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CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E IMUNOLOGICA DOS PRINCIPAIS

PRODUTOS GERADOS PLLA IRRADIACAO DA CROTOXINA.

NANCI DO NASCIMENTO

RESUMO
A irradiag@o da crotoxina e de suas subunidades com 2000 Gy de raios y de
®Co leva a formagdo de agregados e produtos de menor peso molecular
resultantes de quebras. Os agregados. separados por cromatografia de
exclusdo molecular, preservam, em parte, a estrutura original da toxina,
baseado na sua reagdo com anticorpos monoclionais que reconhecem epitopos
conformacionais da crotoxina nativa. Estes mesmos agregados podem servir
de antigenos para indug@o de anticorpos que neutralizam a crotoxina. Quando
comparados com a crotoxina nativa. os agregados apresentam menor
miotoxicidade. nenhuma atividade fosfolipasica e virtualmente atoxicos. Estes
resultados indicam que a irradiagdo desta toxina pode promover uma
significativa atenuag&o da toxicidade, retendo propriedades antigénicas e

imunogénicas da crotoxina nativa.
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BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGIAL CHARACTERIZATION OF THE

MAIN PRODUCTS OF CROTOXIN IRRADIATION.
NANCI DO NASCIMENTO

ABSTRACT

Irradiation of crotoxin and its subunits with 2,000 Gy of v-rays from 89Co source
leads to aggregation and generation of lower molecular weight breakdown
products. Aggregates separated by gel filtration retain at least part of their
higher-ordered structure, based on their reactivity with monoclonal antibodies
known to react with conformational epitopes in native crotoxin. These same
aggregates can serve as antigens to raise antisera that cross-reacts and
neutralizes crotoxin. Compared with native crotoxin, aggregates appears less
myotoxic, are largely devoid of phospholipase activity, and are virtually non-
toxic in mice. These results indicate that irradiation of toxic proteins can
promote significant detoxification, but still retain many of the original antigenic

and immunological properties of native crotoxin.
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/- INTRODUCAO

Como discutido por Warrell (1986), envenenamento por picada de serpente
é um problema clinico importante, especialmente em areas tropicais, e € de
consideravel importancia que um tratamento eficaz esteja disponivel.

Ja em 1907, CALMETTE mostrou que a soroterapia anti-veneno constitui o
melhor meio terapéutico, sendo esta idéia complementada por BRAZIL, 1909 que
mostrou que os anti-soros devem ser especificos para cada género de serpente. Assim.
varios pesquisadores tém descrito a capacidade dos anti-venenos em neutralizar a
letalidade e as agbes especificas dos venenos de serpentes ( SADASHIRO, 1978;
JOHNSON, 1987, CLAUS & MEBS. 1989; DART et al., 1990; LI, 1990% 1990°
LOMONTE, 1990; LAING & THEAKSTON, 1993).

 Paralelamente a isso, varios estudos tém sido feitos no sentido de se
conseguir a produgdo de anti-venenos mais potentes (BOQUET, 1979
CHRISTENSEN, 197S: REID, 1983; LI & OWNBY, 1992).

No Brasil, os equinos tém sido empregados na produgao de soro contra o
veneno das nossas serpentes desde 1901 (BRAZIL). Cabe lembrar entretanto que
estes animais, apesar do grande porte, sofrem com a inje¢do do veneno € por isso
apresentam diminuicdo da longevidade quando comparado com 0s cavalos nao
imunizados (ROSENFELD, 1971).

Tem-se tentado ainda, imunizagdo de outros tipos de animais que
pudessem fornecer uma melhor resposta imunoldgica. como carneiros, que se

mostraram mais efetivos na producdo de soros que neutralizam a toxicidade, a
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atividade fosfolipasica e inibem os efeitos farmacoldgicos do veneno (SJOSTROM et

al., 1994).

Datam de 1894 (PHISALIX & BERTRAND) os primeiros estudos sobre as
vantagens da utilizagdo de uma preparagdo atdxica de veneno na imunizagéo de
equinos. | |

Incorporagéo de venenos por lipossomos ( FREITAS et al., 1989; LAING &
THEAKSTON, 1983 e ANTIMISIARIS et al., 1993) estabilizados com OsO, constitui
uma ferramenta promissora para aumentar o efeito protetor do anti-soro. O
procedimento de destoxicagdo foi sempre lembrado, e tem sido mostradd que toxinas
tratadas com glutaraldeido podem ser mais apropriadas para melhorar a efetividade do
anti-veneno (POSSANI et al., 1981, TAN, 1983; GUIDOLIN et al, 1989 e HUANG,
1990). O uso de formaldeido também vem sendo amplamente testado na destoxicagao
de venenos (KONDO, 1971; GRILLO & SCANNANE, 1976 e COSTA et al., 1985 )
assim como o tanino (OKONOGI et al., 1979), calor (RELYVELD et al., 1974 e
CARROL et al.,, 1992). inibidores de centro ativo (HIGASHI et al., 1989), clorpromazina
e quinacrina (CROSLAND. 1989).

Outros processos como o de iodagdo também tem sido utilizado com o
intuito de diminuir a letalidade das toxinas (HENEINE et al., 1986; 1988, 1992; DANIEL
et al, 1987 e BICALHO et al, 1990), assim como a fotooxidagdo (SHORTT &
MALLICH, 1935), irradiagéo com raios X (FLOWERS, 1963), e ultravioleta (TEJASEN E
OTTOLENGHI, 1970). Recentemente, técnicas envolvendo biologia molecular
(mutagénese sitio dirigida) tém sido utilizadas para remover a toxicidade das toxinas (LI

etal., 1994).



A radiagdo ionizante. a exemplo das metodologias citadas anteriormente,
verﬁ sendo utilizada, na destoxicagdo de venenos de serpentes indianas, diferindo
entretanto das demais técnicas, por conseguir associar diminuigao da toxicidade com
manutencdo das propriedades imunoldgicas da amostra irradiada, sem adigcéo de
quaisquer outras substancias a mesma (PURANANANDA . 197‘2; SALAFRANCA, 1973;

. KANKONKAR et al., 1975; BARIDE et al.,, 1980; HATI et al., 1989 e MANDAL et al,
1991, 1993).
A insuficiéncia de produgao de soros antipegonhentos, agravada a partir de
1984, levou a uma periodo de escassez de antivenenos no Brasil, e o IPEN (Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares) que ja& desenvolvia, desde 1978, pesquisas
envolvendo venenos de serpentes (ROGERO, 1978; NAKAZONE et al.. 1983, 1984),
direcionou as pesquisas deste grupo para o estudo dos efeitos da radiagao ionizante
| sobre venenos de serpentes brasileiras (MURATA, 1988, COSTA. 1988, SOUZA

FILHO, 1991, NASCIMENTO, 1991; GUARNIERI, 1992; CARDI et al, 1992 e
ANDRIANI, 1995).

RADIACAOQO IONIZANTE

A irradiacdo de proteinas tanto no estado seco como em solugdo aquosa
causa varias mudangas quimicas e alteragbes nas propriedades fisico-quimicas e na
estrutura secundaria e terciaria destes polimeros (ALEXANDER & HAMILTON, 1961).

Estas mudancas estéo relacionadas com a perda da atividade enzimatica, hormonal ou
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toxica, assim como com mudangas das propriedades imunoldgicas apos a irradiagao

(SKALKA & ANTONI, 1970)

A energia absorvida & partir da radiag@o ionizante pode inativar material
biolégico de duas maneiras:

- efeito direto: que ocorre quando o evento primario, isto é, a ionizagao. é
produzida na propria molécula. Esse efeito se apresenta quando um componente puro
¢ irradiado no estado seco.

- efeito indireto: que resulta de reagdes entre as moléculas estudadas e 0s
produtos da interac&o da radiagdo com a agua ou outros solventes, dado que sb ocorre
quando se irradia material em solugao. Componentes altamente reativos, chamados
produtos da radidlise da agua, na sua maioria radicais livres, sdo formados e sofrem
varias reagdes entre eles, com o gas dissolvido e com outras moléculas na solugéo.
Assim, quando o componente € irradiado em solugao, o efeito indireto se une ao direto.

O efeito indireto da radiagdo mostrou uma maior sensibilidade das
solugbes diluidas na presenga de oxigénio assim como um efeito protetor de outras
substancias orgénicas presentes na solucdo. Este fato mostra que o efeito final da
irradiag@o de proteinas diferird de acordo com as condigcbes de irradiagdo. Outros
fatores que também influenciam o efeito da radiagdo sdo o tipo e a qualidade de
ir-adiagao.

Assim. deve-se manter um controle rigido das condigbes fisicas de
irradiagdo (fonte. dose ou exposi¢do, dose ou taxa de exposigio, temperatura.
presenca de gases), condigbes quimicas (estado seco ou solugéo, concentragdo da
amostra, tipo de solugdo, composi¢do da amostra, etc), condigbes bioldgicas

(toxicidade. antigenicidade, contelido enzimatico, etc)




Segundo KEMPNER, 1987, os raios gama e elétrons de alta energia

causam ionizagdes ao acaso através da massa da matéria colocada no campo da

radiacao. Esses eventos iniciais ou ionizagdes primarias ocorrem principalmente com

os eletrons do orbital nos tomos de macromoléculas.

Cada ionizagéo primaria resulta na transferéncia de 65 elétron Volt (=~1500

. Kcal/mol) da radiagdo para a molécula alvo. Esta energia € absorvida por uma

variedade de mecanismos atdmicos e moleculares incuindo excitagbes, ionizagbes e

formagao de radicais livres. Alguns desses mecanismos resultam em mudangas

ireversiveis na macromolécula por quebras de ligacdes covalentes e mudangas

conformacionais. Uma vez que a grande maioria das moléculas do material bioldgico é
é'gua. muitas das interagbes da radiagdo resultam na producdo de OH , H,O, e uma
variedade de outros produtos potencialmente danosos. Em solugéo liquida, esses
produtos da radidlise da &gua podem difundir e reagir com macromoléculas

bioquimicamente ativas e causar perda de atividade biolégica.

No caso da radiagdo ionizante, a espécie mais reativa gerada pela

radidlise da agua € o radical hidroxila (OH’) (CHAPMAN et al.. 1973) que junto com o

anion superoxido (O;) e peroxido de hidrogénio (H,0,) como um produto molecular é

capaz de produzir dano as moléculas (GREENSTOCK, 1981, 1984%).




A ionizagdo ocorre dentre de picosegundos pela formagio de radicais

hidroxilas livres e elétrons hidratados que séo as principais espécies formadas:

H20—> OH, €aq. H., HzOz, Hz

Enzimas puras, em solugdes muito diluidas, sédo inativadas por exposicdes
. da ordem de 100 Gy entretanto, exposigdes de 10000 Gy ou mais sd0 necessérias
para inativar preparagbes secas ou enzimas em solugdo contendo outros
componentes. A contribuiggo relativa dos efeitos indiretos da radiagao foi mostrada pelo
fato de serem necessarias doses progressivamente maiores de radiagado para destruir
uma amostra mantida congelada comparada com uma amostra em solugao liquida. a
temperatura ambiente. A mesma disparidade & observada entre amostras liquidas e
liofilizadas irradiadas a mesma temperatura. Isto sugere que, virtualmente, todos os
danos a amostra em agua sao devidos ao efeito indireto (secundario).

A analise quimica da irradiagdo de proteinas revelou dano nas cadeias
laterais dos amino-acidos (aumento de alanina e aparecimento de &cido
aminoisobutirico. formado pela descarboxilagdo dos &cidos glutdmicos e aspartico,
respectivamente) e a produgcdo de novos grupos (carboxil e amido pela cisdo das
ligagdes C-N nos amino-acidos e dos grupos S-S com formagdo dos grupos S-H
(ALEXANDER & HAMILTON, 1960, 1961). Ha também evidencia da cisdo das ligagbes

peptidicas e a formagao de ligagdes intra e inter-moleculares.



As mudangas moleculares em proteinas irradiadas consistem basicamente
em degradacdo das e mudangas nas propriedades fisico-quimicas. A degradagéo
entretanto pode ser mascarada pela extensiva agregagao (BAILEY et al, 1964)

Proteinas irradiadas podem formar ligagdes covalentes intermoleculares
que contribuem para a sua precipitagdo, como agregado. O desenvolvimento da
insolubilidade nas proteinas expostas a radiagdo ionizante tem sido amplamente
estudada para avaliar a agregagao molecular (HAJOST & DELINCEE, 1983)

Devido ao desdobramento da molécula, alguns novos grupos se tornam
acessiveis para reacgdes especificas (ALEXANDER & HAMILTON, 1961; ALEXANDER,
1962) ou alguns desaparecem devido ao rearranjo da molécula (ALEXANDER, 1962).

A interagdo da radiagdo e/ou efeitos primarios dos radicais com as
proteinas tem importante papel nas mudangas radioinduzidas observadas
(DIZDAROGLU et al., 1984). SKALKA & ANTONI, 1970, mostraram que varias fungoes
das proteinas apresentam diferentes radiossensibilidades. A maioria dos resultados
mostram que as propriedades antigénicas sdo mais radiorresistentes que qualquer
outra fungéo bioldgica da proteina.

Os procedimentos para a produgdo de anti-venenos pelos métodos
convencionais sdo complicados pela toxicidade inerente ao veneno, e assim, qualquer
método que reduza a toxicidade sem alterar as propriedades imunolégicas do veneno,
teria significante papel na produg&o dos anti-venenos.

Apds a picada a administragdo do anti-veneno é o unico tratamento de
eficacia para as vitimas. Entretanto, em muitos casos, o tratamento com anti-veneno é
demorado e danos irreversiveis ja ocorreram. Ainda algumas vezes, o desenvolvimento

da lesdo é tdo rapido que o anti-veneno sozinho n&o pode neutralizar o efeito local



r——————————

PR

quando grandes quantidades de veneno s&o introduzidas no corpo. O desenvolvimento
de um apropriado e efetivo método de imunizagdo ativa de populagédo exposta aos

riscos de picadas de serpentes pode ser de grande importancia como medida de

protecdo. (HATI et al., 1989, 1980)

SERPENTES E O ENVENENAMENTO

Serpentes (classe Reptilia. ordem Squamata) provaveimente surgiram na
era Cretacea, cerca de 100 a 120 milndes de anos atrds e compreendem cerca de
3200 espécies, porém a evolugdo das 1300 formas venenosas apareceu ha pouco mais
de 20 milhdes de anos e sao identificadas em apenas 4 familias: Elapidae, Hydrofidae,
Viperidae e Colubridae.

As serpentes responsaveis pela grande maioria dos acidentes ofidicos
pertencem a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae cujos principais géneros sao:
Bothrops, Crotalus, e Lachesis.

No Brasil, onde ocorrem cerca de 20000 acidentes por serpentes |
peconhentas, com 100 ébitos por ano (JORGE & RIBEIRO, 1990), dois géneros de
serpentes se destacam: o género Bothrops, por representar cerca de 85% dos
acidentes notificados e o género Crotalus, com alta letalidade sendo observada em
acidentados envolvendo serpentes deste género. Esta letalidade chega a 72% nos

casos nao tratados com soro anticrotalico € 11% nos casos tratados (ROSENFELD,

1991)



As serpentes do género Crofalus (cascavel, cascavel de quatro ventas,
boicininga, boigununga, cobra de guizo. maraca) sdo encontradas principalmente em
regides semi-aridas (AMARAL, 1977). No Pais, as serpentes da subespécie C d
terrificus séo responsaveis por 14% dos acidentes (RESENDE et al., 1989, RIBEIROQ et
al., 1990), e no Estado de S&o Paulo, por 8% (RIBEIRO et al., 1‘993) todas pertencem a
. espécie Crotalus durissus com subespécies tais como C. d. terrificus, C. d.
collilineatus, C. d. cascavella, C. d. marajoensis , C. d. trigonicus e C. d. ruruima
(CAMPBELL & LAMAR, 1990), sendo a subespécie C. d. ferrificus responsavel por

quase todos os casos de acidente crotalico atendidos no Hospital Vital Brazil (JORGE

& RIBEIRO, 1992).

Venenos

Venenos de cascaveis sdo misturas complexas de proteinas toxicas com
multiplos efeitos bioquimicos, imunolégicos, farmacoldgicos e patoldgicos. que podem
induzir a les&o do tecido local, efeitos sistémicos, morbidade e/ou morte relacionada
com a toxicidade do veneno. Esse tipo de envenenamento & caracterizado pelo
aparecimento de face neurotéxica, ' ptose palpebral, diplopia, e em casos graves,A
insuficiéncia respiratoria (ROSENFELD, 1971). Além disso, possui uma potente agéo
miotoxica sistémica (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985; 1987: 1992) que, em muitos
casos, induzem a insuficiéncia renal aguda (ROSENFELD, 1971). ‘

CUPO et al., em 1988 concluiram que os sinais e sintomas exibidos por
pacientes picados por C. d. terrificus s&o devidos apenas a acéo neurotdxica e
miotdxica do veneno. Essa agdo neurotoxica, segundo VITAL-BRAZIL,1990, deve ser

atribuida a agdo neuromuscular periférica das pe¢onhas ofidicas.
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A reagdo local induzida, pelo veneno de cascavel, é caracterizada por
edema discreto e sem lesbes teciduais relevantes. A dor, quando existe, é de pequena
intensidade e tem sido relatada parestesia no local da picada (ROSENFELD, 1971:
AZEVEDO-MARQUES et al., 1992). Estudos experimentais mostraram uma agao anti-
nociceptiva e analgésica do veneno(GIORGI, 1993, GIORGI et al, 1993).

Assim, sao trés as principais agdes do veneno crotalico:

a) Neurotdxica: os venenos de algumas serpentes elapideas e crotalideas
contém potentes toxinas as quais inibem a transmissdo neuro-muscular blogqueando
especificamente a liberagdo de acetil colina (CHANG, 1979). Os mecanismos
moleculares que estdo associados com estes efeitos farmacolégicos nao estdo
elucidados, entretanto. sabe-se que as toxinas agem através de trés fases sucessivas:
um efeito depressor, seguido por uma breve facilitagdo da liberagdo do transmissor e
entdo por uma agéo inibitéria irreversivel (CHANG, 1985: HARVEY, 1990 e DOLLY,
1992). Esse efeito foi atribuido & atividade fosfolipasica do veneno (HORTNAGL &
HANIN, 1992). Um tér¢co dos pacientes apresentam ainda paralisia flacida dos
musculos esqueléticos (JORGE & RIBEIRO, 1989).

b) Miotéxica: caracterizada por lesGes de fibras musculares esqueléticas
que liberam enzimas e mioglobina para o sangue e, posteriormente, para a urina.
Ocorre mialgia generalizada e coloragdo marrom-escura da urina em razao da miélise
e da liberagdo maciga de mioglobina. A mioglobina excretada na urina foi, inicialmente,
interpretada como sendo hemoglobina e o veneno como possuindo atividade hemolitica
in vivo. A execug@o de exames laboratoriais adequados, entretanto, ndo demonstrou a
hemdlise intravascular nos pacientes. A mioglobinuria constitui a manifestacéo clinica

mais evidente da necrose da musculatura esquelética (rabdomidlise).
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Como um resultado da midlise, ha uma liberagao de mioglobina e enzimas
para a circulag@o sanguinea, podendo-se obervar valores elevados de creatinaquinase
(CK), desidrogenase lactica, transaminases glutdmico-oxaloacética e glutamico
piruvica, além da aldolase.

Parece que o veneno apresenta uma agao seletiva nas fibras do tipo | e I
da musculatura esquelética (CUPO et al, 1990). O veneno apresenta forte atividade
miotoxica e baixa atividade hemorragica e proteolitica (AZEVEDO-MARQUES et al,,
1985, MAGALHAES et al., 1986: CUPO et al., 1988; GUTIERREZ et al., 1991).

c) Coagulante: esta atividade inicalmente foi atribuida a fendmenos
sistémicos, em casos graves, com choque (BRAZIL & VELLARD, 1928, ROSENFELD,
1959,1965,1976). Posteriormente. foi descrita afibrinogenemia, sem consumo de
plaquetas (AMARAL et al, 1988), o que foi corroborado pelo encontro de
incoagulabilidade sanguinea descrita em 40% dos pacientes (JORGE E RIBEIRO,
1988. BARRAVIERA, 1994). A agdo coagulante do veneno, /in vitro, € do tipo trombina,
podendo provocar incoagulabilidade sanguinea através da deplegdo de fibrinogénio
(NAHAS et al., 1964; RAW et al., 1986).

A existéncia de oliguria ou anuria e a elevagdo dos nitrogenados
sanguineos representam a expressdo clinica e laboratorial da insuficiéncia renal
aguda, principal causa da mortalidade dos pacientes (CARDOSO & BRANDO, 1993).
AMORIM et al., 1951 descreveu, em céaes inoculados experimentaimente, uma
glomerulonefrite atribuida ao veneno. Outros orgaos como o figado, também podem ser
afetados nos acidentes severos (BARRAVIERA, 1991,1994).

O veneno de C. d terrificus tem efeito toxico sobre o sistema nervoso

(VITAL-BRAZIL. 1972). As principais toxinas presentes nesse veneno incluem:
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Crotamina (GONCALVES & VIEIRA 1950), Giroxina (BARRIO. 1961). Convulxina
(PRADO-FRANCESCHI & VITAL-BRAZIL, 1981) e Crotoxina (SLOTTA & FRAENKEL-
CONRAT, 1938)

Cabe ressaltar que, diferentemente da ma'ioria dos venenos das cascaveéis,
o veneno de C. d. terrificus, apresenta neurotoxi;:idade, miotoxicidade e efeitos
. nefrotéxicos, principalmente devido a alta concentragdo de crotoxina (ROSENFELD,
1971; AZEVEDO-MARQUES et al., 1987; GUTIERREZ, 1991).

O veneno de C. d terrificus, a cascavel brasileira, por apresentar uma
toxina principal (B neurotoxina) determinante da toxicidade e atividade enzimatica do
veneno, e que compde mais de 60% do seu total (VITAL BRAZIL, 1972), tem sido alvo
dos mais variados estudos, tanto pela necessidade de se compreender a agao dos
venenos apos o envenenamento, quanto pela necessidade de se desenvolver terapias
medicas adequadas para o tratamento (HAWGOOD & BON, 1991).

Devido a sua prevaléncia e toxicidade, os efeitos apresentados pelo
envenenamento crotallico se devem. em quase sua totalidade, a presenga da crotoxina.

Crotoxina: em 1938, quando foi isolada por SLOTTA & FRAENKEL-
CONRAT, e ainda quando submetida a estudos de difusdo e ultracentrifugagéo por
GRALEN & SVEDBERG, no mesmo ano, e eletroforéticos (LI & FRAENKEL-CONRAT,
1842). a crotoxina se mostrou como uma substancia homogénea, com ponto isoelétrico,
pl=47.

Entretanto foram precisos quase vinte anos para que se descobrisse que a
crotoxina era uma proteina hetero-dimérica (FRAENKEL-CONRAT & SINGER, 1956). A
crotoxina compreende 2 subunidades ndo covalentemente ligadas: Fosfolipase (PLA;)

e crotapotina, que podem ser separadas por cromatografia de troca idnica na presenga
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- de uréia (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971), sendo a dissociagao reversivel

(RUBSAMEN et al., 1971).

As duas subunidades agem sinergisticamente: a PLA; sozinha é pouco
toxica e pode bloquear a transmissdo neuromuscular como a crotoxina, embora
maiores doses sejam requeridas para causar o mesmo efeito. A crotapotina ¢
desprovida de toxicidade porém a combinagdo com a PLA; aumenta sua atividade
farmacologica (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971; CHANG & LEE, 1977, BON et
al., 1979: CHOUMET et al.,, 1993; LI et al., 1994). as subunidades da crotoxina se
combinam para reconstituir o complexo, com todas as propriedades da toxina nativa
(RUBSAMEN et al,, 1971 e HORST et al., 1972).

BREITHAUPT et al. (1974) separaram as duas subunidades e encontraram,
no processo, que por redugdo e carboxiamidometilagéo, a crotapotina poderia ser
separada em tres cadeias A, B e C. Eles também relataram que sobre evidéncias
cromatograficas, a fragdo A poderia existir em duas formas A'e A’, mas a diferenca
entre as duas nao pode ser identificada em termos de composigéo de amino-acidos.

Comparando-se com a fosfolipase, a crotapotina € um polipeptideo acido,
menor que a fosfolipase e n&o é uma enzima ativa, apresenta peso molecular (PM) de
9000 e pl=3,4. A analise de aminoacidos das trés fragdes originadas a partir da
reducdo das pontes dissulfeto indicou que a cadeia A possuia 40 residuos (PM=4300),
B, 34 residuos (PM=3700) e C, 14 residuos (PM=1600). O complexo continha entao 88
residuos dos quais 14 eram meia cistinas (AIRD et al., 1985, 1990). Estes autores
ainda sugeriram que a crotapotina poderia ser derivada de um precursor da fosfolipase,
o que veio a ser confirmado por BOUCHIER et al, 1991 e FAURE et al.,1991, que

relataram ser a crotapotina homologa & fosfolipase, da qual tres peptideos seriam
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removidcs durante um processo pos-translacional. FAURE et al., 1994 mostraram
ainda a expressao de diferentes RNAs mensageiros presentes numa mesma serpente.

Embora tenha sido mostrado que a crotapotina € derivada de uma
sequéncia precursora da PLA;, somente esta Ultima apresenta atividade enzimatica
(AIRD et al., 1985) que rompe a membrana celular e é respor;sével pela liberagdo de
acetilcolina do cortex cerebral (ARAUJO et al., 1992).

BREITHAUPT et al., 1974, 1975 e AIRD & KAISER, 1985, relataram a
possivel existéncia de multiplas isoformas tanto para crotapotina quanto para
fosfolipase. Em 1987, FAURE & BON, através de técnicas cromatograficas e
eletroforéticas, evidenciaram que existem pelo menos 15 isoformas de crotoxina e que
a heterogeneidade das isoformas é tdo grande em algumas amostras de veneno de
uma mesma espécie de serpente quanto de uma mistura de amostra de varias
espécies. |

A crotoxina entdo € uma mistura de variantes (FAURE & BON, 1987)
derivadas da combinagéo das isoformas das subunidades ((FAURE & BON, 1988 e
FAURE et al., 1993).

As isoformas da crotapotina consistem de tres cadeias polipeptidicas (a, B,
y) ligadas por pontes dissulfeto resultantes de diferentes clivagens proteoliticas de um
unico precursor pro-crotapotina que foi identificado & partir do seu cDNA (FAURE et al.,
1991,1994 e BOUCHIER et al., 1991).

A toxicidade de varias isoformas mostrou estar relacionada com a afinidade
entre as subunidades (FAURE et al., 1993). Complexos que se dissociam facilmente

sdo menos toxicos do que aqueles com alta constante de afinidade
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Experimentos iniciais de ligagdo saturada, demonstraram a ligacao da
crotoxina @ membrana de sinaptossomos de cérebro de mamiferos (HSEU. 1990:;
DEGN et al., 1991 e TZENG, 1993) e membranas pos-sinapticas de érgaos de Torpedo
elétrico (BON et al.,1979). Nestes modelos, assim como em células vermelhas do
sangue (JENG et al., 1978) e vesiculas de fosfolipideos (RADVANYI et al., 1989%), a
. crotapotina se comporta como carreadora para a PLA,, prevenindo ligagbes
inespecificas (JENG et al.,, 1978). Sobre membranas de Torpedo, como nos modelos
citados anteriormente, a PLA; foi a principal espécie ligada 8 membrana enquanto que
a crotapotina permaneceu em solugao, indicando que ha dissociagdo do complexo
crotoxina apds a interagdo com a membrana (FAURE et al., 1991 ).

RADVANYI et al., 1989%, mostraram que fosfolipideos carregados
negativamente s&o componentes importantes do alvo da crotoxina

BOUSQUET et al.,, 1991, mostraram que a PLA, é internalizada, pelo
menos em parte. e tanto a ligagdo a membrana como a internalizacdo é aumentada
pela crotapotina. Entretanto, SIMPSON et al., 1993 ressaltam que, diferentemente das
mais potentes toxinas que s&o enzimas, as neurotoxinas compostas por PLA, ndo sdo
endocitadas para exercer os seus efeitos. Ao contrario, essas toxinas se ligam &
superficie das células e entdo sofrem um rearranjo molecular que lhes da acesso ao
substrato da membrana. Os dados obtidos por CARDI et al., 1992, corroboram os
) dados de BOUSQUET et al.

Segundo STRONG 9(/ 2 1990, a ligagdo da crotoxina & dependente de
canais de potassio. Segundo HSEU et al, 1990, uma proteina de 85000 é o maior

componente responsavel pela ligag&o e uma outra de 45000 presente especificamente
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em membranas neuronais € uma importante molécula responséavel pela ligagadc da
crotoxina (YEN & TSENG, 1991).

Estudos imunologicos utilizando anticorpos obtidos contra crotapotina e

fosfolipase purificadas, tém sido especialmente interessantes na exploragao de
diferengas e similaridades entre as duas subunidades.
J A combinag&o de uma cadeia mais basica com uma menos basica ou acida
suprime atividade fosfolipasica e aumenta a toxicidade (FOHLMAN et al., 1976:
MARLAS & BON, 1982; KOUYOUMDJIAN et al., 1986).

CARDI et al., 1992, mostraram a crotoxina ligada ao musculo esquelético

através de detecgado imunohistoquimica, com subsequente degeneragdo das juncdes

neuro-musculares.

Tem sido sugerido, conforme ja citado, que a crotapotina, subunidade nao
toxica da crotoxina, age como carreadora para a fosfolipase, agucando a
especificidade e aumentando a estabilidade da proteina, sendo capaz de aumentar a
agao biologica da fosfolipase (HABERMANN & BREITHAUPT, 1978 e YANG, 1994).

A estabilidade da interag&o entre crotapotina e fosfolipase no compiexo tem
grande importancia na toxicidade da crotoxina (FAURE et al., 1993). DELOT & BON.
1993 sugeriram que a crotapotina se envolveria, temporariamente na ligagdo da
crotoxina com seu aceptor de membrana, fato confirmado por BON et al., 1994, que
mostraram que a crotapotina participa com a fosfolipase A, para a formagdo de um
complexo ternario com o sitio aceptor da crotoxina. antes da liberagao da crotapotina.

Considerando-se que a esséncia do conceito de carreadora € de que a

subunidade ndo téxica do complexo direciona as subunidades mais toxicas. por
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prevenir ligagbes inespecificas do complexo, € um pré-requisito que o complexo
permanega intacto apos a sua inoculagdo no corpo. E também essencial que o sitio de
ligagdo da subunidade ativa ndo esteja envolvido na ligagéo das duas subunidades e
que o complexo devesse se dissociar tdo logo a subunidade ativa encontrasse o
substrato.

As fosfolipases podem ser divididas em dois grupos principais: 0 primeiro inclui
enzimas com forte atividade anticoagulante e alto poder de penetragao em
monocamadas de fosfatidilcolina bem compactadas. O segundo inclui enzimas n&o
anticoagulantes que exibem propriedades opostas (OUYANG et al, 1992).

A fosfolipase hidrolisa a ligagdo 2-acil-ester do 3-sn-fosfolipideo (SLOTBOOM,
1982) e & composta de uma cadeia simples de 122 residuos de aminoacidos
(pm=14000), segundo AIRD et al., 1986.

A crotoxina reduz a corrente de Na' e diminui o mecanismo de repolarizagao
(ARAUJO & BEIRAO. 1993) e. quando alquilada, tem sua atividade fosfolipasica e
toxica bloquedas. A atividade enzimatica é totalmente dependente da presenca de
ions calcio (SHINA et al.. 1990) e de outros cations divalentes (Sr**, Cd** e Ba®") além
de ions trivalentes da familia dos lantanideos.(RADVANY! et al., 1989). A substituic@o
de Sr** por Ca®* causa acentuada redugdo da sua atividade fosfolipésica e inibe o
bloqueio neuromuscular (CHANG & LEE, 1977 e HAWGOOD et al,, 1988). Entretanto a
comparagdo entre varias PLA, toxicas e ndo tdxicas ndo mostrou relagéo direta entre
atividade fosfolipasica e atividade neurotdxica (ROSENBERG, 1986).

A primeira fase do blogueio neuromuscular parece ser independente da atividade
fosfolipasica (CHANG & LEE. 1977; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1990 e HAWGOQOD
& BON, 1991).

17



A crotoxina age segundo trés fases sucessivas: um efeito depressor seguido por

uma breve facilitag&o da liberagdo do transmissor e entdo por uma agado inibitoria
irreversivel (CHANG, 1985), como descrito para o veneno total.

Um esquema mostrando a agao pré- e pés-sinéptica da crotoxina pode ser visto
na Figura 1.(FIG.1) '

Embora esta neurotoxina tenha agdo principalmente sobre membranas pré-
sinapticas, ela também exerce efeito pds-sinaptico sobre receptores nicotinicos (BON,
et al., 1979). As neurotoxinas pds-sinapticas formam um complexo com o receptor de
acetilcolina que impede a ligagdo da mesma, levando a paralisia do musculo. TU, 1993,
através de observagdes espectroscopicas mostrou que o residuo de triptofano e

mudado engquanto que a regidc da tirosina ndo sofre qualquer mudanga durante a agéo

da toxina.
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A PLA; é cerca de dez vezes menos toxica que a crotoxina (HENDON &
FRAENKEL-CONRAT, 1971; RUBSAMEN et al., 1971 e CHANG & SU, 1978)
entretanto LLORET & MORENO, 1993, observaram que esta enzima exerceu efeito
inflamatério quando testada em ratos. HAWGOOD & BON: 1991 sugeriram que a
atividade fosfolipasica & condigao necesséria para a agao farmacolégica, enquanto que
CONDREA et al., 1981 e KINI & EVANS, 1989 mostraram a dissociagao entre atividade
farmacolégica e enzimatica. YANG, 1994 reforga esta uitima hipétese, propondo que
existem dois sitios distintos que talvez se sobreponham com His-48 e Asp-49 estando
no sitio catalitico e His-48 e lisina estando na regido farmacologicamente ativa. A
toxicidade da PLA; pura pode ser devida a um efeito direto ndo enzimatico.

Os mecanismos de agdo da crotoxina séo ainda pouco compreendidos,
entretanto uma variedade de efeitos tem sido descrita, incluindo:

a) capacidade de bloguear a liberagdo de acetiicolina das terminagoes
nervosas;

b) atividade pos sinaptica;

c) agao miotdxica.

Atividades hipnotica e anxiogénica tém ainda sido descritas por VASSILIEFF et al
(1995), baseadas em estudos comportamentais em ratos.

Muito se tem estudado para se identificar o sitio tdxico da molécula, ou seja, 0s
aminoacidos importantes para a sua toxicidade. CURIN-SERBEC et al., 1994
concluiram que a porgéo C-terminal da fosfolipase, dominio mais imunogénico presente
na enzima, € importante para a atividade farmacolégica da crotoxina, parecendo estar

envolvida na liberagdo da acetilcolina, pos quando a PLA; ou a crotoxina estavam na
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presenca de anticorpos anti-peptideos, que incluiam C-terminal, houve inibigdo da

liberagdo do neuro-transmissor.

Entretanto, como anticorpos anti porgdo C-terminal reagem fracamente com a

crotoxina, sugerindo que este dominio é mascarado no complexo ou que a fosfolipase
sofre uma mudanc¢a conformacional quando da interagao com é crotapotina.
. Diferentes esquemas de imunizagéo tém sido testados e até mesmo a
busca de fatores que neutralizem a potencia letal da crotoxina, em particular, tém sido
tentados (FORTES-DIAS et al.,1994), com o intuito de melhorar a eficacia dos
antivenenos. Entretanto os resultados obtidos ndo tém sido completamente
satisfatorios (FREITAS et al., 1991)

Tém sido propostos esquemas de imunizagéo utilizando a fragéo principal
do veneno de cascavel (crotoxina), ou mesmo a sua subunidade enzimatica (PLA;), na
tentativa de se obter anti-soros (HIGASHI et al., 1989°, FREITAS et al., 1990 e DOS
SANTOS et al., 1988).

Dentre os varios estudos que se tem feito sobre a crotoxina, aqueles que abordam
as propriedades imunolégicas tém crescido sobremaneira, tanto utilizando o complexo
como um todo, quanto suas subunidades isoladamente (HANASHIRO et al, 1978; |
GOPALAKRISHNAKONE et al., 1981; KAISER et al., 1986 e CHOUMET et al., 1989).
Estes dois Ultimos grupos sugeriram que:

a) a crotapotina é mais fraco imundgeno que a PLA;

b) anticorpos anti-PLA; reconhecem a subunidade basica mas nao reconhecem ou
dificilmente reconhecem a subunidade acida.; e esses anticorpos neutralizam a
crotoxina com maior eficiéncia que os anticorpos anti-crotoxina.

c) anticorpos anti-subunidade acida se ligam as duas subunidades isoladas.
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A possibilidade de destoxicagdo de venenos para preparagao de anti-

toxinas por radiagdo gama tem recebido crescente atengdo. Estudos envolvendo

venenos de serpentes, que compoem potentes toxinas, tém implicagbes importantes

‘uma vez que as mortes a partir de picadas de serpentes em éreas tropicais s&o ainda

comuns.

Devido ao grande numero de pesquisas que buscam esclarecer os mecanismos
imunolégicos que cercam as toxinas, com o intuito de aprimorar a produg@o de soros
anti-ofidicos, e considerando que a radiagdo ionizante se mostrou extremamente
eficiente atenuando a toxicidade da crotoxina sem perda da sua capacidade de gerar

anticorpos neutralizantes, um estudo mais aprofundado sobre os produtos originarios

da irradiag&o desta toxina faz-se necessario.
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|- OBJETIVO

Estudar as propriedades da crotoxina irradiada e os produtos formados durante a
iradiagdo desta toxina visando a obtengdo de um imundgeno ideal, através do

isolamento e caracterizag&o bioquimica e imunolégica dos mesmos.
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Il - MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS
Todos os reagentes utilizados em nossos experimentos foram de qualidade pro-
analise, sendo a &gua, utilizada no preparo das solu(}ées, bidestilada em aparelho de
vidro. O veneno crotalico sob a forma cristalizada, foi fornecido pelo Instituto Butantan,
- de S&o Paulo. As membranas de dialise utilizadas (SPECTRAPOR) apresentavam uma
capacidade de exclusao de proteinas maiores que 3500 ou 12000. Outros reagentes e
*Kits” especificos adquiridos comercialmente terdo sua fonte citada no texto. Os
animais utilizados foram obtidos da colénia mantida pelo biotério do IPEN ou da colénia
da Universidade de Wyoming (USA), sendo sempre mantidos em gaiolas e meios
absorventes autoclavados, com trocas frequentes. Recebiam sempre alimentagéo

comercial adequada e agua ad /ibitum.

METODOS

Todos os experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes e dois pools

diferentes de venenos foram submetidos a todos os testes.

lll.1- Irradiagdo das proteinas
As proteinas, em uma concentragdo, determinada pelo método de BRADFORD
(1976), de 2 mg/ml em solucdo salina acidificada, foram irradiadas com 2000 Gy
' NASCIMENTO (1991), utilizando raios gama oriundos de uma fonte de ®Co (Gamma

Cell 220, Atomic Energy of Canada Ltd). O processo de irradiag@o ocorreu na presenga
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de oxigénio, & temperatura ambiente, com taxa de dose de 5,54 x 10° Gy/h. Apds o

processo de irradiagdo, as amostras foram dialisadas exaustivamente contra agua e

liofilizadas a seguir.

lll.2- Isolamento da crotoxina a partir do veneno total:

a) Cromatografia de exclusdo molecular

Veneno total de C. d ferrificus, na forma cristalizada, foi submetido a
cromatografia de exclusdo molecular, usando um sistema nao denaturante, como o
empregado por ROGERO (1978), com pequenas modificagdes.

Em cada cromatografia foram dissolvidos 150 mg do veneno total em 4,0 mi de
acido acético 0,1 M pH 3,0. A suspenséo foi centrifugada a 10000 g por 10 minutos a
4°C; reservou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 2,0 mi do mesmo
tampao e centrifugado novamente sob as mesmas condigdes. Os dois sobrenadantes,
reunidos e homogeneizados, foram submetidos a cromatografia em gel de Sephadex
G-75, de acordo com FAURE & BON (1988), em uma coluna de 80 x 2,5 cm, mantida a
4°C e equilibrada com tampé&o acido acético 0,1 M ph 3,0 com fluxo médio de 12 mi/h. A
amostra contendo o veneno total num volume maximo de 6,0 ml foi aplicada a coluna e
fragbes de 2.0 ml cada foram colhidas em coletor automatico de fragbes (Pharmacia -
Frac-200), com determinagdo continua da absorvancia a 280 nm (Rec-101). As
absorvancias das fragdes foram redeterminadas em 280 nm, em cubeta de quartzo de
1,0 cm de trajeto em um espectrofotdmetro Zeiss PMQ-Il. As fragdes contendo o
principal pico. que eluiu na posigdo correspondente a crotoxina, foram reunidas e

liofilizadas. Opcionalmente, foi utilizado um segundo meio de exclusdo molecular,
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Sephacryl S-200, que foi empregado seguindo a metodologia descrita por AIRD &

KAISER (1985), que apresenta pequenas modificagdes daquela descrita acima.

b)_Cromatografia em resina de troca iénica

A crotoxina liofilizada, semipurificada por exclusdo molecular, foi ressuspensa em
tampao Tris/HCI 50 mM pH 8,3 e aplicada em uma coluna de resina anidénica Mono Q,
em um sistema FPLC (Fluid Pressure Liquid Chromatograph), previamente estabilizada
no mesmo tampao. Apos adsorgdo e lavagem, a crotoxina ligada foi eluida pela
passagem de um gradiente linear de NaCl, 0 a 05 M no mesmo tampdo. A
absorvancia, a 280 nm, foi determinada de maneira semelhante ao procedimento

anterior. As fragdes contendo a crotoxina foram reunidas, dialisadas exaustivamente

contra agua e novamente liofilizadas.

1l1.3- Isolamento de agregados formados durante a irradiagéo

A crotoxina irradiada, 15 mg em 2,0 ml, foi submetida a cromatografia de excluséo
molecular em Sephadex G-100, em uma coluna de 98,0 x 3,0 cm, estabilizada e eluida
com tampéo de acido acético 0,1 M pH 3,0. A absorvancia das proteinas foi
determinada constantemente, & 280 nm, por espectrofotometria de fluxo em UVICORD
i, e foram colhidas fragdes de 1,8 ml/tubo. As absorvancias das fragbes foram
redeterminadas em um espectrofotdmetro Zeiss PMQ-Il, conforme descrito
anteriormente. Os tubos selecionados foram reunidos, dialisados contra agua e

liofilizados.
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1ll.4- Purificagdo das subunidades

a) Subunidade acida:

Foram dissolvidos 7 mg de crotoxina, irradiada ou nao, em 2 ml de tampao
Tris/HCI 50 mM pH 7,2, contendo 6 M de uréia. Apos filtragdo em membrana de poro de
0,22 um, o volume foi aplicado numa coluné anidnica, do tipo Mono Q,de50x0,5cm.
. num sistema de cromatografia rapida (FPLC), em um fluxo de 60 mi/h. Depois da
lavagem da coluna com o mesmo tampao, foi feita a eluigéo, aplicando-se um gradiente
linear de NaCl de 0 a 0,3 M em tamp&o Tris/HCI 50 mM pH 7,2. A absorvancia a 280
nm foi determinada como anteriormente descrito para o sistema de exclusdo molecular.

b) Subunidade basica:

Foram dissolvidos 7 mg de crotoxina, irradiada ou néo, em 2 ml de tampao
HEPES 50 mM pH 8,0 contendo 6 M de uréia, e aplicados em coluna Mono S (FPLC)
de 5,0 x 0,5 cm. equilibrada com o mesmo tampao. Apos lavagem, foi aplicado um
gradiente linear de NaCl de 0 a 1,0 M em tamp&o HEPES 50 mM pH 8,0. A absorvancia

a 280 nm foi determinada seguindo os protocolos utilizados anteriormente.

ll1.5- Anélise por eletroforese em SDS-PAGE

A analise de purificagdo das fragdes foi efetuada em sistema descontinuo de
eletroforese em camada vertical de poliacrilamida, em condigbes de desnaturagio, na
presenca de 0,1% de SDS (Sodium Dodecil Phosphate), segundo AIRD & KAISER
, (1986). As amostras contendo, em média, 10 ug de proteina foram dissolvidas em
tampao de amostra contendo Tris/HCI 0,08 M pH 6,8, EDTA 2 mM, SDS 100 mM e Azul
de bromofenol, sendo a seguir fervidas em banho maria por 5 minutos. O gel de

resolug@o apresentava uma concentragio de acrilamida de 15% em tampéao Tris/HCI
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0.3 M pH 8,8, enquanto o gel de empilhamento apresentava uma concentragao de
4,4%, em tampao Tris/HCI 0,1 M pH 6,8. O tampao utilizado para a corrida continha
Tris 0,025 M, Glicina 0.2 M, pH 9,4. Ap6s a corrida a uma voltagem constante de 120 V
e 34 mA, o gel foi corado por coloragio comercial de prata (Silver stain, GELCODE).
Foram utilizados padrées de peso molecular contendo lisozima (14,4 K), Inibidor de
Tripsina de soja (21,5 K), ovalbumina (45K), albumina bovina (66,2K), fosforilase B (92

dissulfeto era adicionado DTT (ditiotreitol) ao tamp&o da amostra.

lll.6- Determinagao da atividade téxica

A toxina liofiizada foi dissolvida em salina tamponada com fosfato (PBS),
contendo 0,1% de albumina bovina, pH 7,1. As diluicdes das toxinas foram
progressivas, utilizando um fator 1,3 para a progressdo. A solugdo estoque para
inje¢do de cada toxina foi preparada de forma que o volume, em i, injetado por
camundongo, fosse exatamente 10 vezes o peso do animal em gramas. A injegdo
sempre foi feita endovenosamente, em uma das veias dorso-laterais da cauda dos
animais, cujos pesos variavam entre 20 e 40 g. Os animais eram colocados
previamente em uma estufa a 37°C, para induzir uma venodilatagio cutanea. Apds a
inje¢do, cada animal foi verificado para determinag&o de eventuais extravazamentos da
toxina injetada, no sitio de injegao.
' A mortalidade dos animais foi acompanhada por 24 h., nos grupos constantes de
quatro animais que foram utilizados para cada dose. A determinagéo da dose letal 50%

foi feita utilizando-se 0 método de Spearman-Karber (WHO, 1980).
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Ill.7- Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi determinada utilizando-se como substrato a L-a-
fosfatidilcolina, de gema de ovo, e a produgéo de acidos graxos foi titulada com NaOH
0,04 M, sob nitrogénio, a 37°C, sem sistemas tampdes no meio. O equipamento
utilizado foi um potenciémetro automatico RADIOMETER PHM 82, equipado com
titulador TTT-80. O substrato foi preparado dissolvendo-se 90 mg de L-a-
fosfatidilcolina, seco sob nitrogénio, em 9,0 ml de Triton X-100, 12,5 M, com o auxilio
de um disruptor ultrassénico de células (VIRTIS).

Apos homogeneizagdo da solugdo, 1 ml de CaCl,, 0,1 M, foi adicionado e
sucedeu-se nova homogeneizagao por sonicagéo, resultando uma concentragdo molar
de 2:1 de detergente/fosfolipideo. Para a determinagéo da atividade fosfolipasica, 20!
contendo 1,25ug de proteina a ser testada foram adicionados a esta solugdo, e
acompanhou-se a variagado do pH por 20 min. A atividade foi expressa em pmoles de

acidos graxos liberados por mg de proteina por minuto.

lll.8- Produgéo de anticorpos

Para os ensaios de imunizagao, foram utilizados camundongos machos, pesando
entre 20 e 40 g, com colheita prévia de soro para controle. O agregado ou a crotoxina
iradiada sem o agregado (CISA) foram utilizados como antigenos, sendo dissolvidos
em PBS e emulsificados com igual volume de adjuvante completo de Freund, tal que 5
Hg de proteina foram injetados intradermicamente em um volume final de 200 pl, em
quatro diferentes locais do dorso do animal. Apoés uma semana, igual quantidade de

antigeno foi preparada em alumen e injetada nos animais usando o mesmo
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procedimento descrito anteriormente. Passados 21 dias do indculo inicial, foi feito novo
indculo utilizando-se o alumen, uma vez mais, como adjuvante.

Semanalmente, a partir do primeiro inéculo, os animais foram sangrados e, apos
separagao do soro, a presenga dos anticorpos séricos, contra os antigenos inoculados,
foi pesquisada em um sistema imunoenzimatico. Abés seis semanas do inicio da
imunizagao, foi testada /n vivo, a eficiéncia dos anticorpos formados, por inje¢ao intra-

peritoneal de 15 ou 46 DL, da toxina nao irradiada.

lll.9- Ensaio imunoenzimético (ELISA)

Esta metodologia foi utilizada em duas ocasides:

a) Para acompanhar e titular possiveis anticorpos formados durante o processo
de imunizagao descrito no item (8):

Para tanto, o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) foi feito em
microplacas (IMMUNOLON ll). as quais era adsorvida a crotoxina purificada, 100 ul por
pogo, em uma concentragdo de 1ug/ml, em tampéo carbonato pH 9,6 por 18h. a 4°C.
ApOs sucessivas lavagens com PBS contendo 0,5% de Tween 20, eventuais sitios de
ligacao foram bloqueados com gelatina 1% em PBS, por 1 h. & temperatura ambiente.
Seguindo a fase de lavagem acima descrita, o anti-soro a ser testado foi diluido
seriadamente de 1/600 até 1/614400, em base 1/2, adicionado as placas e incubado
por 1 h. a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, o conjugado de peroxidase
com IgG (imunogiobulina do tipo G) de camundongo, diluido a 1/1000 em tamp&o de
lavagem, foi adicionado e incubado por 2 h. a temperatura ambiente. As lavagens finais
foram seguidas pela adigao de cromégeno ABTS (acido sulfonico - 2,2-azinobis - 3-

etilbenzotiazolina), 1 mg/ml em &cido citrico 50 mM pH 4.0, contendo 0,03% de H>O:

30




adicionado na hora do uso. A reagéo foi interrompida pela adigdo de 100 ul de SDS
10% por pogo e a absorvancia, a 414 nm, foi determinada em um leitor de microplacas.

b) Para testar a reatividade das toxinas irradiadas ou nao com anticorpos
monoclonais anti-PLA;.

As placas foram sensibilizadas com as toxinas ou com 0 anticorpos monoclonais
exatamente como descrito acima. O segundo componente do sanduiche foi colocado
em uma concentragéo de 2 ug/mi com diluigbes seriadas subsequentes. Esta etapa foi
seguida pela adigdo de anti-soro de coelho anti PLA; diluido 1/1000 com PBS e
finalmente 1gG de carneiro anti-coelho conjugado com peroxidase, diluido 1/1000 em

tampéao de lavagem. A coloragao foi desenvolvida como descrita anteriormente.

I.10- Neutralizagao in vivo
Os animais utilizados para a imunizagdo com agregados ou crotoxina irradiada
sem agregados (CISA), apds seis semanas do inicio do processo, foram desafiados

com injecao, intraperitoneal, com 15 ou 46 DLs, de crotoxina nao irradiada.
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. W.11- Neutralizagdo in vitro

Para este experimento foram utilizados camundongos machos pesando entre 20 e
25g. Diferentes concentragdes de crotoxina foram obtidas a partir de diluigbes
progressivas, sendo 1500 ug/g de animal o valor maximo qtilizado. De cada dose,
foram tomados 100 pl aos quais foram adicionados outros 100 ul agora do soro anti-
agregado, diluido 1/10. Apés um periodo de incubagdo de uma hora a temperatura
ambiente, as amostras foram injetadas nos animais. Cada grupo continha quatro
animais e a inje¢cdo de 200 ul. foi feita pela via intraperitoneal, seguindo o protocolo

descrito por MIDLEBROOK em 1991.

lll.12-Dosagem sérica de creatinaquinase

Para a determinagao da liberagdo de creatinaquinase (CK) pela agdo da toxina,
foram inoculados grupos de 3 fémeas pesando cerca de 22 g, com toxinas diluidas em
solucéo salina 0,175 M, com controles adequados, numa concentragdo de 5 pg/0,1ml
usando-se a via intramuscular. Os animais foram sangrados em diferentes intervalos de
tempo, pelo plexo retro-orbital e o sangue, mantido a 37°C por 30 minutos e entéo
centrifugado por 10 minutos a 1200 rpm, para obteng&o do soro.

Para o ensaio, os reagentes utilizados faziam parte do “kit" comercial da Sigma
para dosagem de CK. Foram pipetados 0,1 ml do soro a ser testado, diluido 10 vezes
em solug@o salina, e 0,5 ml de uma solugéo de fosfocreatina. Apds homogeneizagao,
os tubos foram incubados a 37°C por 10 minutos e o inicio da reagdo foi obtido pela
adicao de 0,2 mi de solugdo ADP-Glutationa. Passados 30 minutos exatos, a reagéo foi

interrompida  adicionando-se, a cada tubo, 0,2 ml de soluggdo de p-

32




hidroximercuribenzoato sob leve agitagdo. Adicionou-se ainda 1,0 ml de solugdo de a-

naftol; 1,0 ml de solugéo de di-acetil e 7,0 mi de agua, a cada tubo.

Os tubos foram homogeneizados, mantidos em banho maria a 37°C, por 20
minutos, para desenvolvimento da coloragdo e entdo centrifugados por 5 minutos a
2000 rpm. A absorvancia do sobrenadante foi determinada a 520 nm, utilizando-se
como controle um tubo que teve seu conteldo em soro, substituido por diluente.

A atividade de creatinaquinase foi determinada a partir de uma curva de
calibragao construida com base em uma solugdo padrao de creatina. Dado que a
creatina & produzida em quantidade proporcional & atividade de CK presente, a
quantificagao da atividade enzimatica pode ser feita por este tipo de calibragdo. Uma
unidade Sigma (U-SIGMA) é a atividade que fosforilara um pmole de creatina por

minuto a 25°C.

lll.13- Mapa de peptideos

Na tentativa de se determinar se as subunidades sofriam alguma alteragdo ao
nivel de residuos de aminodcidos e quais deles participavam destas mudangas, foram
feitos os mapas de peptideos das duas subunidades, irradiadas ou nao.

O primeiro passo foi a cromatografia de todas as amostras em coluna de FPLC
C-18, para se obter o perfil que serviria de contréle para as anélises subsequentes. As
caracteristicas da coluna est&o descritas nos itens subsequentes.

a) Reducdo e alquilagdo da subunidade basica

Depois de purificados e liofilizados, 2 mg de subunidade basica foram dissolvidos
em 0,75 ml de hidrocloreto de guanidina 8 M. Adicionou-se a solugéo, 0,1 ml de

Tris/HCI 1M pH 8,2; 0,1 ml de EDTA 50 mM ph 82 e 0,1 ml de DTT 0,24 M, que
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correspondia a aproximadamente 6 vezes a concentragdo molar de residuos de
cisteina da proteina, que contém 7 pontes dissulfeto e peso molecular de 14 K. A
mistura foi borbulhada com nitrogénio por 3 minutos e mantida sob agitagao por 3
horas, em tubo selado. Decorrido o tempo de incubagéo, foram adicionados & solugéo,
0,2 ml de iodoacetamida 0,25 M, correspondentes a 2,1 vezes a concentragao molar
de DTT, e borbulhou-se nitrogénio por mais 1 minuto. Depois de selado, o tubo foi
incubado por 1 h. a 27°C, na auséncia de luz.

A reacgao foi interrompida pela adigdo de 50pI de acido acético glacial e a mistura
foi dialisada em membrana de limite de exclusdo de 2 K, contra acido trifluoroacético

(TFA) 0,1 % por 72 h., com trocas de banho a cada 24 h. O dialisado foi liofilizado e

aliquotado.

b) Digestao e cromatografia da subunidade bésica

A uma das aliquotas, mencionadas no procedimento anterior, que continha 333
ug de proteina alquilada, foram adicionados, sequencialmente. 40 ul de
metanolamina/HCI 200 mM; 40 ul de tampéo Tris 250 mM pH 8,5 contendo 10 mM de
EDTA; 203 ul de &gua destilada e 50 ul de endoproteinase Lys-C (BOEHRINGER). A
mistura foi mantida a 37°C por 18 h. e a seguir, cromatografada em uma coluna VIDAC
C-18, usando TFA 0,1 % como tamp&o de eluigdo, em um sistema de cromatografia

rapida, com monitoragdo automatica da absorvancia, a 214 nm.
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c) Reducéo e alquilacéo da subunidade &cida

A subunidade acida sofreu a redugédo e alquilagdo sob os mesmos critérios
seguidos para a subunidade basica, entretanto, diante da impossibilidade de se
submeter o material a dialise, devido ao baixo peso molecular de cada uma das 3
cadeias que a compde, optou-se por um processo de dessalinizagdo diferente da
dialise. Assim, ap6s a interrupg@o da reagdo com acido acético glacial, o material foi
submetido a uma cromatografia em coluna do tipo VIDAC C-18 (15 x 0,46 cm)
utilizando-se o TFA 0,1 % contendo 75 % de acetonitrila, como tamp&o de eluigio. Ao

final da cromatografia, o eluente foi liofilizado.

14- Anélise de aminodcidos

Foram selecionados os principais picos dos mapas de peptideos das
subunidades irradiadas e nao irradiadas. A andlise de aminoacidos dos principais
picos apresentados nos mapas de peptideos foi feita gentilmente por W. G,. Kruggel!,
8o Laboratério de Sequenciamento de aminoacidos da Universidade de Wyoming-

USA.
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IV - RESULTADOS

V.1 - Purificagb6es cromatogréficas e irradiagdo das proteinas

Veneno total de C. d. terrificus foi, inicialmente, purificado em coluna de excluséao
molecular Sephadex G-75 ou em Sephacry! S-200, ‘e revelou um componente téxico
representando aproximadamente 65% do material absorvido em 280 nm (FIG. 2) e que
portanto foi identificado como sendo a crotoxina. Os tubos identificados no gréafico

foram reunidos e liofilizados.
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Figura 2 : Cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-200 HR do veneno

total de C. d. terrificus.
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Uma segunda etapa de purificagdo da crotoxina envolveu nova cromatografia,
entretanto, de troca iénica (anidnica) do tipo Mono Q.

Parte da crotoxina purificada foi utilizada para o isolamento das subunidades que
a compde (fosfolipase e crotapotina). Este . isolamento foi feito baseado nas
caracteristicas de cada uma delas.

A subunidade basica, por ser repelida quando em contato com colunas do tipo
Mono Q, carregadas positivamente, elui antes da aplicagao do gradiente, enquanto que

para a obtengao da subunidade acida. foi necessario um aumento da forga ibnica para

0,25 M de NaCl (FIG.3 ).

A 280 nm Concentragao de NaCl
) - 0.6
Basica
(¥ 0.5

2 0.4
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1 0.2
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Figura 3: Cromatografia de troca i6nica em coluna MONO-Q da crotoxina n&o irradiada
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O compiexo crotoxina, assim como suas subunidades isoladas, foram submetidas

ao processo de irradiagdo, na dose de 2000 Gy, segundo o protocolo descrito em
Métodos. Estas fragdes foram chamadas amostras irradiadas.

A crotoxina irradiada, foi submetida a cromatografia de troca ibnica para o
isolamento das subunidades (FIG.4), obedecendo o mesmo brotocolo descrito para a

crotoxina nao irradiada

A 280 nm Concentragao de NaCl
03 o8
aocidica
basica |
0 0.6
02 0.4
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0.08 ' 0.1
/
te——+ 0
1 s 3 7 & 11 18 18 17 19 R
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Figura 4: Cromatografia de troca idnica em coluna MONO-Q da crotoxina irradiada.
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C isolamento dos agregados a partir da crotoxina irradiada, foi feito por

cromatografia de exclusdo molecular (FIG. 5).
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Figura 5: Cromatografia de exclusdao molecular em Sephacryl S-100 HR de crotoxina

irradiada.

O perfit cromatografico mostra o aparecimento dos agregados, quando se

compara o perfil obtido. nas mesmas condi¢gdes, para a crotoxina nativa.
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IV.2 - Eletroforese

A andlise eletroforética das amostras, irradiadas ou ndo, foi feita em gel de
poliacrilamida a 15%, e mostrou além da pureza dapreparagdo da crotoxina, o
aparecimento de bandas de maior peso molecular, caracterizando os agregados

também observados na gel filtragdo, das proteinas submetidas ao processo de

irradiacao (FIG.6).
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1; 11-Marcadores de peso molecular

2; 12-Veneno total

3-Crotoxina nativa

4; 13-Crotoxina irradiada

5; 14-Crotoxina irradiada sem agregados
6-Agregados

7-Fosfolipase nativa

8-Fosfolipase irradiada

9-Crotapotina nativa

10-Crotapotina irradiada
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IV.3 - Atividade téxica

O resultado da DLs, da crotoxina e suas subunidades, irradiadas ou ndo, assim
como o produto das diferentes associages entre as subunidades esta mostrado na
Tabela-1. Ainda nesta tabela, pode-se ver os resultados oriundos da DLs, do agregado
e da crotoxina irradiada sem o agregado (CISA).

A crotoxina, depois de submetida & irradiagdo, se mostra 2 vezes menos toxica
quando comparada com a toxina nao iradiada, enquanto que a crotoxina irradiada sem
o agregado (CISA), é tao tdxica quanto a ndo irradiada. Os agregados entretanto, até a
dose testada, se mostraram desprovidos de qualquer toxicidade.

Usando-se associacdes entre as subunidades, constatou-se que nos casos onde
a associacdo compreende subunidade bésica irradiada com subunidade acida nao
irradiada, ocorre um aumento da DLs, da ordem de 50% quando comparada com O
resultado oriundo da associagio entre as duas subunidades n&o irradiadas. Por outro
lado. quando a associag&o envolveu as duas subunidades irradiadas, os resultados
foram os mesmos daqueles apresentados quando apenas a subunidade basica era

.irradiada.
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Tabela-1: DLso d@ crotoxina e suas subunidades, nativa ou irradiada e apos

reassociagao das subunidades isoladas.

Fragao testada DLso (ug/Q)
Crotoxina nativa 0.06
Crotoxina irradiada(”) - 0,11
. Crotoxina irradiada sem agregados 0,06
Agregados >2.5
* “Supunidade basica nativa (PLA) (B) 06
Subunidade basica rradiada (PLA?) (B%) >2.5
Subunidade acida nativa (A) \ >2.5
A+B \ 0,08
A*+B \ 0,11
A+ B* \ 0,22
A*+B* \ 0,22

IV.4 - Atividade fosfolipasica

a da toxina nao irradiada.

os mesmos resultados do complexo crotoxina n&o irradiado.
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Os resultados dos testes, mostrados na Tabela-2, revelaram queé 2 atividade
fosfolipasica apresentada pela crotoxina irradiada representa a metade do valor da

atividade da crotoxina n&o irradiada, enquanto que a CISA apresenta atividade idéntica

Quando foram testadas as atividades dos produtos das diferentes associagbes
entre as subunidades, observou-se que tanto a associagéo entre as duas subunidades

nao irradiadas como aquela envolvendo a subunidade acida irradiada, apresentaram



A subunidade basica apresentou aita atividade enquanto que a subunidade acida

e os agregados nao apresentaram qualquer atividade fosfolipasica.

Tabela-2: Atividade fosfolipasica da crotoxina e suas subunidades, nativa ou apos
irradiacao e reassociagao de subunidades.

Fragao testada Atividade PLA; (umoles/min/mg)
Crotoxina nativa 84
Crotoxina irradiada(*®) 39,5
Crotoxina irradiada sem agregados 90
Agregados 0
Subunidade basica nativa(PLA;) (B) 330
Subunidade basica irradiada(PLA;) (B*) 17
Subunidade acida nativa (A) 0
A+B 495
A*+B 495
A+B* 20,25
A*+B* 292
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IV.5 - Atividade de creatinaquinase

Conforme pode ser visto na figura (FIG.7), a subunidade basica n&o irradiada,
assim como a CISA, apresentaram alta atividade de creatinaquinase seguidas, em
ordem decrescente, pela crotoxina ndo irradiada, crotoxina e subunidade basica
irradiadas.

A atividade de creatinaquinase apresentada pelos agregados foi semelhante

auela apresentada pelo controle que nado recebeu toxina.

1

OO~ PLAZnativa

-~ PLA2 imadiada
CINA
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\

100 |-

200 b

Figura 7:Niveis séricos de creatinaquinase em fungdo do tempo apds injecdo das

toxinas
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IV.6 - Produgdo de anticorpos

Agregado e CISA, induziram, separadamente, a formagdo de anticorpos em
camundongos e ambos reconheceram a crotoxina nao irradiada quando testados

através de um ensaio imunoenzimatico (FIG. 8).

07 ¢
086 +

0,5 +
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03 1

D.O. ELISA(dii 1/1000)

02+

0,1 4

Semanas apés imunizagao

— = Crotoxina irradiada sef e Agregados
agregados

Figura 8:Producao de anticorpos contra crotoxina induzidas por agregados e
crotoxina irradiada sem agregados.

IV.7 - Neutralizagdo in vivo

Os animais usados durante o processo de imunizagdo foram ainda desafiados
com 15 ou 46 DLs, de crotoxina ndo irradiada por via intraperitoneal.

Os animais imunizados com CISA suportaram 15 DLs, da crotoxina nao irradiada,
entretanto, quando foram usadas 46 DLs, para o desafio, apenas dois, dos quatro

animais testados, sobreviveram.
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Para os animais imunizados com os agregados. um, entre quatro, morreu quando

desafiado com 15 DLs, de crotoxina n&o irradiada; entretanto, animais imunizados com

tais agregados, néo suportaram o desafio com 46 DLs, da toxina n&o irradiada.

IV.8 - Neutralizagédo in vitro

Os camundongos que receberam as misturas compostas de diferentes

concentracOes da toxina e soro anti-agregado puderam suportar até 9 DLs; da toxina

nativa (Tabela-3)

Tabela-3: Poder neutralizante dos anticorpos anti-agregados frente a toxina néo

irradiada
No. de animais Crotoxina nativa Mortalidade
(ng/g)
4 0,90 (15 DLso) 4
4 0,54 (9 DLso) 1
4 0,30 (5 DLso) 0
4 0,18 (3 DLso) 0
4 0,10 (1,5 DLso) 0
4 0,06 (1 DLso) 0
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_ V.9 - Ensaios com anticorpos monoclonais
O complexo crotoxina ou apenas sua subunidade basica, irradiados ou n&o, assim
como CISA e agregados, foram testados contra diferentes anticorpos monoclonais
(tipos 1, 2, 5 e 11) anti-subunidade bésica e os resultados estdo apresentados na

figura seguinte (FIG.10)
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Figura 10 - Ensaio imunoenzimatico utilizando, como ligante de fase sdlida,
anticorpos monoclonais contra epitopos conformacionais da molécula
de fosfolipase, desafiados com concentragbes variaveis de toxinas
descritas a seguir, sendo utilizado como anticorpos primario revelador,
anti-veneno crotalico produzido em coelho e revelado com anti IgG de
coelho produzido em cabra conjugado a peroxidase. (—) Crotoxina
nativa; (—) Crotoxina irradiada; (—) Subunidade basica nativa; (-—)
Subunidade basica irradiada; (—) Crotoxina irradiada sem agregados;

(—) Agregados.
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~a) Anticorpo monoclional tipo 1: foi capaz de reconhecer todas as amostras,
entretanto, apresentou maior afinidade pelos agregados.

b) Anticorpo monoclonal tipo 2: com exceg¢do da CISA, que foi reconhecida com
menor intensidade, todas as amostras foram reconhecidas igualmente por este
anticorpo. |

c) Anticorpo monoclonal tipo 5: este anticorpo reconheceu igualmente a
subunidade basica ndo irradiada e crotoxina irradiada, reconheceu ainda a subunidade
basica irradiada, crotoxina nativa, agregado e CISA, porém com menor afinidade,
respeitando a ordem em que foram citadas.

d) Anticorpo monoclonal tipo 11: este anticorpo apresentou 0 mesmo grau de
rea¢éo que o tipo 5.

Cabe ressaltar que os anticorpos monoclonais dos tipos 11 e § apresentaram

valores de absorvancia menores na reagao, quando comparados com os do tipo 7e 2.
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IV.10 - Mapa de Peptideos

Os resultados oriundos da analise do mapa de peptideos realizados para as
subunidades, irradiadas ou nao estdo apresentados nas figuras (FIGs. 11 e 12).
Comparando-se os graficos. observa-se que n&o ha diferenca significativa entre os

perfis obtidos.
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IV.11 - Anédlise de aminoacidos

A analise de aminodcidos dos principais picos apresentados no mapa de
peptideos ndo mostrou diferenga entre os resultados apresentados para as
subunidades irradiadas e nao irradiadas. A comparagéo foi feita baseada nos dados

de AIRD et al. (1985, 1986).

53



V- DISCUSSAQO

SCHAEFFER et al. em 1988 mostraram que o veneno de C. d. terrificus € um mau
imunégeno, resultando em uma baixa resposta dos cavalos, dados que foram
confirmados por ANDERSON et al. em 1993. Assim, a irradiagédo da crotoxina com
2.000 Gy teve como objetivo destoxica-la e manté-la imunologicamente ativa conforme
descrito por NASCIMENTO, 1991 e aprofundar os estudos no que diz respeito aos
"produtos formados apds a irradiagao da toxina.

A irradiagdo da crotoxina, resultou um uma agregagao e geragao de produtos, de
menor peso molecular, resultantes de quebras. As técnicas cromatograficas e
eletroforéticas ilustram bem a presenga destes produtos, corroborando os dados de
BARIDE et al., 1980; HAJOST & DELINCEE, 1983 e NASCIMENTO, 1991.

Foram isoladas, por cromatografia de troca idnica, as subunidades tanto oriundas
da crotoxina nativa quanto da irradiada. Esse experimento objetivou verificar se as
mudangas nas propriedades da crotoxina irradiada eram devidas a uma das
subunidades em particular.

Considerando-se que os resultado da metodologia utilizada para se isolar as
subunidades, nao foi suficiente para quebrar uma ligagdo covalente, ja pudemos
descartar a suspeita de que talvez o processo de irradiagdo estivesse promovendo uma

- ligag@o desse tipo entre as subunidades, justificando assim a sua baixa toxicidade. Isto
_porque segundo BON et al.(1979), a dissociagdo entre as subunidades & condigao

necessaria para o desenvolvimento da toxicidade.
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A atividade toxica foi analisada para confirmar a destoxicagdo da crotoxina e
testar as subunidades irradiadas ou ndao e os demais produtos oriundos da irradiagdo
da toxina.

A crotoxina, apds ser submetida aos efeitos da radiagdo, teve sua toxicidade
diminuida de 50% enquanto que os agregados néo n%ostraram qualquer toxicidade até
os valores testados. Lembrando que a crotoxina irradiada sem agregados (CISA)
apresentou valores de DLsy semelhantes aos obtidos para crotoxina nao irradiada e
que a quantidade de agregados formada durante a irradiagao € aproximadamente 50%
do total de proteinas, os agregados formados parecem ser 0S principais responsaveis
pela redugdo da toxicidade da crotoxina, colocando de lado a hipétese de uma simples
mudanga na molécula da crotoxina. e indicando isto sim, que um novo complexo se
forma.

A PLA; que apresenta baixa toxicidade (RUBSAMEN et al., 1971), ap6s ser

submetida aos efeitos da radiagdo. se mostrou atdxica e assim, a crotapotina,

sabidamente desprovida de toxicidade, nao teve sua atividade toxica testada depois de
irradiada.

Os resultados obtidos através dos ensaios para medir a atividade fosfolipasica
j foram semelhantes aos apresentados para a atividade téxica. A remog¢do dos
agregados, desprovidos de atividade enzimatica, da crotoxina irradiada, aumentou a
atividade fosfolipdsica da fragdo CISA. A irradiagdo da subunidade basica
isoladamente reduz cerca de 90% da sua atividade enzimatica. A crotapotina apds a
iradiagdo ndo inibiu a atividade enzimatica da PLA; nem tampouco aumentou sua
atividade toxica, que sao propriedades tipicas da crotapotina nao irradiada (HENDON

& FRAENKEL-CONRAT e BIEBER et al., 1990)
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Os experimentos envolvendo a reassociagao entre as subunidades, irradiadas ou

n&o, sugerem que modificagdes que ocorrem na PLA; durante a irradiagéo sejam as
responsaveis pela diminuigdo das atividades tdxica e enzimatica, corroborando os
dados de HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971, que mostram o vinculo entre estas
atividades e a PLA,.

Com o objetivo de detectar possiveis mudangas na composig&o dos residuos de
aminoacidos das subunidades apds a irradiagao, foi feito 0 mapa de peptideos destas
subunidades, seguida de uma analise de aminoacidos dos principais picos. Os mapas
obtidos e a analise de aminoacidos, tanto para as subunidades nativas quanto
irradiadas apresentaram o mesmo perfil descrito por AIRD et al , 1985, 1990. Nao
houve, nesta analise, quaisquer diferengas entre as subunidades nativas e irradiadas
que pudessem ser atribuida aos efeitos da radiagdo. Assim as fragdes purificadas a
partir da crotoxina irradiada nao parecem sofrer mudangas na estrutura primaria dos
aminoacidos.

Considerando-se a alta miotoxicidade do veneno crotalico (AZEVEDO-MARQUES
et al., 1985) e a prevaléncia da crotoxina neste veneno, foram feitos ensaios para
detecgédo da liberagao de creatinaquinase no soro de camundongos que receberam as
toxinas descritas em Métodos. O experimento foi acompanhado por 24 h., a diferentes
intervalos de tempo pois segundo JORGE & RIBEIRO, 1990, a atividade sérica de Ck
pode aumentar até cerca de 500 vezes o valor referéncia dentro das primeiras 24 h.

Os soros dos animais que foram inoculados com agregados apresentaram niveis
de CK semeihantes aos daqueles que receberam apenas salina (grupo contrle). Os
soros dos animais que receberam crotoxina irradiada sem agregados (CISA)

apresentaram. durante todo o acompanhamento, niveis de Ck sempre mais elevados
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quando comparados aos apresentados pelas demais amostras inoculadas. Crotoxina e
PLA; néo irradiadas também induziram a liberagdo de altos niveis de CK, porém nunca
maiores que os obtidos por injegao de CISA.

Certas enzimas que ocorrem em aita concentragdo no sarcoplasma do musculo
podem ir para o sangue e servem de indicador de dano 'muscular. CK é a mais
especifica e sensivel delas. Embora KOUYOUMDJIAN et al., tenham relatado em 1986,
que a crotoxina causa miotoxicidade através da atividade fosfolipasica, que é
potencializada pela crotapotina, os dados ora apresentados ndo mostram diferenga
entre os valores de CK liberados pela crotoxina e PLA;.

Através dos testes de ELISA pode ser visto que tanto os agregados quanto a

CISA foram capazes de induzir formagdo de anticorpos, revelando um composto
(agregado) atéxico, desprovido de atividade enzimatica e miotdxica mas que no entanto

era imunogénico. Foi mostrada ainda a habilidade do soro anti-agregado em neutralizar

in vivo e in vitro a atividade toxica.

Embora a CISA também tenha induzido formagdo de anticorpos até mais
neutralizantes que aqueles induzidos pelos agregados, cabe lembrar aqui a sua alta
toxicidade e injuria que provoca nos animais.

A utilizagéo tanto dos monoclonais quanto das toxinas para a sensibilizagéo das
placas elimina possiveis duvidas que pudessem surgir quanto a adsorgéo de algumas
amostras, e que pudessem levar a falsos resultados caso apresentassem problemas de
adsorcao a placa (MIDDLEBROOK, 1991). Entretanto, os resuitados obtidos em ambos
os experimentos foram semelhantes

O reconhecimento dos agregados pelos anticorpos monoclonais nos mostra uma

vez mais que apesar das diferengas nas propriedades que eles apresentam com



relacdo a crotoxina, estes agregados mantém, integros, epitopos antigénicos

importantes.
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VI CONCLUSOES

Como conclusdes gerais, o presente trabalho mostrou que a crotoxina &
destoxicada pela radiagdo através da formagdo de agregados de peso molecular
elevado e variado, atdxicos, desprovidos de atividades enzimatica e miotoxica. mas

que mantém suas propriedades antigénicas e imunogénicas, tornando-o um imundgeno

ideal.

Como conclusdes especificas, temos:

1- A irradiagdo da crotoxina pelos raios y de ®Co (2000Gy) resulta em agregagao
da molécula, além de gerar produtos de peso molecular baixo.

2- Os agregados s&o passiveis de purificagdo em colunas de exclusao molecular
dos demais produtos gerados pela irradiagao.

3- Estes agregados sao pelo menos 40 x menos toxicos para camundongos que a
crotcxina nativa.

4- Qs agregados nao apresentam atividade fosfolipasica nem tampouco

promovem liberagdo de creatinaquinase de tecido muscular de camundongos

inoculados experimentalmente.

5- Os quatro anticorpos monoclonais utilizados apresentaram capacidade de
reconhecimento de epitopos conformacionais na subunidade basica de crotoxina, tendo
também reconhecido os agregados gerados pela radiagdo, comprovando a
manutencéo de epitopos conformacionais no processo.

6- A andlise do mapa de peptideos, seguido da andlise de aminoacidos nao

mostrou diferencas significativas na estrutura primaria, apos a irradiagao.
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