterlony ' .As amostras testadas frente ao soro anti.crotáli

CJ obtido nc Instituto Butantan.

III. RESULTADOS
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TABELA 1 - COnc. Proteíca das Amostras Irradiadas

DOGE

0

100

2000

5000

( Gy) ; Cone. Media

0,85 •

- 0,80

0,82

0,47

(rog/ml)

TABELA 2 - Caiparaçlo da Proteína Nativa (n = 9) e Amostra Irradiadas

( n = 9)

l (rag/ml)

S

to

Proteína Cativa

0,85

0,1666

Proteína Irrad.

100 Gy

0,80

0,2328

0,0953

Proteína Irrad.

2000 Qy

0,82

0,4323

0,1423

Proteína Irrad.

0,47

0,1851

4,57

Gl « 9 + 9 - 2 » 16

P « 5%

t* = 2,120



m

Fig. 2 - SüS - PAGE

Leijenda : 1. Padrões de peso molecular

2. Veneno total

3. Crotamina não-irradiada

4. Crotanvina irradiada c/ 100 Gy

5. Crotamina irradiada c/ 2000 Gy

6. Crotamina irradiada c/ 5000 Gy

Fig. 3 - Imunodifusão

Legenda : 1. Soro antlcrotálir*

2. Veneno total

3. Crotamina não-irradiada

4. Crotamina irradiada c/ 100 Gy

5. Crotamina irradiada c/ 2000 Gy

6. Crotamina irradiada c/ 5000 Gy

IV. DISCUSS/yO £ CONCLUSÕES



De acordo oorn os ensaios realizados,, verificou-se que a oonoantração

proteíca das amostras Irradiadas oom relação à proteína nativa não se alte

rou nas doses de 100 e 2000 Gy, já na dose de 5000 Gy verlfloou-se uma per

da de 55% do material protélco que é significativo oom erro de 5%, estatis

ticamente, pelo test t student. Pela SDS-PAO: observou-se um aumento cres-

cente na formação de agregados em função do aumento da dose. Na reação de

iitunodifusão ficou demostrado da forma qualitativa a perda da antigenicida

de da proteína can relação ao aumento de doses ao qual foi submetida.
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