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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE CROTOXINA NATIVA E IRRADIADA 

ASPECTOS BIOQUÍMICOS E FARMACOLÓGICOS 

NANCI DO NASCIMENTO 

RESUMO 

A radiação ionizante é capaz de detoxificar venenos, dentre eles os ofídicos, sem alterar 

significativamente suas propriedades antigênicas e imunogênicas. Para elucidar este 

processo, efetuamos um estudo comparativo entre a crotoxina, principal toxina do veneno 

de Crotczku durissus terripcus, nativa e após irradiação com 2000Gy, abordando estudos 

bioquímicos e farmacológicos. A crotoxina foi isolada a partir de veneno bruto, por 

exclusão molecular e precipitação no pi e irradiada de forma homogênea em solução 

atidifkada. Através de imunodifusáo, eletroforese e cromatografia de exclusão molecular, 

foi possível demonstrar a integridade da molécula após irradiação, com pequena formação 

de agregados de peso molecular maior, com manutenção de sua capacidade antigênica. Os 

anticorpos induzidos pela toxina irradiada apresentaram título semelhante aos induzidos 

pela nativa, porém são mais eficientes na proteção. 

A toxicidade 'à crotoxina foi diminuída em 15 vezes pelo processo de irradiação. A 

biodistribuiçãü da crotoxina nativa ou irradiada mostrou um padrão geral semelhante, com 

excreção basicamente renal. A crotoxina nativa é retida precocemente nos ríns,ao contrário 

da irradiada. Ocorre concentração mais tardia(2-3bs)em órgãos ricos em sistema fagocítico 

mononuclear(fígado e baço) e em órgãos ricos em terminações nervosas(músculo e 

cérebro). 



COMPARATIVE SIUDY OF NATIVE AND IRRADIATED CROTOXIN. 

BIOCHEMICAL AND PHARMACOLOGICAL ASPECTS 

NANCI DO NASCIMENTO 

SUMMARY 

Ionizing ra.: tion is able to detoxify several venoms, including snake venom, without 

affecting significantly their antigenics and immmunogenics properties. In order to elucidate 

this phenomena, we conceived a comparative biochemical and pharmacological study 

between native and gamma irradiated(2000Gy) crotoxin, main toxin of south american 

rattlesnake Crotalus durissus terrificus. Crotoxin was isolated and purified from crude 

venom by molecular exclusion chromatography, pi precipitation and then irradiated. 

Immunodifusion, electrophoresis and gel filtration showed that the molecular integrity was 

preserved after irradiation with some higher molecular weight aggregate formation and 

maintenance of its antigenic capacity. The antibodies induced by irradiated toxin had a 

similar titer to the antibodies induced by native crotoxin; however with higher protective 

effects in mice. Cro'oxin toxicity became 15 times lower after irradiation, as determined by 

LD50 in mice. Native and irradiated crotoxin biodistribution occurred with a similar 

general pattern, with renal elimination. In contrast to irradiated crotoxin, the native 

crotoxin is initially retained in kidneys. A later concentration (2-3hs) occurs in phagocytic-

mononuclear cells rich organs (liver and spleen) and neural junctions rich organs (muscle 

and brain). 



O radical hidroxila (OH') é considerado como o mais prejudicial à macromolécuia e 

células. 

Radicais sulfídrila(RSH) que são doadores de hidrogênio, adicionados, ainda que 

em baixa concentração, a uma solução comendo radicais hidroxiia. seqüestram 

prontamente estes radicais indicando portanto que, nessas baixas concentrações, 

podem reparar eficientemente moléculas danificadas através da doação de um 

átomo de hidrogênio. 

Alcóois como metanol, isopropanol, e álcool butílico são comumente usados para 

! seqüestrar radicais hidroxila24. 

"Scavengers" de elétrons solvatados teaq) 

Para esse fim, temos o oxigênio que interage com elétrons solvatados em alta 

proporção. No entanto, outros compostos como o nitrato podem competir 

eficazmente com o oxigênio por elétrons solvatados. 

A irradiação de proteínas tanto no estado seco quanto em solução aquosa tem sido 

estudada por causar mudanças químicas e alterações nas propriedades físico-

qufmicas e nas estruturas primárias, secundárias e terciárias das proteínas1"'78. 

Estas mudanças estão relacionadas com perda da atividade biológica além de 

possíveis alterações nas propriedades imunológicas após a irradiação. 

Sabe-se que a energia absorvida da radiação ionizante pode inativar materiais 

biológicos por dois caminhos18,1^2: 

-Efeito direto: observado quando a ionização é produzida na própria 

molécula quando um componente é irradiado. 

-Efeito indireto: resultado das reações entre moléculas estudadas e os 

produtos de interação da radiação com a água ou outros solventes. 
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I- INTRODUÇÃO 

Os acidentes otldicos têm sido um problema relevante em nosso meio, esnmando-se 

a existência de 70000 casos anualmente. Cerca de 13% destes acidentes são devidos 

a Crotalus durissus terrificus, a cascavel brasileira'-, com alto grau de letalidade caso 

não seja instituído, a tempo, tratamento soroterápico adequado. 

A obtenção de antissoros ofídicos se dá principalmente através da imunização de 

cavalos, os quais são fortemente agredidos pela alta toxicidade dos imunógenos. 

Com isto tornou-se necessário desenvolver-se técnicas de produção de antissoros 

com maior rendimento e menor toxicidade para estes animais. 

Vários trabalhos têm sido realizados com toxinas de uma maneira g?ra!, no sentido 

de se obter um produto menos tóxico mas que preserve, no entanto, suas 

propriedades imunogênicas e antigènicas originais. Nesse sentido, podemos citar 

Tejasen e cols. , que usaram a radiação ultravioleta para detoxiScar o veneno de 

Aglástrodon piscivorus, que teve suas atividades fosfolipásica, proteinásica e 

fosfodiesterásica inativadas e capacidade imunogênica preservada. Já, Baride e 

cols7 usaram a radiação gama ou formalina para tratar venenos de Naja naja, 

Bungarus cheruleus, Echis carinatus e Vipera russeli e verificaram mudanças nos 

parâmetros bioquímicos, com aparecimento de polímeros, mas com preservação da 

capacidade imunogênica de cada um. A radiação gama também foi utilizada por 

Puranananda69, Salafranca75, Kankonkar e cols50 e Herrera e cols45 cue 

mostraram a detoxificação de venenos de várias espécies de serpentes, com 

manutenção das propnedades imunogênicas originais. Heneine e cols44, Daniel e 

cols^5 e Heneine e cols4^ têm estudado a detoxificação de venenos através da 

iodação. 

Outros agentes, como o formaldeído , carboximetil-celulose^1»59, irradiação com 

raios X , ultravioleta , foto-oxidação , glutaraldeído , tanino , calor1 

inibidores de centro ativo4" e outros reagentes°4 foram utilizados na detoxificação 

de venenos, com resultados variáveis. 



Dentre estes métodos, a radiação ionizante tem se mostrado uma ótima ferramenta 

na detoxificação de venenos, com preservação das propriedades imunogênicas e 

antígênicas e sem a adição de novas substâncias que poderiam vir a funcionar como 

imunógenos no proces»7*^3<MQ'fji'62''73*ín 

Radiação ionizante 

A passagem de uma partícula energética ou mesmo um fóton causa projeção de um 

elétron de um átomo, resultando na criação de um par de íons positivo e negativo. 

Este fenômeno chamado ionização é o principal meio pelo qual a energia da 

radiação ionizante é transferida para tecidos biológicos. 

Devido a sua predominância na maioria dos tecidos biológicos, a água é a molécula 

da qual mais freqüentemente o elétron é expelido. 

Em adição à ionização ocorre a excitação onde uma fração significativa de 

partículas energéticas ou radiação eetromagnética é dissipada por excitação de 

elétrons. Neste caso, um elétron externo de um átomo alvo absorve energia 

suficiente para atingir um estado energético mais elevado mas não é expelido . 

Os radicais livres, dentre os produtos oriundos do processo de absorção de energia, 

têm importância particular. Um radical livre c um átomo com um único elétron do 

orbital desemparelhado, tem vida curta e alta probabilidade de reagir com outro 

átomo, quer combinando seu elétron desemparelhado com um elétron de outro 

átomo, quer pela liberação de um elétron desemparelhado a outro átomo, ou ainda 

pela captura de um elétron de outro átorr.). 

Cada uma dessas interações podem gerar íons adicionais ou radicais livres e a 

maioria dos danos da radiação às molóculas orgânicas está associada com tais 

cadeias de interações de radicais livres secundários"'^. 

Drdo que a água é o constituinte mais abundante do material biológico é 

importante considerar as espécies produzidas pela excitação e ionização dela 

mesma além da reação de espécies com moléculas alvo de importância biológica. 

Com a água a excitação é menos importante que a ionização. A energia da 

excitação pode simplesmente ser convenida em calor ou no caso de levar a 

mudanças químicas, isto consiste em grande parte na formação de radicais livres e 

espécies moleculares como aquelas produzidas pela ionizaçáo19'78. 



A ionizaçao ocorre dentro de ptco-segundos peia formação de radicais hidroxflas 

livres e elétrons hidratados7*: 

H 2 0 > H 2 0 + + e" 

e* + HoO >H20* 

H 2 0 + + H 2 0 > H 3 0 + + OH* 

e* + aq >e"aq 

Os produtos H 2 0 + e H20" são muito instáveis, podendo dissociar-se em: 

H 2 0 + > H + + OH* 

HjO" >OH- + H* 

Os radicais livres H e OH formados apresentam-se altamente reativos como: 

H* + OH* > H 2 0 

OH* + OH* > H 2 0 2 

H* + H* >H2 

OK* + H 2 0 2 > H 2 0 + HOf 

HOf + H* > H 2 0 2 

A irradiação da água pura ou soluções diluídas gera espécies moleculares e radicais 

livres, as quais possuem alto poder de reação com o soluto: 

H 2 0 >0H*, H\ eaq, ^ C K H2, H 3 0 + 

Esses radicais livres, extremamente danosos às macromoléculas, podem entretanto 

ser capturados por substâncias denominadas "scavengers" que conseguem seqüestrá-

los do meio onde se encontram, protegendo assim as macromoléculas. 

Dentre as espécies citadas, o OH' e o e"aq têm maior importância por possuírem 

alto rendimento quando se utiliza a radiação gama de CO-ÓO"'*"^ . 
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Quando um composto é irradiado em solução, o efeito indireto se associa ao direto. 

Exemplificando, enzimas puras em soluções muito diluídas são inativadas por uma 

menor exposição aos raios gama do que a necessária para inativar preparações secas 

ou contendo outros constituintes7". 

No efeito indireto, temos uma maior sensibilidade das soluções diluídas, uma maior 

sensibilidade na presença de oxigênio assim como um efeito protetor de substâncias 

orgânicas presentes na solução . 

Considerando-se estes fatos, é compreensível que o efeito final da irradiação de 

proteínas seja diferente quantitativa e qualitativamente de acordo com as condições 

empregadas. Assim, ao se submeter uma amostra aos efeitos da radiação gama, 

alguns parâmetros devem ser analisados: 

-condições físicas: fonte, dose, taxa de dose, temperatura, amostras líquidas 

ou cristalizadas. 

-condições químicas: tipo de solvente, concentração da amostra, presença de 

gases e presença de radiomodificadores.. 

-características biológicas: toxicidade, antigenicidade e conteúdo enzimático. 

Quando se tratar de amostr? não purificada, deve-se levar em conta a proteção 

mútua dos componentes presentes79. Devido às propriedades alostéricas das 

enzimas e à proteção ou sensibilização dos efeitos devido aos substratos ou ligames 

presentes, uma modificação seletiva do efeito da radiação sobre as várias frações 

dos venenos de serpentes poderia ser obtida pela escolha dos componentes 

adicionados. 

Assim, a ação da radiação em solução pode ser modificada por vários fatores como; 

pH do meio, presença de outras substâncias, concentração, presença de oxigênio, 

temperatura de irradiação e outros, os quais podem exercer uma radioproteção ou 

radiossensibilização das macromoléculas que constituem o soluto'°. 
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A análise química da irradiação de proteínas tem revelado dano para os amino-

ácidos na cadeia lateral com produção de novos grupos (quebra das ligações C-N 

nos aminoácidos; quebra de ligações S-S com formação de grupos SH; ou, ao 

contrário, oxidação dos grupos SH para ligações S-S). 

Há evidência também de quebra nas ligações peptídicas c formação de ligações 

cruzadas intra e intermoleculares. 

O grande problema da química da radiação de proteínas é a relação entre 

mudanças químicas e conformacionais e perda da atividade biológica. Esta última 

tem sido atribuída às alterações químicas de alguns aminoácidos no seu centro 

ativo, à quebra de pontes dissulfeto, mudanças conformacionais devido a distúrbios 

das pontes de hidrogênio e às ligações cruzadas ou cisões na cadeia 

polipeptídica18'19»78. 

A radiação por promover o desdobramento das moléculas de proteínas as faz mais 

sensíveis a outros fatores físico-químicos. Assim é de se esperar que tal fenômeno 

possa auxiliar no preparo de toxóides e vacinas naqueles casos onde não se 

conseguem bons resultados por outros métodos . Além do mais, do ponto de vista 

radioquímico, a irradiação de proteínas em solução, na presença de alguns 

componentes reativos, poderia levar a uma inativação seletiva das propriedades 

biológicas. 

A radiação ionizante pode também contribuir para a formação de ligações 

covalcntcs intermoleculares levando ao aparecimento de dímeros, trímeros e outros 

em solução, favorecendo o surgimento de precipitado18'19. 

Convém ainda considerar que as várias funções das proteínas têm diferentes 

radiossensibilidades. Assim, propriedades antigênicas são mais radiorresistentes do 

que qualquer função biológica da proteína. 

Uma vez que os venenos são ricos em proteínas, vislumbrou-se a possibilidade do 

uso da irradiação ionizante para induzir alterações capazes de detoxificar o veneno, 

com manutenção das suas propriedades imunogênicas e antigênicas. Conforme 

trabalhos já citados, isto é possível, a partir da escolha da dose ideal de ralação e 

concentração da amostra de veneno. 



A cascavel sul-americana subordina-se ao gênero Crotalus e à espécie durissus. 

Atualmente, são reconhecidas várias subespécies de C.durissus na América do Sul, 

entre elas, a CMenificus™. 

O veneno desta serpente caracteriza-se por apresentar alta toxicidade, causar 

paralisia flácida, produzir hemólise indireta in vitro e in wVo , ser 

miotóxico*3,4,5,16, , miolítico , rabdomiolítico^? e causar morte por p ilisia 

respiratória , no entanto, a maior parte dos óbitos ocorre devido a insuficiência 

renal aguda . 

Este veneno encerra vários componentes farmacologicamente ativos, como a 

crotoxina, crotamina, convulxina, giroxina e deita toxina°°. 

A crotamina"**% uma toxina polipeptídica básica (P.M.4880). é encontrada apenas 

na peçonha de cascavéis de certas regiões9''' e tem atividade miotóxica°°. 

A convulxina apresenta elevado peso molecular e produz convulsões, perturbações 

respiratórias e circulatórias, além de lisar e agregar plaquetas"' »"8»°6. 

A giroxina, com peso molecular estimado em 65000, apresenta como efeito 

característico movimentos de rotação observados em camundongos0. 

A delta-toxina, uma toxina pouco estudada e ainda não isolada, é pouco conhecida 

do ponto de visia farmacologia), embora uma ação hemoconcentrante tenha sido 

identifica Ja, por alteração na permebilidade vascular8". 

A crotoxina é o componente protéico responsável pela elevada toxicidade do 

veneno, :endo sido isolada pela primeira vez em estado cristalino por Slotta e 

Fraenkel-Conrat em 1938 , que a consideraram como uma proteína homogênea. 

Mais tarde, em 1956, Fraenkel Conrat29, tratando a crotoxina com fluoro-

dinitrobenzeno, mostrou que essa proteína é composta por duas subunidades. 

Estudos subsequentes classificaram essas subunidades, como sendo uma fortemente 

básica, com atividade fosfolipásica denominada fosfolipase A2 e outra, de caráter 

ácido e atividade enzimática desconhecida, embora determinante da ação tóxica do 

veneno de Crotalus especificamente ' ^ ^ denominada crotapotina4 . 

O complexo crotoxina, formado pela associação não covalente das subunidades 

ácida e básica na proporção molar 1:1^''^, apresenta peso molecular de 24000 

daltons27. 



A toxicidade, tanto muscular como neural, da fosfolipase de Cwtalus é 

potencializada pela crotapotina enquanto que in vitro a atividade fosfolipásica da 

enzima é reduzida1'* . A crotoxina tem atividade enzimática de fosfolipase 

^2 ' ' ' e exibe também atividade hemolítica indireta41. 

O complexo crotoxina atua ao nivel da junção neuromuscular, de forma pós 

sináptica12'38,86 e pré sináptica", bloqueando a transmissão dos impulsos 

nervosos quer combinando-se com os receptores da placa terminal das junções 

neuromuscular pós-sinápticas, estabilizando o receptor de acetil colina em um 

estado conformacional inativo, quer inibindo a liberação do neurotransmissor das 

. junções neuromusculares pré-sinápticas . 

Marias e Bon58 mostraram que a atividade fosfolipásica da crotoxina é necessária 

para o desenvolvimento de sua ação bloqueadora pós sináptica. 

As duas subunidades da crotoxina são fortemente associadas, no entanto, na 

interação com membranas, a crotoxina se dissocia nas subunidades liberando a 

crotapotina em solução12. 

A fosfolipase tem alta afinidade por fosfolipídeos carregados negativamente™ e se 

liga de maneira inespecífica à membranas biológicas12, possuindo baixa toxicidade 

quando isolada36»3 . 

A crotapotina não interage com vesículas fosfolipídicas7 ou membranas 

biológicas, é atóxica e não apresenta ação farmacológica isolada36,3', entretanto 

a crotapotina confere a especificidade da ligação da fosfolipase, prevenindo ligações 

de baixa afinidade12' , ou seja, ligações que não sejam a fosfolipídeos carregados 

negativamente™ e membranas pós-sinápticas. 

A crotapotina, ao combinar-se com a fosfolipase A2, aumenta a eficiência 

farmacológica e em particular a potência letal desta enzima11,63'73' . 

Assim, a crotapotina previne a adsorção inespecífica da fosfolipase sobre 

membranas e a direciona para seu alvo farmacológico, que pode consistir, pelo 

menos em parte, de fosfolipíteos carregados negativamente13,14. 

A fosfolipase A2 tem baixa toxicidade e age na junção neuromuscular como a 

crotoxina, embora sejam necessárias doses maiores para a obtenção de efeito 

semelhante 13.27,47^ 



Foi observada a presença de muitas variantes de ambas as subunidades, diferindo 

em suas propriedades cromatográficas ou eletroforéticas, o que justifica a 

identificação de várias isoformas de crotoxina-'. 

Recentemente, Murata e cols , estudando a detoxificação do veneno total de C d. 

terrificus. em solução, através da irradiação com raios gama em várias doses, 

concluíram que a dose de 2000 Gy é a mais eficaz na detoxificação do veneno 

conservando íntegras as propriedades antigênicas e imunogènicas. 

Assim, sendo a crotoxina o componente mais tóxico e prevalente desse veneno, 

pareceu-nos a candidata ideal para um estudo elucidativo sobre a ação dos raios 

gama na detoxificação. 



II-OBJETIVOS 

O presente trabalho tem por objetivo determinar o comportamento da crotoxina submetida 

ou não aos efeitos da radiação ionizante, comparando suas propriedades bioquímicas e 

farmacológicas, enfatizando os seguintes aspectos: 

-Comportamento cromatográfico da toxina irradiada 

-Efeitos da radiação nas atividades antigênicas e innmogênicas. 

-Alterações químicas ocorridas devido à irradiação 

-Estudo da atividade biológica da toxina irradiada 

-Biocistribuição comparativa entre crotoxina nativa e irradiada. 
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ID - MATERIAIS E MÉTODOS 

1 - MATERIAIS 

1.1 - O veneno de CcLterrificus e o soro amicrotálico ampolado foram doados pelo 

Instituto Butantan de São Paulo. O veneno cristalizado foi conservado seco a -20°C. 

O soro, cuja capacidade de neutralização era de 1,5 mg de veneno crotálico por 

mililitro, também foi mantido a -20°C. 

1.2 - Os animais de experimentação eram procedentes do Biotério do Deptc. de 

Aplicações em Ciências Biológicas do IPEN, mantidos em gaiolas com maravalha 

de pinho, recebendo ração comercial e água ad libitum. 

1.3 - Todos os reagentes utilizados no preparo das soluções eram de qualidade pró 

análise e a água utilizada era previamente bidestilada em destilado: de quartzo. 
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2-MÉTODOS 

2.1 - Obtenção de crotoxina pura a partir de veneno total de Cd-terrificus. 

2.1.1 - Isolamento de frações do veneno total 

A metodologia empregada para isolar a crotoxina do veneno total foi a 

cromatografia de exclusão molecular num sistema tampão não denaturante, como a 

empregada por Nakazone e cols63 e Rogero , com algumas modificações. 

. A-Reagentes. 

a- Gel SepnadexR G-75 fino(panículas de 40 a 120um) 

b- Solução de ácido acético 0,1M pH 3,0 

c- Marcadores de peso molecular: Azul de Dextrana(P.M. 2000000), 2mg/ml, e Azul 

de Bromofenol(P.M.670), 0,2mg/ml. 

B - Procedimento 

A cada cromatografia foram dissolvidos 150 mg do veneno total cristalizado em 4 ml 

de ác. acético 0,1M pH 3,0 e a seguir a mistura foi centrifugada a 10000 rpm por 10 

minutos(lOOOOg), em uma centrífuga refrigerada Sorvall RC2B. Reservou-se o 

sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 2 ml de ácacético 0,1M pH 3,0 e 

centrifugado nas mesmas condições. Os dois sobrenadames, reunidos e 

homogeneizados, foram submetidos a cromatografia em gel de SephadexR G-75. ' 

O ge! foi previamente hidratado e entumescido em ácacético 0,1M pH3,0 por 24 hs, 

sendo a seguir empacotado em uma coluna de 100x2,8 cm, atingindo uma altura de 

80 cm e mantendo-se um fluxo de 12ml/hora de ácacético 0,1M pH3,0. A amostra, 

contendo crotoxina ou marcadores, num volume máximo de 4 ml, foi aplicada, 

sendo colhidas frações de 2,2ml em coletor automático de frações tipo LKB 

Ultrorac 7000, em câmara refrigerada a 4°C. Uma duição inicial dos marcadores 

permitiu determinar o volume de exclusão e o volume total da coluna. Para 

crotoxira, a absorvância a 280 nm das frações foi determinada em 

espectrofotômetro Zeiss PMQ-II, em cubetas de quartzo de 1 cm de percurso 



óptico. O conteúdo protéico das frações também foi determinado por métodos 

colorimétricos . 

Os valores obtidos através da cromatografia foram plotados e as frações referentes 

ao pico da crotoxina, representando uma distribuição homogênea, foram reunidas, 

sendo a seguir iiofilizadas. 

2.1.2 - Cromatografia de exclusão molecular das frações correspondentes a 

crotoxina obtidas em 2.1.1 

A- Reagentes 

a- Gel SephadexR G-100(partícuIas de 40 a 120um) 

b- Tampão formiato de amônio 0,1M pH 3,0 

c- Marcadores, já descritos em 2.1.1 

B-Piocedimento 

O gel, previamente hidratado e enrumescido em tampão formiato por 24 hs, foi 

empacotado em coluna de vidro de 80 x l,5cm até atingir 60 cm, com fluxo de 

tampão formiato mantido constante em 12 ml/hora, em câmara refrigerada a 4°C. 

Foram eluidos padrões para determinação do volume de exclusão e volume total da 

coluna. 

A amostra, contendo crotoxina liofilizada, foi diluída para uma concentração de 40 

mg/ml de proteína, num volume máximo de 1 ml. Após a aplicação, foram colhidas 

frações de 1,1 ml, sendo determinada a absorvância a 280nm. As frações com 

distribuição homogênea foram reunidas e Iiofilizadas 

2.1.3. - Precipitação da crotoxina ro ponto isoelétrico(pl= 4,7)^2 

A- Reagentes 

a- Solução de ácido fórmico 1M 

b- Hidróxido de Amônio 0,1M 

c- Solução salina acidificada a pH3,0(NaCI 0,85%, HC10.001M) 
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B- Procedimento 

Cerca de 30 mg de crotoxína recromatografada foram dissolvidos em 4,0 ml de água 

bidestiiada. A seguir esta solução foi levada a pH 3,0 em um potenciômetro 

Incibrás, adicionando-se ácido fórmico. 

A mistura foi titulada com hidróxido de amônio até atingir o pi da crotoxína 

(pH4,7), sendo a seguir, centrifugada a 12000rpm por 10 minutos(15000g). O 

precipitado foi ressuspenso em salina acidificada sendo conservado em freezer a -

20°C 

22 - Dosagem de Proteínas 

Para se padronizar as concentrações protéicas nos testes a serem realizados, foi 

determinado o conteúdo protéico da crotoxina purificada e do veneno total, pelo 

método de Bradford . A reação baseia-se na capacidade das proteínas interferir 

com a absorvância do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em meio altamente 

ácido, resultando em modificação proporcional da cor, detectável a 595nm. 

A- Reagentes 

a- Albumina bovina 

b- Coomassie Brilliant Blue G-250(CBB) 

c- Ácido fosfórico 85% 

d-Etanol 

B- Procedimento 

O reagente foi preparado pela dissolução de 100 mg de CBB em 50 ml de etanol, 

seguido da adição de 100 ml de ácido fosfórico 85%, após o que a mistura foi levada 

ao volume final de 1000 ml, com água bidestiiada. 

Para a reação, foram adicionados 3,0 ml de reagente a uma amostra contendo 100 

ul de proteína dissolvida em salina, em duplicata. Após um tempo mínimo de 2 

minutos à temperatura ambiente, determinou-se a densidade óptica a 595 nm, 

comparando-se o valor obtida com uma curva padrão obtida, utilizando-se albumina 

bovina em diluições seriadas a partir de 1 mg/ml. Para controle, utilizou-se apenas 

salina e reapnte. 



Os dados obtidos, utilizando-se soluções de albumina, permitiram a obtenção de 

uma função linear do tipo 

Y=Ax + B 

onde Y é a concentração de proteína; x, a absorvância obtida; A, o coeficiente 

angular da reta e B. a imersecção ou constante inicial da reta. Os valores 

apresentaram alta correlação(ir > 0.98) 

23 - Irradiação da crotoxina 

23.1- Preparação 

Cerca de 10 mg de crotoxina foram dissolvidos em 5,0 ml de salina acidificada 

descrita anteriormente. Esta mistura foi submetida à filtração em filtro de 

nitrocelulose (poro de 0,22u) e a quantidade final de proteína, determinada 

colorimetricamente. 

23.2 - Irradiação 

O produto da preparação anterior(2.3.1), em uma concentração de 2 mg/ml, foi 

irradiado te forma homogênea com 2000 Gy em frasco de vidro, utilizando-se raios 

gama procedentes de uma fonte de Cobalto 60 Gammacell 220(Atomic Energy of 

Canada Ltd). A irradiação ocorreu na presença de O2, em temperatura ambiente, 

com uma taxa de dose de 8,51 xl^Gy/h. 

2.4 - Cromatografia de exclusão molecular comparativa entre crotoxina nativa e 

irradiada. 

A- Reagentes 

a- Gel SephadexR G-75(partículas de 40 a 120um) 

b- Solução de ácido acético 0,1 M pH3,0 

c- Padrões, já descritos em 2.1.1 
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B- Procedimento 

Cerca de 5mg de crotoxina nativa ou irradiada foram dissolvidos em 2 ml de ácido 

acético 0,1M pH 3.0, filtrados em membrana de 0,22u e submetidos a 

cromatografia, segundo o processo descrito em 2.1.1, exceto que o comprimento de 

onda utilizado na detecção foi 230nm, devido a menor quantidade de proteína 

utilizada. 

25 - Imunodifusão pelo método de Ouchterlony "° 

Esse método foi descrito há 30 anos, sendo amplamente utilizado, pois permite a 
s 
i 

. comparação simultânea de muitos sistemas antígeno- anticorpo, num mesmo teste. 

Em nosso modelo, a imunodifusão foi utilizada para observar qualitativamente a 

capacidade antigênica do veneno total e sua fração principal submetida ou não aos 

efeitos da radiação ionizante. 

A- Reagentes 

a- Ágar-ágar 

b- Tampão fosfato de sódio 0,1M pH 7,0 

c- Soro anticrotálico 

d-Salina(NaC10,15M) 

e- Negro de amido 0,4% eai ác.acético 10% 

B- Procedimento 

Inicialmente, lâminas de microscopia foram recobertas com 1 ml de ágar-ágar 2% 

em água e secas em estufa. Após a secagem, 3 ml de ágar-ágar 2% em tampão 

fosfato foram distribuídos sobre as lâminas previamente revestidas, sendo mantidas 

a 4°C por 24 h. Foram feitos então 5 orifícios no gel, de 2mm de diâmetro, sendo o 

primeiro central e os demais dispostos isometricamente a uma distância de 1 cm. 

Os antígenos a serem estudados, na concentração de 1 mg/ml foram colocados nos 

orifícios periféricos, sendo colocado soro anticrotálico no orifício central. 

As lâminas ficaraoi à t ?mperatura ambiente por 24 h em câmara úmida. Após esse 

tempo, elas foram lavadas pelo menos 15 vezes com salina e a seguir 15 vezes com 

água bidestílada, secas e coradas com solução de Negro de Amido por 10 minutos. 



Após descoloração com ácido acético 5%, as bandas contendo os complexos imunes 

puderam ser evidenciadas e as lâminas estocadas depois de secas. 

2.6 - Análise bioquímica da crotoxina 

2.6.1 - Eletroforese em gel de Poliacrílamida em condições denaturantes(EGPA-

SDS)53. 

A EGPA-SDS foi utilizada para detectar, através do peso molecular, frações do 

veneno, seu grau de pureza, bem como alterações nestes parâmetros causadas pela 

irradiação. 

A- Reagentes 

As concentrações finais dos tampões utilizados nas várias fases do processo foram: 

Tampão de amostra: Tris/HCl pH 6,8, 0.0625M, Uréia 2M, SDS 1%, 2-mercapto-

etanol 1% 

Gel de empilhamento: Tris/HCl 0,125 M pH 6,8 

Gel de resolução: Tris/HCl 0375 M pH 8,8 

Tampão de corrida: Tris 0.025 M Glicina 0,192 M pH 83 

B- Procedimento 

A concentração relativa de acrilamida-bisacrilamida foi mantida em 30:0,8 sendo 

de 15% a concentração final de acrilamida no gel de resolução, utilizando-se 5% 

para gel de empilhamento . Em cada gel, foram incluídos em poço isolado, 

marcadores padrões de peso molecular conhecido, descritos na tabela 1. 

TABELAI 

Proteína Peso Molecular(daltons) 

Albumina bovina 66000 
Ovalbumina 45000 
Gliceraldeido desidrogenase 36000 
Tripsinogênio 29000 
Inibidor da trípsina de soja 20100 
Anidrase carbônica 2000^ 
alfa-lactalbumina 1420. < 



As amostras e os marcadores foram denaturados em tampão de amostra a 100°C 

em banho maria. por 2-5minutos antes da aplicarão de 50 ul em cada poço isolado. 

Após a eletroforese(100 V por 5 hs), o gel de resoiução foi fixado em Metanol-

Acético-Água(50:10:40) por pelo menos 12 tu lavado e corado com Coomassie 

Brilliant Blue R-250. Após a coloração, o ge: foi seco entre folhas de celofane 

comercial. 

2.6.2 - Espectro de absorção na região do ultravioleta. 

Amostras de frações protéicas, na concentração de O^mg por ml, foram analisadas 

no intervalo de 230 a 3S0 nm, sendo a absorváncia determinada em um 

espectrofotômetro de duplo feixe Cary 118C, com registro automático, nos vários 

comprimentos de onda. A leitura foi obtida contra uma solução de NaCI 0,15M pH 

3,0, que foi utilizada como solvente. 

2,63 - Análise de aminoácidos 

A análise de aminoácidos das crotoxinas nativa e irradiada foi gentilmente 

executada pelo grupo de pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

chefiado pelo Prof.Dr.l_Green, seguindo as técnicas usuais para execução do 

método (hidrólise com UOH e HC1). 

2.7 - Determinação da atividade tóxica 

A determinação da toxicidade das amostras de crotoxina nativa e irradiada foi feita 

em camundongos, inoculados por via intraperitoneal, utilizando-se 6 animais por 

dose. Passadas 24 horas foi feito o cálculo da dose letal 50% pelo método de 

Speannan-Kârber™. 

A- Procedimento 

Para este experimento foram selecionados, pelo peso(18-22g), 72 camundongos 

albinos machos, divididos em grupos de 06 animais, que foram inoculados por via 

intraperitoneal, com 200 ul da crotoxina nativa ou irradiada. O grupo controle 

recebeu solução fisiológica (200 ul) pela mesma via de inoculação. 



As mortes e a sobrevida foram anotadas 24 hs após o inóculo. As concentrações de 

veneno inoculadas por animal estão descritas na tabela 2. 

Tabela 2 

Concentração de crotoxina nativa ou irradiada inoculada por animal 

Grupo Dose de crotoxina nativa Grupo Dose de crotoxina irradiada 

1 4,00 ug 7 40,00 ug 

2 3,08 ug 8 30,80 ug 

3 237 ug 9 23,70 ug 

-1 1,82 ug 10 18,20 ug 

5 1.40 ug 11 14,00 ug 

6 1,07 ug 12 10,70 ug 

Fator de diluição 1:13 

2.8 Imunogenicidade das crotoxinas nativa e irradiada em camundongos. 

2.8.1 - Imunização dos animais 

Os camundongos utilizados eram machos, pesavam 35g em média e foram divididos 

em 3 grupos de 12 animais, sendo que um grupo recebeu apenas adjuvante, 

enquanto os demais receberam crotoxina nativa ou crotoxina irradiada, em doses 

proporcionais da DL5Q(85ug/kg). 

Avia de inoculação utilizada nesse experimento foi a intracutânea. 

O esquema de imunização está descrito a seguir na tabela 3 
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Tabela 3 

Esquema de imunização para determinação de imunogenicidade de crotoxina 

purificada. 

Época Tipo de excipiente Quantidade inocuiada 

la.semana 

2a.semana 

4a.semana 

, 6a.semana 

7a.semana 

Freund Completo 

Freund incompleto 

Hidróxido de alumínio 

PBS* 

PBS 

2,0DL50 

2.0DL50 

2.0DL50 

2.0DL50 

5,0DL50(Reforço) 

Solução salina tamponada com fosfato de sódio pH7,2 

Na 17a semana, os animais foram desafiados com 10 DL50 de crotoxina nativa, pela 

via intraperitoneal, sendo observada a mortalidade por 24hs. 

2.8.2 - Ensaio imunoenzimático(Enzyme linked immunosorbent assay - ELISA)39 

A- Reagentes 

a- Placas de rnicrotitulação Hemobag, de 96 poços 

b- Tampão carbonato de sódio 0,05 M pH 9,6 

c- Solução salina, contendo 0.05% de Tween 20R 

d- Tampão fosfato de sódio pH 7,2,contendo 0,05% de Tween 20** 

e- Soro anti-IgG de camundongo, conjugado com peroxidase 

f- PBS contendo 1% de albumina bovina e 0,05% de Tween 20* 

g- orto fenilenodiamina 

h- Água oxigenada 

i- Tampão citrato/fosfato 0,15M pH 5,0 

j - Ácido sulfúrico 4N 



B-Procedimento 

Esse ensaio foi realizado com o objetivo de detectar no soro de camundongos 

possíveis anticorpos formados contra crotoxina purificada nativa ou irradiada de 

acordo com o grupo analisado. Para tanto, foram sensibilizadas, por 12 hs a 4°C, 

placas plásticas de 96 poços com 100 ul de uma solução contendo lug/ml de 

crotoxina nativa ou veneno total, ambos dissolvidos em tampão carbonato de sódio 

0.05M pH9,6. A placa foi lavada com solução salina contendo Tween 20 0,05%, 

sendo aplicados, nos poços, 100 ul de soro de camundongos previamente 

imunizados, diluídos a partir de 1/200 em tampão fosfato de sódio pH7,2, com 

Tween 20 0,05%. 

Após incubaçâo por 1 hora à temperatura ambiente, as placas foram lavadas e 

iniciou-se a revelação com adição de lOOul de scro ami IgG de camundongo 

conjugado com peroxidase, diluído 1/1000 em PBS contendo albumina bovina 1% e 

Tween 20 0,05%. Após incubaçâo de 1 hora à temperatura ambiente, as placas 

foram novamente lavadas e a reação revelada pela adição de lOOul de solução de 

substrato, contendo 0,02% de orto-fenilenodiamina, 0,0015% de água oxigenada em 

tampão citrato/fosfato 0,15M pH 5,0. A reação prosseguiu por 60 minutos à 

temperatura ambiente e foi então interrompida com a adição de 50 ui de ácido 

sulfúrico 4N. 

A leitura de cada poço foi feita em leitor automático de microplaca, utilizando-se 

filtro de comprimento de onda de 492nm. 

2.9 - Obtenção de crotoxina marcada, por iodação com 125I. 

2.9.1- Marcação da Crotoxina com *"I. 

O método de marcação empregado foi o descrito por Hunter e Greenwood , 

denominado também de Método Clássico da Cloramina T. 

A Cloramina T promove oxidaçâo do iodo que reage com o anel aromático 

(Tirosina) numa reação de substituição que envolve o ataque eletrolítico desse anel 

aromático do aminoácido. O pH ótimo de iodação fica em torno de 7,5. 



22 

A- Reagentes 

- Tampão fosfato 0.5M pH7,4 

- Amostra dissolvida em Tampão Fosfato Salina (PBS) 

- Cloramina T dissolvida em tampão fosfato 0,05M pH7,4 

- Metabissulfito de sódio em tampão fosfato 0,05M pH7,4 

- Iodeto de potássio dissolvido em tampão fosfato contendo lmg/ml de albumina 

bovina. 

- Azul de dextrana dissolvido em tampão fosfato com albumina 

B- Procedimento 

Em capela, à temperatura ambiente e sob agitação constante, foram misturados 5 

ug da crotoxina nativa ou irradiada na concentração de Sug/10ul de PBS; 800uCi de 

12^I e 50ug de Cloramina T. Passados 30 segundos, lOOug de Metabissulfito, 200ug 

de Iodeto de potássio e o Azul de dextrana foram adicionados à mistura. 

2.92- Purificação do marcado 

A purificação das proteínas marcadas com 125I foi feita por cromatografia de 

exclusão molecular em coluna de SephadexR G-100 a 4°C, elufda com tampão 

fosfato acrescido de albumina, em um fluxo de 12ml/h. 

Os tubos resultantes da eluição, contendo 2ml cada um, foram contados no contador 

de radiação gama Nuclear Chicago para identificação do pico da proteína 

radioativa. 

2.10- Precipitação do Complexo Antígeno-Anticorpo com Polietilenoglicol (PEG)21 

Esta técnica foi empregada para testar a manutenção da propriedade antigênica da 

crotoxina após a iodação. 
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A- Reagentes 

- Tampão fosfato 0,5M pH7,4 

• Albumína bovina 

-Tween20 

- Antissoro crotálico 

- Proteínas marcadas(iiTadiadas ou não) 

-PEG 6000 

- Soro eqüino 

B- Procedimento 

Um volume de lOOuI da proteína marcada, irradiada ou não, em uma concentração 

de lOOOOcpm foi incubado com 200ul de diferentes diluições de antissoro crotálico 

(1:5000; 1:10000; 1:50000; 1200000 e 1:800000). 

Para verificar possível precipitação inespecífica foram incubados 200ul de tampão 

com lOOul do marcado. 

Passado o tempo de incubação de 48 horas, determinou-se a radioatividade de cada 

tubo e em seguida adicionou-se lml de uma mistura contendo: PEG/soro eqüino 

normal/água destilada. 

A amostra foi então homogeneizada para depois ser submetida a uma 

centrifugação por 20 minutos a 4000rpm. Depois de aspirado o sobrenadante, foi 

feita a detecção de radioatividade do precipitado. 

2.11- Biodistríbuição de Crotoxína marcada em órgãos de camundongos. 

Camundongos albinos machos, pesando aproximadamente 30g receberam água 

contendo NaI por uma semana antes de serem iniciados os experimentos. Esses 

animais divididos em 14 grupos foram inoculados pela veia da cauda com 2000000 

cpm de crotoxína marcada com ^ 1 , irradiada ou não, contidos em 300ul. Os 

camundongos foram sacrificados em intervalos de tempo diferentes, sendo retirados 

sangue e órgãos. Os animais foram mortos por decapitação, com colheita do sangue, 

seguida de retirada cuidadosa dos seguintes órgãos: baço, fígado, rins, músculo 

sóleo e cérebro. 
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A tabela 4 detalha a divisão dos grupos, assim como as amostras inoculadas por 

animal e o intervalo de tempo entre o inóculo e o sacrifício de cada um. 

Tabela 4 

Grupo 
(n°animais) 

1(10) 
2(10) 
3(10) 
4(10) 
5(10) 
6(10) 

» 7(10) 
.8*07) 
•9(07) 

10(07) 
11(07) 
12(07) 
13(07) 
14(07) 

Tipo de crotoxina 
inoculada 

Nativa 
Nativa 
Nativa 
Nativa 
Nativa 
Nativa 
Nativa 
Irradiada 
Irradiada 
Irradiada 
Irradiada 
Irradiada 
Irradiada 
Irradiada 

Intervalo entre inóculo 
e o sacrificio(h) 

0,25 
0,50 
1,00 
2,00 
3,00 
5,00 
24,00 
0,25 
0,50 
1,00 
2,00 
3,00 
5,00 
24,00 

Uma vez retirados, os órgãos foram lavados em solução salina 0,85%, pesados e sua 

radioatividade determinada em contador de radiação gama Nuclear Chicago. Os 

valores para cada órgão em cada tempo, foram apresentados como contagem por 

minuto(cpm)/mg de peso. 

O sangue foi centrifugado a 2000 rpm e 100 ul do plasma de cada amostra foram 

submetidos à contagem. 



IV-RESULTADOS 

1 - Isolamento, Purificação e Irradiação da Crotoxina 

A proteína utilizada em nossos experimentos foi isolada e purificada de acordo com 

Métodos. Um perfil típico de cromatografia de exclusão molecular em Sephadex* 

G-75 de 150 mg de veneno total de CcLterrificus é mostrado na Fig.1, que destaca 

quatro picos bem definidos, onde o terceiro elui na posição correspondente ao peso 

molecular da crotoxina. 

As frações referentes ao pico desta proteína foram reunidas, liofüizadas e 

recromatografadas em SephadexR G-100 e o perfil resultante está ilustrado na Fig. 

2. 

As frações recromatografadas foram precipitadas no ponto isoelétrico da crotoxina, 

pH 4,7, para melhorar a purificação. Observou-se que com este processo, ocorreu 

uma perda da ordem de 25 % do conteúdo protéico inicial. Esta fração precipitada 

foi denominada crotoxina nativa. Todo o rendimento desta purificação pode ser 

visto na Tabela 5. 



Fig.1-Perfil cromatográfico em Sephadex 
G-75 de 150 mg de veneno crotálico 

2.5 
DO 280 nm 

1.5 

0.5 

crotamina 
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No da fração 



Fig.2 - Recromatografia em Sephadex G100 
de 40 mg de crotoxina isolada de veneno 

total 

D.O.280nm 

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 
Fração No. 
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TabelaS. 

Proteína final % do Inicial % por fase 

Veneno total 

Pós cromatografia em G-75 

Recromatografia em G-100 

Precipitação no pi 

A irradiação com 2000 Gy de 10 mg de proteína purificada, como descrito em 

Métodos, mostrou manutenção de sua solubilidade, com recuperação de 100% ao 

final do processo. Este resultado só foi conseguido após o uso de salina acidificada 

como diluente da crotoxina antes da irradiação. Esta fração foi denominada 

crotoxina irradiada. 

2 • Testes Analíticos da Crotoxina Nativa ou Irradiada 

2.1 - Crotoxina nativa e irradiada comparadas pela cromatografia de exclusão 

molecular. 

A cromatografia em Sephadex" G-75 foi executada com crotoxina nativa e 

irradiada em condições idênticas, seqüencialmente. 

A Fig. 3 ilustra os perfis cromatográficos obtidos de crotoxinas nativa e irradiada, 

onde o pico principal de eluiçáo de ambas as proteínas é coincidente. A diferença 

entre as densidades ópticas obtidas é bastante representativa, além de aparecerem 

frações de peso molecular mais elevado e distribuição heterogênea na 

cromatografia da crotoxina irradiada, divergindo da crotoxina nativa que apresenta 

um único pico. 

150mg 100 100 

60mg 40 40 

60mg 40 100 

45mg 30 75 



Fig.3 -Recromatografia de exclusão mole­
cular de crotoxina purificada nativa ou 

irradiada 

D.O.a 230nm 

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105110 

Fracao 

Crotoxina nativa Crotoxina irradiada 



12 • Imunodifusão. 

Na imunodifusão contra soro hiperímune de cavalo anti-veneno crotálico total, 

mostrada na Fig. 4, podemos observar que a precipitação no pi elimina as linhas de 

contaminação, detectáveis nas fases anteriores a esse processamento. Convém 

salientar que a crotoxina irradiada conserva o mesmo padrão de antigenicidade e 

pureza apresentados pela crotoxina nativa, apesar da presença de precipitado 

protéico no orifício de sua aplicação. 

23 - Eletroforese 

Vista na Fig. S, a eletroforese em gel de poliacrilamida mostra um alto grau de 

pureza para a crotoxina nativa precipitada no pi. A proteína irradiada apresenta a 

banda correspondente à proteína nativa, entretanto outras frações de peso 

molecular mais elevado e distribuição heterogênea são observadas. 
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Fig.4 - Reação de imunodifusáo em ágar-ágar de veneno crotálico total e frações 
contra soro hiperimune de cavalo. 1- Soro anticrotálico total; 2- Veneno total; 3-
Crotoxina nativa, purificada apenas por exclusão molecular, 4- Crotoxina nativa , 
após precipitação no pi; 5- Crotoxina irradiada. 
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i 

Figi - Hetroforese em eel de poliacrilamida em sistema descontínuo com SDS, 
corada pelo Coomassie Brilliant Blue R-2S0. As amostras foram pré tratadas com 
úreia e beta mercapto etanoL 
lelO-Padrões de peso molecular 
2 e 9 -Veneno Total de CuLterrificus 
3 e 4 - Crotorina isolada por exclusão molecular 
S e 6 -Crotoxinairradiada 
7 e 8 -Crotoxina precipitada no pi 



2.4 - Espectro de absorção 

Observando-se a Fig.6, notamos que o coeficiente de extinção molar da crotoxina 

irradiada, principalmente na faixa de 250 a 290 nm é maior do que a encontrada 

para a crotoxina nativa. 

2.5 - Determinação da atividade tóxica (DLJQ) 

A toxicidade de cada amostra foi determinada em camundongos albinos machos 

pelo cálculo da dose letal 50%(DI-5Q), segundo o método de Spearman-Karber " 

A tabela 6 mostra as várias concentrações usadas para cada proteína testada, bem 

como as respectivas taxas de mortalidade após um período de observação de 24 hs. 

Tabela 6 

Porcentagem de mortalidade de animais inoculados com crotoxina nativa ou 

irradiada. 

Crotoxina nativa % Mortalidade Crotoxina irradiada % Mortalidade 

Dose utüizada(ug/kg) Dose Utilizada(ug/kg) 

53,5 0 804 0 

70 33.33 965 33.33 

91 66.66 1158 50 

118,5 100 1390 66.66 

154 100 1670 66.66 

200 100 2000 100 

DL50= 79.95 (67,3-95) 



Fig.6-Espectro de Absorção na região 
ultravioleta de amostras de crotoxina 

ou irradiada(140ug/ml) em salina 

Densidade Optica 

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 

Comprimento de onda em nm 

NATIVA IRRADIADA 



A Fig. 7 mostra a DL5Q das crotoxinas testadas, bem como o intervalo de confiança 

de 95% destas medidas, onde podemos verificar uma diminuição de toxicidade da 

crotoxina, causada pela irradiação, da ordem de 15 vezes. 

2.6 - Imunogenicidade das crotoxinas nativa ou irradiada em camundongos 

As imunizações de camundongos com a crotoxina nativa ou irradiada mostraram 

uma capacidade de produção de anticorpos semelhantes, conforme pode ser visto 

nas figuras Fig 8a e Fig 8b. Notamos que a crotoxina irradiada comporta-se de 

maneira similar à crotoxina nativa na indução de anticorpos que reconhecem tanto 

o veneno total quanto crotoxina purificada. 

Observando-se a sobrevida dos animais após o desafio, notamos que as respostas 

foram diferentes das esperadas, pois para mesmos títulos de anticorpos anti-veneno 

total, encontramos diferentes mortalidades após o desafio com 10 DL5Q. 

Os animais imunizados com a crotoxina nativa, ao receberem o desafio, 

apresentaram apenas 20% de proteção (mortalidade de 80%), enquanto que os 

animais imunizados com crotoxina irradiada apresentaram proteção de 100%, sem a 

ocorrência de morte. 

2.7 - Obtenção de Crotoxina marcada, por iodação, com ^ I . 

Os perfis cromatográficos resultantes da exclusão molecular de 5ug de crotoxina 

purificada, nativa ou irradiada, submetidos a marcação com 12^I podem ser vistos 

nas figuras Fig.9 e Fig. 10 respectivamente. 



Fig.7 - DL50 de crotoxina purificada 
nativa ou irradiada, determinada em 

camundongos 

ug/kg e Intervalo de confiança de 95% 
0000 r 

1000: 

100: 

irradiada nativa 

Crotoxina purificada 



Fig.8o - Produção de anticorpos onti-
crotoxina. revelados por ELISA, com d i ­

ferentes antiçenos. 

Titule obtido 

Crotoxina i 

Sensibilizante da placa 

fcnunoaano 

Crotoxina nativa I I Crotoxina irradiada 

Fig.8b -Títulos de anticorpos obtidos em 
camundongos após imunização com crotoxi-

na nativa (nCTX)ou irradiada(iCTX) 
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Podemos identificar em cada um dos perfis das marcações, 4 frações isoladas, onde 

a primeira corresponde ao volume de exclusão, seguida pelo pico de agregados de 

pesos moleculares maiores e albumina; a terceira fração é referente à crotoxina 

marcada, e a quarta, ao iodo livre e produtos de degradação. 

2.8 - Precipitação do complexo Antígeno-Anticorpo com Polietilenoglicol (PEG) 

Podemos observar na Fig. 11 que o processo de marcação não interferiu na reação 

do soro hiperimune anticrotálico com a crotoxina tanto nativa quanto irradiada. 

2.9.- Análise de aminoácidos 

A tabela 7 mostra os dados obtidos pela análise de aminoácidos das crotoxinas 

nativa e irradiada, representando a média de duas determinações. 



Fig.9 - Cromatografia em Sephadex G-100 
da crotoxina nativa marcada com 1251. 
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Fig.10 - Cromatografia em Sephadex G-100 
de crotoxina irradiada marcada com 1251. 
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TABELA 7 - Aminograma de crotoxina nativa e irradiada, expressos em moles de 

aminoácido por mol de crotoxina 

Aminoácido 

Lisina 
Histidina 
Arginina 
Triptofano 
Ácaspártico 
Treonina 
Serina 
Ác.glutâmico 

\ Prolina 
, Glicina 
; Alanina 
1/2 Cistina 
Valina 
Metíonina 
Isoleucina 
Leucina 
Tirosína 
Fenilalanina 

Crotoxina Nativa 

11,24 
3,08 
11,70 
4,47 
19,00 
10,38 
9,69 
20,06 
8,82 
17,01 
11,20 
23,10 
2,56 
3,40 
5,98 
6,46 
13,15 
8,70 

Crotoxina Irradiada 

10,62 
2,73 
11,47 
3,42 
17,50 
8,33 
7,99 
17,16 
7,79 
16,31 
10,52 
17,68 
2,21 
2,89 
4,76 
5,95 
11,39 
8,31 

2.10 - Biodistribuiçâo da crotoxina nativa ou irradiada, marcada com 1Z3I, em 

órgãos de camundongos 

2.10.1 - Biodistribuiçâo da crotoxina nativa 

Para esta análise, foram injetados grupos de 10 animais como descrito em Métodos. 

Estes animais foram sacrificados após 0,25, 1,2,3,5 e 24 hs da injeção. A presença 

de crotoxina marcada nos diversos órgãos e no plasma foi calculada pela detecção 

da radiação total no órgão e expressa em cpm/mg de órgão. Os resultados da 

biodistribuiçâo da crotoxina nativa são apresentados na Fig. 12, onde notamos uma 

retenção da crotoxina pelo rim nas primeiras horas, seguida de retenção em cérebro 

e músculo passadas 3 horas. Em fígado e baço, a eliminação da crotoxina ocorreu de 

forma mais lenta, inclusive com discreto acúmulo nos períodos iniciais. 



2.102 - Biodistribuição da crotoxina irradiada 

Conforme descrito em Métodos, para estes experimentos, foram injetados grupos de 

7 animais, com sacrifício nos mesmos períodos utilizados no experimento com 

crotoxina nativa. 

A biodistribuição da crotoxina irradiada pode ser vista na Fig. 13, mostrando que o 

padrão de distribuição é semelhante ao da crotoxina nativa, exceto no rim, onde a 

retenção inicial, encontrada na biodistribuição de crotoxina nativa, não foi vista. Em 

baço e fígado observamos também um perfil semelhante porem com menor 

concentração de crotoxina irradiada, quando comparada com a nativa 

Nas figuras Fig. 14 a a Fig.l4f podem ser vistas as evoluções da presença de 

crotoxina nativa comparada com a irradiada nos vários órgãos e plasma, 

isoladamente. 
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V-DISCUSSÃO 

]- Aspectos bioquímicos 

A crotoxina utilizada nos experimentos foi parcialmente purificada na 

cromatografía de exclusão molecular em SephadexR G-7S. 

Os bons resultados obtidos no isolamento da crotoxina a partir de veneno total, 

usando a cromatografía de exclusão molecular em Sephadex" G-75 corroboraram 

com aqueles obtidos por Takeda et ai. . 

O método de Bradford15 para dosagem de proteínas foi empregado por ter se 

mostrado mais fidedigno do que o de Lowry5". No início do trabalho, foi utilizado 

este último método e observou-se uma superestimação do conteúdo protéico, o que 

corrobora com os achados de Darke e cols26 que estudando a fosfolipase, 

obtiveram valores protéicos maiores que os reais para esta enzima. 

Conforme sugerido por Souza Filho81, a precipitação da crotoxina no pI(pH4,7), 

também em nosso trabalho, mostrou ser um importante passo para a purificação 

desta toxina, como pode ser visto na eletroforese e na imunodifusão. Ambos os 

testes mostraram que a crotoxina assim purificada comportou-se como uma 

proteína pura. 

Entretanto, a irradiação desta fração pura não levou a formação de precipitados 

protéicos grosseiros, de fácil identificação, diferindo dos resultados observados 

anteriormente por outros autores, que estudaram irradiação de crotoxina81 ou 

mesmo outros venenos , cuja precipitação chegava até a 65% na dose de 2000Cy. 

Nossos resultados foram alcançados acidificando-se as amostras com salina pH3,0 

antes da irradiação. 

Os resultados obtidos mostraram alteração de alguns dos aspectos bioquímicos da 

proteína decorrentes da irradiação. 

Através da imunodifusão foi possível perceber que a exposição da proteína aos raios 

gama não comprometeu a capacidade antigênica da crotoxina, que apresentou linha 

de precipitação com o soro antí-crotálíco semelhante àquela apresentada pela 

crotoxina nativa. 



Entretanto, cabe ressaltar a presença de material depositado no orifício de 

aplicação da crotoxina irradiada, que não se difundiu, sugerindo tratar-se de 

agregados protéicos de maior peso molecular, oriundos da ação dos radicais livres 

liberados durante a irradiação da proteína em solução e que justificam a linha mais 

fraca de precipitação com o soro, dessa toxina irradiada. 

Estes achados diferem dos resultados apresentados por Souza Filho**1 que sugeriu 

destruição da capacidade antigênica da crotoxina quando irradiada a 2000Gy. 

O fenômeno de produção de agregados foi detectado na eletroforese, onde 

observamos um "arraste" na região de proteínas de peso molecular mais elevado, o 

que não foi observado na eletroforese de crotoxina nativa. 

Baride e cols' observaram o mesmo comportamento quando irradiaram venenos de 

várias serpentes indianas. Reforçando esta hipótese, observamos, na cromatografia 

de exclusão molecular de crotoxina irradiada, presença de proteínas de maior peso 

molecular, quando comparada com a cromatografia da proteína nativa. Guarníeri-

Cruz e cols34, estudando a detoxificaçáo do veneno de Rjararaca pela radiação 

gama, obtiveram resultados semelhantes. 

Diante destes achados, cabe-nos discutir a ação da radiação em proteínas que se 

encontram em solução. Neste caso, pela radiólise da água, ocorre formação de 

radicais livres responsáveis por ligações e alterações inter e intramoleculares nas 

proteínas, resultando freqüentemente em denaturação total ou alterações da 

estrutura terciária ou secundária da proteína . 

As mudanças ocorridas na proteína devido a irradiação são também detectáveis 

pelas alterações no espectro de absorção, mostrando que a crotoxina irradiada, 

comparada com a nativa, apresenta um maior coeficiente de extinção molar, 

principalmente na faixa de 250 a 300 nm. Este fato indica que grupos cromóforos, 

como fenilalanina, tirosina e triptofano, antes protegidos, tomaram-se expostos com 

a irradiação, por um possível desdobramento da molécula2,7'64. Estes dados 

bioquímicos corroboram totalmente os achados de outros pesquisadores que têm 

estudado a detoxificaçáo de venenos através da radiação ionizame"'4'"1'62' . 

A marcação das proteínas com 
125! 

não foi idêntica para as proteínas nativa e 

irradiada, sendo que nesta última foram encontradas dificuldades durante a 
marcação, como sua parcial ínsolubilidade em pH neutro em particular. 



É notória a importância do pH na marcação, dado que marcações efetuadas em 

pHs diferentes de 7,4, como por exemplo em pH 8,0 resulta em incorporação do 

iodo sendo feita pela histidina e não pela tirosina, resíduo que normalmente 

incorpora este radioisótopo em pH 7,4. 

Pelos achados de Sato e Tamiya , a iodação de mais de uma histidina leva a perda 

de atividade desse resíduo, que, segundo Volwerk e cols° , parece fazer pane do 

centro ativo da crotoxina. 

Essas informações somadas ao fato da crotoxina precipitar em pH 8,0 , nos faz 

descartar a possibilidade de uma marcação nesse pH. 

Aventou-se também a possibilidade de se fazer a marcação em pH mais baixo como 

pH 3,0 (pH ótimo para a crotoxina), no entanto, nesse pH ocorre volatilização do 

iodo que leva a uma marcação de baixa atividade específica e a sérios perigos de 

saúde para o operador. 

Mediante tais circunstâncias, a marcação teve que ser feita no pH 7,5, considerado 

ótimo para iodação de proteínas em geral, tendo sido necessárias maiores 

quantidades de proteína irradiada para se fazer uma boa marcação e obter no final 

quantidade suficiente de produto marcado solúvel para os testes de biodistribuição. 

Devido a estas dificuldades foi feita uma comparação entre a análise de 

aminoácidos da proteína irradiada e a análise dos resíduos da proteína nativa, no 

intuito de se investigar se a irradiação não teria levado a uma alteração no número 

de moléculas de tirosina da cadeia polipeptídica, pois existem relatos na bibliografia 

de diminuição do número destes resíduos nas moléculas submetidas à irradiação2". 

Isto justificaria a baixa incorporação do iodo na molécula. 

Comparando-se o número de resíduos apresentados pela crotoxina nativa com 

aquele apresentado pela proteína irradiada, observou-se que os resíduos que 

apresentaram diferenças percentuais significativas ( acima de 20%) foram 

Triptofano e 1/2 cistina, moléculas reconhecidamente afetadas pela radiação 

ionizante. 

- A primeira por fazer parte dos aminoácidos aromáticos que por serem bons 

captadores de tons sofrem ataques dos radicais livres.''18'19' . 



• A cisteína por possuir grupamentos sulfídrilas também se mostra altamente 

afetada pelos raios gama , funcionando inclusive como "scavenger" de OH devido 

a sua alta reatividade . 

O número de tirosinas não se mostrou alterado após a irradiação. Este aspecto 

confirma os achados de espectro de absorção onde parece haver uma maior 

exposição de grupos cromóforos e não sua destruição. 

2- Aspectos Imunológicos 

A irradiação não afetou significativamente a capacidade antigênica da crotoxina, 
i 

•revelada pela imunodifusão com soro hiperimune de cavalo. Estes achados foram 
t 

confirmados pela precipitação de imunecomplexos de crotoxina nativa ou irradiada, 

marcadas com 1 :"I, e soro hiperimune de cavalo, não tendo a marcação com 12^I 

afetado esta antigenicidade. Reforçando este último dado temos os achados de 

Muniz e cols , que mostraram preservação das propriedades biológicas das 

proteínas submetidas à marcação com ^ 1 . 

Os títulos do soro produzido em camundongos imunizados com crotoxina irradiada, 

detectados pelo método de ELISA contra veneno total ou crotoxina purificada, 

foram semelhantes aos títulos do soro obtido com crotoxina nativa. Esses dados nos 

mostram que a capacidade imunogênica da proteína foi mantida após a irradiação. 

Cabe lembrar que Baride e cols' e Guarnieri Cruz e cols^ , estudando a 

detoxificação de veneno de outras espécies através da radiação ionizante 

encontraram resultados semelhantes. 

Considerando-se ainda os resultados obtidos após o desafio, podemos inferir que os 

anticorpos induzidos por crotoxina irradiada parecem ser mais "eficientes" que 

aqueles produzidos pela crotoxina nativa, talvez por uma proporção maior de 

anticorpos protetores, resultando em maior eficiência na detoxificação do veneno. 

Baride e cols' postularam que as proteínas de alto peso molecular formadas pela 

irradiação dão imunidade contra os fatores tóxicos do veneno. Este fato talvez 

justifique a maior eficiência da crotoxina irradiada na indução de anticorpos se 

considerarmos que os agregados, formados devido a irradiação, contribuem, e como 

bons imunógenos, na produção de anticorpos antí-crotoxína irradiada. 
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Ainda sobre os agregados, podemos sugerir que esta agregação dificulta sua 

disseminação pelo organismo, impedindo sua chegada em concentrações ótimas nos 

locais de ação e consequentemente, tornando-os menos tóxicos. 

3- Aspectos Farmacológicos 

Ao analisarmos a DL5Q comparativa entre crotoxina nativa e irradiada, obtivemos 

para esta última uma diminuição da toxicidade da ordem de 15 vezes, confirmando 

os dados obtidos por Murata em 1990 , que estudando o veneno total de C.durissus 

terrificus conseguiu detoxifká-lo após irradiação. 

No entanto, essa detoxifícação de veneno total pela irradiação, executada nas 

mesmas condições utilizadas em nossos experimentos, foi da ordem de 3 vezes 

menor que a detoxifícação da crotoxina pura, sugerindo ser essa proteína a fração 

mais afetada durante a irradiação do veneno total. 

Esses achados conferem com os de Baride e cols', que estudando a neurotoxina e 

cardiotoxina de Naja naja sugeriram que estas toxinas são mais sensíveis a ação 

detoxiftcante do que o veneno total. Mais tarde, Skalka e Antoni79 sugeriram que 

amostras não purificadas são mais radiorresistentes do que frações puras, 

provavelmente devido à proteção mútua dos componentes presentes. 

Ao analisarmos a biodistribuiçáo comparativa entre a crotoxina nativa e irradiada, 

percebemos que a irradiação não alterou o padrão geral de distribuição nos órgãos. 

O rim se mostrou o principal órgão de eliminação tanto da crotoxina nativa como 

da proteína irradiada, fato que corrobora com os achados de Lomba55 e 

Habermann e cols ̂  . 

Entretanto, na primeira hora após o inóculo, notamos uma retenção da crotoxina 

nativa em rim enquanto que a crotoxina irradiada não mostrou fixação a esse órgão 

em momento algum. 

Este achada é importante e certamente deve ser aproveitado no intuito de elucidar 

o mecanismo de ação da crotoxina nativa. 

Sabe-se que o envenenamento crotálico leva a uma insuficiência renal aguda, 

culminando com morte°°. 



A crotoxina nativa apresentou maior concentração inicial em rim com excreção 

subsequente divergindo da irradiada, que é excretada com velocidade constante. 

Essa concentração iniciai pode representar o aparecimento de lesão renal1 pela 

exposição prolongado do rim à toxina. 

Tanto a crotoxina nativa como a irradiada tem afinidade por órgãos ricos em 

Sistema Fagocítico Mononuclear, representados em nossos experimentos pelo 
•if. 

fígado e baço . Ambas as proteínas concentram-se nesses órgãos nas primeiras 

horas e começam a ser clareadas após 3 horas. Ainda nesses órgãos convém 

salientar que a concentração de crotoxina nativa encontrada foi superior a da 

irradiada 

O cérebro e o músculo, órgãos ricos em terminações nervosas apresentaram níveis 

de concentração inferiores aos encontrados em baço e fígado, contudo o tempo de 

retenção das toxinas nesses órgãos também chega a 3 horas. 

A presença de crotoxina irradiada em concentrações semelhantes às encontradas de 

crotoxina nativa mostra que pelo menos em relação à afinidade por receptores 

específicos a crotoxina não foi afetada pela radiação, embora nada possamos inferir 

sobre sua ação tóxica local12»36. 

Dessa forma, podemos evidenciar 04 destinos para a crotoxina inoculada, a saber: 

1- Clareamento pelo rim, por filtração simples, que ocorre principalmente 

com crotoxina irradiada; 

2- Ligação precoce no rim, podendo levar a agressão local com insuficiência 

renal, demonstrada para crotoxina nativa; 

3- Ligação em órgãos ricos em Sistema Fagocítico Mononuclear(SFM), 

provavelmente pelo clareamento de complexos crotoxina-células; 

4- Ligação em órgãos ricos em terminações nervosas. 



VI-CONCLUSÕES 

1- A radiação gama de Cobalto-60, por induzir a produção de radicais livres e 

quebras protéicas, altera bioquimicamente a crotoxina: 

a) modificando o seu espectro de absorção na região de 250 a 300 um, 

b) podendo gerar, em pequena proporção, produtos de pesos moleculares maiores, 

e 

c) diminuindo a proporção de aminoácidos, em particular triptofano e cisteína. 

2- As propriedades antigênicas e imunogênicas da crotoxina estão preservadas após 

a irradiação. 

3- A atividade farmacológica da crotoxina após a irradiação foi alterada, resultando 

em um aumento da DL^Q nos animais testados, da ordem de 15 vezes. 

4- A biodistribuição geral de crotoxina após a irradiação é semelhante à da 

crotoxina nativa, embora existam algumas diferenças qualitativas, observadas na 

distribuição renal e quantitativas, no fígado e baço. 
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