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EFETIOS DOS PROWUTOS DE RADIOLISE DA AGUA NA CROTAMINA

{(TOXINA DO VENENO DE Crotalus durissus terrificus)

Tania Alves da Costa & José Roberto Rogero

RESUMO

Radiacoes ionizantes afetam a estrutura das moléculas devido a destrui
gao das suas ligacoes quimicas. Estas alteracoes quimicas poderac levar a
una mudanca nas propriedades biologicas das mesmas. A crotamina foi obtida
a partir de um "pool” do veneno de Crotalus durissus terrificus por cramato
grafia de exclusao molecular e irradiada em uma concentragao de 1 my/ml em
solucao aquosa com radiagac gama produzida por uma fonte de 0co.  Reali-
zou-se Os sequintes ensaios: determinacao da concentragao proteica. SIS -
PAGE e imunodifusan. Resultados preliminares mostraram uma reducao de 55%
na concentracao proteica com a dose de 5000 Gy, um aumento de nimero de ban
das na SDS-PAGE, sugerindo a presenca de agregados protefcos que foi propor
cional com o aumento das doses. Os dados de imunodifusao mostraram uma redu
Gao da atividade imunoquimica contra o antisoro produzido pelo Instituto Bu
tantan.

EFFECTS OF RADIOLYSIS PRODUCTS ON CROTAMINE (TOXIN
FROM Crotalus durissus terrificus venom )

ABSTRACT

Ionizing Radiations changes the molecular structure due to chemical
bond destruction. These chemical alterations are able to change the biologi
cal properties of the bjomolecules.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 ®%o source. We used doses of 100 Gy, 2000 Gy and 5000 Gy (dose
rate = 1,14 x 10° Gy/h). We performed the following experiments : proteic
concentration, SDS-PAGE and immunodiffusion. Preliminary results showed a
reduction of 55% in proteic ooncentration; with' dose 0f 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 immurodiffusion
data showed a reduction of the immunochemical activity against the Butantan

antisera.
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INTRODUCAO

A crotamina é uma toxina protefca que foi isolada do veneno de casca—
vel da reqgiao central e sul do Brasil, por Gongalves e Vieira em 1950 (5) .
Quando injetada intra-perivonealiente em canankiongos, provoca a ocortratura
imediata sequida de contragOes irrequlares e espontaneas dos membros poste -
riores, alem de ser cai;az de induzir a contratura do misculo esquelético de
Jatos e ratos. Estas observagoes denonstram que a fibra muscular & o alvo
principal de agao da crotanina (9).

A crotamina isolada de Crotalus durissus terrificus, var. crotami -
ricus, ¢ un polipeptideo de cadeia simples com P11 4880 daltons, de caracte-
ristica basica (pl 10,3), constituido por 42 residuos de aminoacidos, sendo
6 residuos de cys conmprometidos em pontes dissulfeto. A estrutura primaria

foi deterwminada mor Laure em 1975 (6) .

A presenca das tres pontes dissulfeto oonferem a protefna uma forma
compacta e altamente resistente ao calor, suportando o aquecimento até 709C
por 12 horas sem perder sua toxicidade ( Hampe a GCongalves em 1976 em
1973) ©) . ‘

Can relag3o ao efeito das radiagoes ionizantes sobre proteinas, as pri

meiras irvostitagoes foram iniciadas no camego deste século e uma vasta lite
- . . 1
ratura ¢ Cenconiroda sonre este aspecto () .

Tanto a agao direta e indireta de radiagoes ionizantes tem mostrado al
teracdes da atividade bioldgica, sendo esta enzimatica, hormonal on imunolo-
gica.

Acao direta & o termo usado quando a macrumolécula & excitada ou ioni-
zada; a agao indireta ocorre quando o ataque sobre esta s3o mediados pelos
produtos de radiclise da agua neste caso, a agua absorve a maior parte da
radiagao gama, podendo ocorrer excitacao ou ionizagdo desta, da  seguinte
forma:
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Existem na literatura, dados com relacao 3 forma que os produtos de
radidlise da agua reagem com a estrutura proteica. Por exemplo, radicais hi
droxila (OHP) reagem numa proporgao relativamente baixa com aminoacidos. A
principal reagao é a abstragao de um atomo de hidrogenio do carbono X , En
tretanto, onde os carbonos (3 e ¥ estio presentes, o ataque pode ocorrer
nestes sitios (1)*

A proporcgao de reagao € majior com aminoacidos aromaticos, onde  as
reacoes sao principalmente sobre o anel de estrutura. Com cisteina a abstra
¢ao do hidrogenio do grupo -~ SH produz radicais RS® que podem reagir de di-
ferentes formas, posteriorrsente. Com relagao ao radical H® e e aquoso o me
canismo de reacao cam a proteina € muito pouco compreendido. Os tipos de ra
dicais produzidos nas reagOes com os produtos de radiGlise da agua e os ami
noacidos sao, portanto, extrememente diversos b

Como consequéncia da radiagao foram verificadas modificacOes na estru
tura da proteina, por uma variedade de inedidas fisicas e quimicas, além da
formacao de ligagdes covalernites intermoleculares, as quais devem contribuir
para a vrecipitacao na forma de agregados. Produtos de irradiagao tais como
estes deven tambem contribuir para a alteragao de atividade das proteinas.

1I MATERIAIS E METODOS,

A partir de um "pool"” de veneno da cascavel, bruto e seco da regiao
de Goids, realizou-se cromatografia de exclusao molecular em gel Sephadex
G-75 "fine" em acido acétioco 0,1 M, numa coluna de 80 x 1,6 an (figqu -
ra 1), A crotamina foi recramatografada na mesma coluna para garantir maior
pureza de amostra,

A torina fol submetida.a radiagao gama proveniente de uma fonte de
50¢o, com uma taxa de dose de 1,14 x 10° Gy/h nas doses de 100, 2000 e
5000 Gy. A irradiacao foi realizada em solugao aquosa numa concentracao de
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1 mg/ml, na presenca de ), atiosférico em em temperatura ambiente.

A determinacao do oonteudo proteico nas anostras foi realizado pelo
metodo de Lowry, moaificado por diller (8), usando o soro albumina bovina co
mo padrao. Na andlise em SDS-PAGE (figura 2), sequndo 0 metodo de Weber e
ostorn 12, utilizou-se como gel de corrida poliacrilanida 15% em  tampdo
tris—glicina 0,3754 pii 8.8 e como gel de empilhamento poliacrilamida 2,5 %
em tampao Tris-HCL 0,125M pH 6.7. Por este método & possivel estimar o pe-
so molecular das amostras, sendo os padrOes adotados: BSA 68000, ou albumi-
na 45000, aldolase 38000, quimiotriprisinogénio 24000 e lisosima 14300. Pa-
ra analise antigénica utilizou-se a reacao de imunodifusao, baseada no met:o
do de Ouchterlony 1% 1) a5 amostrus testadas frente a0 soro anticrotals -
O obtido nc Imstituto Butantan.

III. RiESULTADOS
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TABEIA 1 - Conc. Proteica das Amostras Irradiadas

Conc. edia (mg/ml)

DOSE ( Gy)
0 0,85 -
100 0,80
2000 0,82
5000 0,47

TABEIA 2 - Camparagan da Proteina Nativa (n = 9) e Amostra Irradiadas

{n=29)

Proteina Jativa

Proteina Irrad.

Protelna Irrad.

Proteina Irrad.

100 Gy 2000 Gy
E(mg/ml) 0,85 0,60 0,82 0,47
s 0,1666 0,2328 0,4323 0,1851
to 0,0953 0,1423 4,57
Gl=9+9-2=16
P = 5%

te= 2,120




Padroes de peso imolecular
Veneno total

Crotamina nio-irradiada ,
Crotamina irradiada c/ 100 Gy
Crotamina irradiada c/ 2000 Gy
Crotamina irradiada c/ 5000 Gy

Soro anticrotalic .

Veneno total

Crotamina nao-irradiada
Crotamina irradiada ¢/ 100 Gy
Crotamina irraiiada c/ 2000 Gy
Crotamina irradiada c/ 5000 Gy

IV, DISCUSSRO E conCLusTES
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De acordo com 0s ensalos realizados,.verificou-se que a concentragao

protelca das amostras irradiadas com relagao a proteina nativa nao se alte
rou nas doses de 100 e 2000 Gy, 33 na dose de 5000 Gy verificou-se uma per
da de 55% do material proteico que € significativo com erro de 5%, estatis
ticamente, pelo test t student. Pela SUS-PAGE observou-se um aumento cres-
cente na formagao de agregados em fungao do aumento da dose. Na reacao de
imunodifusao fiocou demostrado da forma qualitativa a perda da antigenicida
de da protefna com relagdo ao aumento de doses ao qual foi submetida.
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