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Serpente Crolalus durissus
tervificus, a cascavel brasileira,
conhecida por promover aciden-
tes de alta letalidade,

Agradecimento: Ao dr. lvin Kiiser pela folo da serpenie
ol terificies foascuve| brusileim )

24  Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento

s serpentes surgiram pela primeira

vez durante o Cretaceo inferior, cer-

ca de 100 a 130 milhdes de anos

atrds, e pertencem a classe Reptilia
(répteis), subclasse Lepdosauria, ordem
Squamata, subordem Serpentes, grupo
Vertebrata (vertebrados).

Os ancestrais das serpentes sio os
lagartos, dos quais elas foram perdendo os
membros ao longo do percurso da evolu-
clo bioldgica.

As serpentes compreendem cerca de
3.200 espécies, das quais quase 50% sao
venenosas. A distribuicio das serpentes
venenosas € vasta; estio ausentes na
Antartida, Chile, algumas ilhas do Caribe,
Madagascar, Nova Zelandia e algumas
ilhas do Pacifico e do Brasil (Trindade,
Fernando de Noronha) (Bruno Soerensen).

Os venenos das serpentes sao usados
tanto para o ataque como para a defesa.
Assim, eles contém componentes que ser-
vem para imobilizar a presa, mas que
também facilitam a digestao. Mais de 90%
do peso seco do veneno sao polipeptideos,
os quais incluem enzimas, toxinas e pe-
quenos peptideos (W.C.Bowman - Snake
Toxins).

Devido a esta alta complexidade dos
venenos, os acidentes por animais
peconhentos constituem problema de sau-
de publica (Soerensen), nos paises em
desenvolvimento, dadas a incidéncia, a
gravidade e as sequelas deixadas nos
acidentados.

No Brasil, das 69 espécies venenosas
existentes, 32 pertencem ao género
Bothrops, representado pelas jararacas, 6
ao género Crotalus (cascavéis), 2 ao géne-
ro Lachesis (surucucus) e 29 ao género
Micrurus (corais), sendo que a maior inci-
déncia de acidentes é atribuida ao género
Bothrops (87,5%), seguida pelos géneros
Crotalus (8,5%), Lachesis (3,2%) e Micrurus

- (0,8%), (Jorge & Ribeiro, 1990), resultando

em um alto indice de acidentes ofidicos,
que ocorrem principalmente na drea rural
e na periferia dos grandes centros (20.000
casos/ano).

O unico tratamento de eficicia com-
provada nos casos de acidentes envolven-
do serpentes é a soroterapia (Barraviera,
1994), que consiste na administracio, em
tempo habil, de anti-soros utilizando-se
via e doses adequadas. (Cupo et al., 1991).

Os anti-soros consistem de uma solu-
¢do rica em anticorpos antiveneno, con-
centrada e ampolada, obtida a partir do

ATENUACAO DA TOXICIDADE DE VENENOS
OFiDICOS POR MEIO DA RADIACAO IONIZANTE

plasma tratado com pepsina, seguido de
purificacio por precipitacio com sulfato
de amoénio (Manual de Vigilancia
Epidemiolégica, IMESP, 1993). Estes
anticorpos sio obtidos a partir de in6culo,
em cavalos, de amostras contra as quais se
deseja uma resposta imune.

Por ocasiao do acidente, o tratamento
consiste da administracio do anti-soro
antiveneno monoespecifico, por via
endovenosa, o que garante maior rapidez
e eficiéncia na neutralizacio das toxinas
circulantes (Cupo etal., 1991; Ribeiro et al.,
1993). O nimero de ampolas a ser admi-
nistrado, em geral, é calculado de acordo
com o quadro clinico desenvolvido, ou
seja, de 10 a 20 ampolas para os casos
leves e moderados e acima de 20 para os
casos severos. Porém, quando a soroterapia
¢é tardia ou a quantidade de anti-soro nio
¢ suficiente para neutralizar todo o veneno
circulante, as lesdes e danos podem se
tornar irreversiveis, podendo resultar em
6bito (Manual de Vigilancia
Epidemioldgica, IMESP, 1993).

Os soros antiofidicos sao produzidos
em animais, geralmente cavalos, utilizan-
do-se o veneno bruto como imundgeno.
O cavalo, pelo seu grande porte, permite a
coleta de grandes volumes de plasma,
ricos em anticorpos antiveneno
(Schvartsman, 1992). Contudo, estes ani-
mais apresentam decaimento de sua resis-
téncia organica que pode resultar em 6bito
(10% dos animais utilizados na producio
de soro morrem durante o processo de
imunizaciao) devido a alta toxicidade do
veneno e também pela utilizacio de
adjuvantes (Ribeiro et al., 1993).

Considerando-se que o rebanho
equino destinado para esta finalidade é
escasso, e que a sua manutencio € onero-
sa, qualquer perda é econdémica e clinica-
mente significativa. Uma outra alternativa
que se tem estudado é o emprego de
ovinos na producio de soros, que tém
apresentado uma melhor resposta
imunolégica quando comparados com os
equinos (Sjostrom et al., 1994).

Deve-se ressaltar também que, no
caso da imunizacio com veneno de ser-
pentes do género Bothrops, ocorre lesio
no local do inéculo, debilitando o animal.
Tal efeito, entretanto, nao é observado
quando o animal é imunizado com o
veneno submetido 2 radiacio gama.

Fonte de Cobalto-60, Gammacell 220
(Atomic Energy of Canada Ltd.), onde é



feita a irradiacao do veneno.

Assim, estamos testando um novo
esquema de imunizacdo, em carneiros, e
que envolve toxinas irradiadas. Com isto,
poderemos diminuir o sofrimento do ani-
mal, obter uma melhor resposta e ainda
continuar utilizando os carneiros imuniza-
dos para a extracdo da 14, uma vez que o
veneno irradiado nio promove qualquer
dano tecidual no local do inéculo.

Nossos estudos tiveram inicio na dé-
cada de 80, quando a producio de anti-
soros, no Brasil, sofreu uma queda consi-
deravel. Este declinio foi resultado da
suspensao da producao de
imunobiolégicos por laboratérios da rede
privada em 1984. Desde entao, o Estado de
Sao Paulo comprou toda a producio na-
cional e responsabilizou-se pela distribui-
¢ao as secretarias estaduais. As secretarias,
por sua vez, passaram a ser responsaveis
pela distribui¢io em seu municipio e no-
tificacdo dos acidentes ao Ministério da
Saude, e os pacientes passaram a receber
o tratamento gratuitamente, quando aten-
didos nos centros de atendimento
credenciados (Ribeiro et al., 1993).

Contudo, a escassez de anti-soros
para uso veterindrio continua sendo um
grave problema. Os animais de raca, gado
leiteiro, de corte etc. ficam a mercé dos
acidentes, uma vez que, no Brasil, a pro-
ducio de antivenenos ofidicos que é rea-
lizada pelo Instituto Butantan (SP), Funda-
cao Ezequiel Dias (MG) e Instituto Vital
Brazil (R]), sendo distribuido para todo o
pais pelo Ministério da Sadde, destina-se
exclusivamente ao uso humano.

Com isto, tornou-se necessario o de-
senvolvimento de técnicas que melhoras-
sem a producio de anti-soros, no sentido
de diminuir o sofrimento do animal
soroprodutor, assim como maneiras de se
aumentar a producio destes anti-soros
para que seu uso pudesse ser estendido a
todos aqueles sujeitos as picadas de ser-
pentes, inclusive os animais domésticos.

Varios trabalhos tém sido realizados
com toxinas com o intuito de se obter um
produto menos toxico, mas que preserve,
no entanto, suas propriedades
imunogénicas e antigénicas originais, e,
neste sentido, a radiacdo ionizante vem
sendo empregada com muito sucesso.

RADIACAO GAMA

A passagem de uma radiacio eletro-
magnética ou mesmo um féton causa
projecio de um elétron de um dtomo,
resultando na criacio de um par de ions,
positivo e negativo. Esse fendbmeno, cha-
mado ionizacdo, é o principal meio pelo
qual a energia da radiacio ionizante é
transferida para tecidos biologicos, sem,
no entanto, produzir radioatividade. Sabe-
se que a energia absorvida a partir da
radiaciio ionizante (raios gama) pode

inativar material biolégico por dois cami-
nhos: direta ou indiretamente.

O efeito direto ocorre quando o even-
to primario, isto é, a ionizacdo, é produzi-
do na prépria molécula e tem maior pro-
babilidade de ocorrer quando a substan-
cia é irradiada no estado seco. No efeito
indireto, observa-se a reacio entre as
moléculas estudadas e os produtos de
interacao da radiacio com a dgua e outros
solventes. Desta maneira, quando um com-
posto ¢ irradiado em solucio, o efeito
indireto se associa ao direto.
Exemplificando, enzimas puras em solu-
¢des muito diluidas sio inativadas por
uma menor exposicio aos raios gama do
que a necessdria para inativar preparacoes
secas ou contendo outros constituintes.

Assim, a irradiacio de proteinas em
solucio aquosa tem sido utilizada, com
muita freqiiéncia, por proporcionar os
mesmos efeitos da irradiacio a seco, com
o uso de doses menores de radiacdo.
Nestas condi¢des, o efeito indireto é pre-
dominante, tornando as espécies reativas
da 4gua particularmente importantes.

A irradiacdo da dgua pura ou de
solucdes muito diluidas gera espécies
moleculares e radicais livres conforme as
seguintes equacoes:

HO O EHG =
Hi@ s GFLEA HAOx + O
e oags O eaq

A reatividade das espécies radical
hidroxila (OH.) e elétron aquoso (e-aq)
formadas ¢ tio grande que, entre 10 -14 e
10-12 segundos, poderio colidir, forman-
do espécies reativas secundarias.

O radical hidroxila é destacado como
importante promotor dos danos as
macromoléculas. Este reage com protei-
nas, principalmente pela abstracio dos
hidrogénios do carbono alfa e de grupos
sulfidrilas, além de reagir com anéis aro-
mdticos do triptofano, tirosina e
fenilalanina, formando radicais altamente
reativos.

Os elétrons hidratados reagem com
os hidrogénios dos aminodcidos aromati-
cos da mesma maneira que os radicais
hidroxila, além de promover a desaminacio
de aminodcidos como alanina, arginina,
glicina, histidina, cisteina, cistina e aroma-
ticos.

As lesdes primdrias, produzidas pela
absorcdo de energia da radiacao, embora
distribuidas ao acaso através de toda a
molécula protéica, podem estabilizar-se
em sitios favoraveis por transferéncia de
energia intramolecular e rearranjo.

As reacOes iniciadas pelas espécies
reativas (OH. e e-aq) podem induzir mu-
dancas na estrutura primaria pela destrui-
¢lo de aminodcidos especificos e quebra
de cadeias polipeptidicas; estruturas se-

cunddria e tercidria, pela desestabilizacio
de pontes de hidrogénio e sulfidrila, agre-
gacio e desdobramento da molécula; e
quaternaria, pela dissociacio de
subunidades. Estas mudancas estruturais
podem levar a modificacdes nas proprie-
dades toxicas, enzimaticas e imunolégicas
com consequente perda de atividade bio-
logica das proteinas (Butler et al., 1987).

Os radicais livres, dentre os produtos
oriundos do processo de absorcio de
energia, tém importincia particular. Um
radical livre é um dtomo ou uma molécula
com um dunico elétron do orbital
desemparelhado, tem vida curta e alta
probabilidade de reagir com outro atomo,
quer combinando seu elétron
desemparelhado com um elétron de outro
atomo, quer pela liberacio de um elétron
desemparelhado a outro dtomo.

Cada uma destas interacdes podem
gerar fons adicionais ou radicais livres, e a
maioria dos danos da radiacao as molécu-
las organicas estd associada com tais ca-
deias de interacoes de radicais livres se-
cunddrios (Butler et al., 1987) Estes radi-
cais livres, extremamente danosos as
macromoléculas, podem entretanto ser
capturados por substincias denominadas
scavengers, que conseguem sequestra-los
do meio onde se encontram, protegendo
assim as macromoléculas.

Dentre as espécies reativas produzi-
das durante a irradiacdo, o radical hidroxila
e o elétron hidratado tém maior importan-
cia por possuirem alto rendimento quando
se utiliza a radiacio gama de 60Co.

O efeito final da irradiacio de prote-
inas € diferente quantitativa e qualitativa-
mente, de acordo com as condicdes de
irradiacio empregadas. Assim, ao se sub-
meter uma amostra aos efeitos da radiacao
gama, alguns parimetros devem ser anali-
sados:

condicoes fisicas: fonte, dose, taxa
de dose, temperatura, amostras liquidas
ou cristalizadas. condicdes quimicas: tipo
de solvente, concentracio da amostra,
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presenca de gases e presenca de
radiomodificadores. caracteristicas biol6-
gicas: toxicidade, antigenicidade e conteud-
do enzimatico.

Alexander & Hamilton, 1960, mostra-
ram que a irradiaciio de proteinas promove
danos na cadeia lateral dos aminoacidos,
aparecimento de novos grupos, quebras de
ligacoes peptidicas e formacio de ligacoes
inter e intramoleculares.

Considerando-se que os venenos siao
ricos em proteinas, vislumbrou-se a possi-
bilidade de submeté-los aos efeitos da
radiacio ionizante, na tentativa de sanar
um dos nossos problemas de saade publi-
ca que é o acidente ofidico.

Camundongo inoculado com venenode
jararaca irradiado. NGo hi qualquer in-
dicio de hemorragia, a qual € perfeita-
mente visualizada quando o animal re-
eebe veneno nio-irradiado.

Assim, para aumentar a vida atil dos
animais utilizados na soroproducio e me-
lhorar a producio de antivenenos para
tornar o tratamento hoje apenas disponivel
para uso humano acessivel também aos
animais domésticos, tém sido feitos estu-
dos envolvendo a irradiacio de venenos
com o objetivo de destoxici-los.

A Supervisio de Radiobiologia do
IPEN vem, desde o inicio da década de 80,
~estudand doi incipais géneros en-
' ~ Sangria de camundongo imunizado
com veneno irradiado, para pesquisa

volvidos nos acidentes ofidicos: o género
Bothrops, devido a sua alta incidéncia, e o
género Crotalus, devido a sua alta letalidade.

Murata et al., 1990, irradiando o vene-
no da Crotalus durissus terrificus, a casca-
vel brasileira, com diversas doses de radi-
acllo, mostrou que a dose de 2.000Gy era
a adequada no sentido de combinar dimi-
nuicdo de toxicidade com manutencio
das propriedades imunolégicas, quando
testadas em camundongos, coelhos e ca-
valos.

Ainda nesta linha de pesquisa,
Guarnieri, em 1992, usou os raios gama
para destoxicar o veneno de B.jararaca, e,
a semelhanca do que foi encontrado para

Camundongo que receben indeulo
com veneno niio-irradiado (nativo).
Observa-se nitidamente o local do
indculo (foco hemorrigico).

cascavel, a dose de 2.000Gy foi a ideal
para destoxicar este veneno com manu-
tencdo de suas propriedades imunoldogicas,
conforme mostraram os experimentos
bioquimicos, biolégicos e imunolégicos.

Recentemente, Nascimento et al., es-
tudando a crotoxina, principal toxina do
veneno de cascavel, tanto pela prevaléncia
quanto pela toxicidade, mostrou que a
irradiacao desta toxina isolada resultou na
formacio de agregados de alto peso
molecular, assim como produtos de baixo
peso molecular em funcio das quebras
promovidas pela radiacio.

Ap06s estudos especificos sobre estes
agregados, comprovou-se que eles sio os
responsaveis pela diminuicio da toxicidade
da crotoxina, que apés a irradiacio se
mostrou duas vezes menos téxica que a
toxina nao-irradiada (nativa). Além do
mais, por apresentarem alto peso
molecular, estes agregados tém sido utili-
zados para imunizacio de animais, sem,
entretanto, acrescentar-se qualquer
adjuvante a mistura a ser inoculada. Isto é
uma grande vantagem, pois sabe-se que
os adjuvantes até hoje utilizados sdo alta-
mente toxicos aos animais (Bennett et al.,
1992).

Estes produtos de alto peso molecular,
quando isolados por métodos bioquimicos,
se mostraram totalmente atoxicos, e o que
é melhor, capazes de induzir formacio de

anticorpos quando injetados em animais.
Cabe ressaltar, ainda, que os anticorpos
formados contra estes agregados sio ca-
pazes de neutralizar tanto os efeitos da
crotoxina isolada quanto aqueles promo-
vidos pelo veneno total de cascavel.
Estes achados apontam a radiacdo
ionizante como uma excelente ferramenta
a ser empregada na destoxicac¢io de vene-
nos, por ser uma metodologia capaz de
modificar um componente sem acrescen-
tar qualquer substincia a0 mesmo, como
ocorre com a maijoria das metodologias
que vém sendo empregadas com o intuito
de atenuar a toxicidade de venenos, como,
por exemplo, adicio de glutaraldeido,

Fobenes arvgquive docnfor.

Camundongo inoculado com crotami-
na (componente do veneno de casca-
vel), gque promove paralisia flicida
muscular no trem posterior, Este efei-
to € totalmente inibido se a erotamina
€ irradiada.

inibidores de centro ativo etc.

Por outro lado, a radiacao ionizante
ainda apresenta uma outra vantagem que
¢é a possibilidade de ter seus efeitos modu-
lados através da utilizacio de scavengers,
conforme mostrado por Andriani em 1995.
Estes produtos, conforme descritos anteri-
ormente, tém a capacidade de interagir
com as espécies reativas formadas durante
o processo de irradiacio, impedindo-as
de reagir com a amostra que estd sendo
irradiada.

Exemplificando, de acordo com os
achados da autora supracitada, a espécie
reativa elétron aquoso nao alterou a ativi-
dade enzimatica da toxina estudada
(crotoxina), porém causou modificacoes
estruturais na proteina irradiada; enquanto
que o radical hidroxila alterou a atividade
enzimdtica, mantendo, entretanto, a estru-
tura protéica intacta. Nenhuma das espéci-
es reativas, neste experimento, estavam
envolvidas com a atividade toxica do ve-
neno.

Estas informacoes reforcam a possi-
bilidade de um controle dirigido do efeito
da radiacio, por meio do uso de scavengers
e estimulam ainda mais o uso da radiacao
ionizante para destoxicar venenos que,
uma vez desprovidos de toxicidade, pode-
riam inclusive ser usados em um esquema
de vacina¢io dos animais expostos aos
riscos de acidentes ofidicos.

A biomédica Nanci do Nascimento inoculando um camundongo com veneno de
cascave’irradiado, para testar a atividade toxica do veneno.



