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SUMARTO

A crotoxina € uma potente neurotoxina encontrada no veneno de Cro-
talus durissus terrificus. Tal protefna foi isolada utilizando cromato-
grafia por exclug@o molecular em gel Sephadex G-75 e irradiada em uma '
fonte GAMMACELL ““Co na concentragdo de 2 mg/ml NaCl 0,85 % sob taxa de
dose de 1,19 x 10° Gy/hr em doses de 250, 500, 1000 e 2000 Gy para as '
respectivas alfquotas. Partindo destas, determinou-se o conteddo protei
o, a reagao de imunodifusdo em agar frente ao soro anti-crotdlico e *
ainda eletroforese em placa (SDS—PAGE). Os dados mostraram alteragoes *
significativas na toxina irradiada. Resultados preliminares com dose de
radiagao de 100, 250, 500 e 1000 Gy mostraram que a dose letal 50 % em’
camundongos aumenta significativamente com o aumento da dose de radia-'
gao.

ABSTRACT

The crotoxin is a great neurotoxin found on Crotalus durissus ter-
rificus venom. This protein was isolated using molecular exc%gsion cro-
matography with Sephadex G-75 and irradiated in a source of ““Co GAMMA-
CELL in the concentration of 2 mg/ml 0.85 % NaCl with dose rate of !
1.19 x 100 Gy/hr. The doses used were 250, 500, 1000 and 2000 Gy. It °*
was determinated for this samples, the proteic concentration, the diffu
sion immunoassay using crotalic antiserum and eletrophoresis ( SDS-PAGET.
The results showed some changes on the irradiated toxin. Preliminary !
results with doses of radiation of 100, 250, 500 and 1000 Gy showed that
the letal dose 50 % (LD50) in mice increase greatly with the increase °
of radiation's dose.
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INTRODUGAO

A crotoxina, constituinte proteico da pegonha de Crotalus durissus terri-

ficus, apresenta-se como ume potente neurotoxina, que aliada a outras fragoes'
téxicas, torna a pegonha deste offdic altamente poderosa (1).

A crotoxina foi primeiramente isolada e cristalizada por Slotta,C.H. e '
Fraenkel-Conrat,H. (18), em 1938. Os resultados de andlise amino-terminal exe-
cutados por Fraenkel-Conrat,H. e Singer,B. mostré,ram a presenga de duas sub-u-
nidades distintas na crotoxina (h); Utilizando cromatografia de troca i’énica_.,'
Rubsamen,K. et alli’ (17) e Hendon,R.A. e Fraenkel-Conrat,H. (8), separarem a '
crotoxina em duas protefnas diferentes. Uma sub-unidade bésica que continha a-
tividade de fosfolipase A e ums sub-unidade dcida nomeada de crotapotin.

Quando olhadas isoladaxﬁente, a crotapotin apresenta-se atdxica e a fosfo-
lipase A carrega uma alta e.indireta atividade hemol{tica (8). .

A interagao das duas sub-unidades por ligagao nao covalente e reversivel,
provoca o aparecimento de uma téxicidade 10 vezes maior quando ccomparada com a
fosfolipase A isolada (13). Essa associagao tambem evidencia um poss:{vel masca
ramento da atividade enzimitica da fosfolipase A pela crotapotin, promovendo '
uma maior especificidade ao complexo, levando-o ao alvo neuronal (9, 10).

E oportuno colocar que alguns trabalhos sugerem possivéis alteragoes es-'
truturais do complexo-crotoxina quando da associagao das sub-unidades, prova-'
velmente favorecendo seu comportamento bioldgico (6, 16). ’

Por outro lado, as radiagoes ionizantes possuem a capacidade de alterar,'
dependendo da dose e condigoes de irradiagao, significativamente ou até drasti
camente o comportamento bioldgico, imunog@nico e antig@nico de uma toxina.

As condigoes de irradiagao tomam relevante importancia nos danos provoca-
dos pela radiag@o na macromolécula proteica. Sao nomeados de efeitos diretos '
da radiagdo, quando a molécula bioldgica € irradiada a seco, prevalecendo as-'
sim o depésito de energia diretamente na molécula. Deve-se ressaltar que ume '
molécula proteica possui um certo grau de hidratagao , evidenciando possivel !
radidlise da 4gua. Por sua vez, os efeitos indiretos da radiagao ocorrem quan-
do & molécula & irradiada em solugao aquosa (5).

Nos efeitos indiretos da radiagao, a radiagao ionizante provoca a forma-'
Gao dos produtos primdrios da radidlise da dgua, como por exemplo, OH', HO, ,
H°, e aq. e outros. Esses produtos formados pela radidlise da dgua atacarao de
terminados grupos da protefna, provocando danos (2, 5). Dentre outros exemplos
tipicos, citamos algumas reagoes danosas ocorridas com a molécula proteica na'
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presenge de radicais livres formados: o radical hidroxila (0H") possui a capa~
cidade de reagir com o dtomo de hidroggnio ligado ao carbono-alfa de um certo’
resfduo, abstraindo-o; ou entao, reagir com grupos SH livres de resfduos de '
cistef{nas, abstraindo o &tomo de hidrogénio e consequentemente, pramover a for
magao de radicais RS®, podendo esses ainda rearranjar-se (2). 0 radical H' po-
de tambem reagir com o dtomo de hidrogeénio do carbono-alfa, abstraindo-o (2).

A irrediagio também contribui para e formagéo de ligagdes covalentes in-'
termoleculares, promovendo o aparecimento de dfmeros, trimeros e outros, favo-
recendo até o aparecimento de um precipitado em solugao. A formagao de agrega~
dos pode possivelmente contribuir para a pérda da atividade bioldgica da molé~
culs, pelo mascaramento de sitios de agdio (2). )

Aqui, a preocupaq’é.o reside no estudo dos efeitos provocados pela ra.dia.q'éo
gama, ~ Co na crotoxina, tentando visualizar modificagoes estruturais, comporta
mento bioldgico e ainda antigénico da toxina irradiada em solugdo aquosa, em '

comparagao com a toxina nativa.

MATERTAL E METODOS

I= Obtengdo e purificagao da crotoxina
Cerca de 300 mg de veneno total de C. d. terrificus foi submetido a uma, v

cromatografia de exclusio molecular em coluna de 80 cm. x 2,5 cm. de diametro*
e empacotada com gel Sephadex G-T5 em 4cido acético 0,1 M.

A crotoxina isolada, foi submetida a uma recromatografia nos mesmos mol—
des. :
' II - Preparagao e irradiagao da crotoxina -

Fez~se uma soluqa.o na concentragao de 2 mg de crotoxina/ml NaCl 0,85 %. A
seguir, adicionou-se algumas gotas de HC1 0,1 M com ‘o intuito de diminuir o pH
da solugao, resultande numa maior solubilidade da crotoxina. Apbs tal fato, '
aliquotou-se a amostra em 5 tubos (aproximadamente 1,5 ml/tubo), dos quais qua
tro foram submetidos a :era.dlaqa.o em uma fonte GAMMACELL — Co sob taxa de dose
de 1,19 x 1.05 Gy/hr em doses de radiagao de 250, 500, 1000 e 2000 Gy; mantendo
uma alfquota como amostra nativa da toxina.

III - Determinagio do conteddo proteico

Utilizando o método de Lowry,0.H. (11) modificado por Miller,G.L. (12),
dosou-se o conteddo proteico de cada amostra. A sorcalbumina “povina foi usado! -
como pad.rs.o de - dosagen.

As absorvancias das amostras e padroes foram lidas em comprimento de onda



de 650 Tm em um espectrofotOometro Carl Zeiss PMQ II.

As concentragoes finais das amostras, assim como as concentragoes relati-
vas encontram-se na tabela 1.

IV - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 15 % em placa, na
presenga de dodecil sulfato de sédio e B-mercaptoetanol como denaturantes pro-
teicos, com as amostras irradiadas e nativa de crotoxina e ainda veneno total'
nativo de C. d. terrificus.

As concentragOes das amostras aplicadas foram de 150 ug/ml NaCl 0,85 %, '
aferidas pelo método de Lowry,0.H. modificado por Miller,G.L.

A placa foi corada com o auxflio do corante coomassie brilliant blue R250
e fotografada, a qual encontra-se na figura 1.

V - Reagao de imunodifusio em agar—agar

Baseando-se no método de Ouchterlony,O. (14), executou-se a reagao de imu
nodifusao em agar-agar das amostras irradiadas e nao irradiada de crotoxina, '
frente ao soro anti-crotdlico gentilmente cedido pelo Instituto Butantan.

0 procedimento do método implicou na adig¢Zo de 50 ml de tampao fosfato !
0,1 M pH 7,0 a 1 grama de agar-agar, solivel sob aquecimento em banho-maria.
Apés, distribuiu-se 4 ml ao longo de uma lamina de microscopia e aplicou-se o'
soro anti-crotdlico e as amostras.

As laminas foram conservadas em camara Umida por um tempo de difusdo de '
2k horas, lavadas e coradas com negro de amido O,4 %.

A figura 2 nos mostra as linhas de precipitag’éo resultentes da identidade
ant{geno-anticorpo na reagao de imunodifusao.

VI - Determinagao da dose letal 50 % (DL50)

Com o intuito de observarmos a toxicidade das amostras irradiadas e nati-
va de crotoxina, realizou-se a determinagao da dose letal intra-peritoneal pa-
ra 50 por cento de uma populagao de camundongos albinos fgmea.s, com inocula.qg.o
de 0,2 ml/animal, da respectiva diluigzo.

As amostras foram para isso, irradiadas sob uma taxa de dose de 1,25 xlO}
Gy/ hr em doses de radia.q'éo de 100, 250, 500 e 1000 Gy.

As mortes e sobrevidas foram anotadas 24 horas apds a inoculegao das amos
tras, e os cdlculos para a determinagao da DL50 obedeceram o método de Reed,L.

J. e Muench,H. (15), os quais encontramse na tabela 2.
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RESULTADOS

Apds separagao cromatogrifica da crotoxina frente as outras fragoes do ve
neno de Crotalus durissus terrificus, realizou-se algumas deteminaqSes bioqui

micas e comportamento bioldgico das amostras de crotoxina irradiadas e nativa,

as quais dispoem—se a seguir:

Tebela 1 - Determinagao do conteddo proteico

Amostra de Concentragao Concentragao
crotoxina (ug/m1) relativa (%)
Cx nativa 2653 100

Cx 250 Gy 2633 99,2

Cx 500 Gy 2683 101,1

Cx 1000 Gy 2613 98,5

Cx 2000 Gy 2243 8,5

Figure 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

(1) crotoxina irradiada com 2000 Gy; (2) crotoxina irradiada com 1000 Gy;
(3) crotoxina irradiada com 500 Gy; (%) crotoxina irradiada com 250 Gy;
(5) crotoxina nativa; (6) veneno total nativo de C. d. terrificus
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Figura 2 - Reagao de imunodifusio em agar-agar

(1) soro anti-crot{lico; (2) veneno total nmativo de C. d. terrificus;
(3) crotoxina nativa; () crotoxina irradiada com 250 Gy; (5) crotoxi
na irradiada com 500 Gy; (6) crotoxina irradiada com 1000 Gy; (7) cxo
toxins irradieda com 2000 Gy. '

Tebela 2 - Determinagio da dose letal 50 $ (DI50)

% mortalidade
Diluigao cx cx cx cx  Cx
(ug/xg) nativa 100 Gy 250 Gy 500 Gy 1000 Gy
1000 100 100 00 100 - 100
500 87,5 100 100 75 0
250 66,6 5} 100 [¢] 0
125 16,6 0 ] 0 0
6,5 0 0 0 0 o
31,25 0 0 0 0
DIS0 =
(ag/%a) 198 198 177 397 709
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A crotoxina obtida cromatograficamente por gel filtragao em Sephadex G-75, .
foi irradiada em vdrias doses de radiagao gama  Co.

A determinagao do conteddo proteico superesti;nou as dosagens de crotoxina
(2653 ug/ml NeCl 0,85 $ para a amostre nativa). Similar fato pode ser vivencia
do pelos achados de Darke,P.L. et alli (3), que trabalhando com fosfolipase A2

‘oriunda de veneno de Naja naja naja, propoem que o valor da concentragao desta

protefna seja multiplicado por um fator de corregao de 0,66, para emtao obter’
o valor correto. Este fator de corregao deve ser levado em consideragao quando
utiliza-se o mftodo de Lowry,0.H. e a soroalbumina bovina como padrac de dosa-
gen. Trabalhando com o mesmo veneno, Hazlett,T.L. et alli (7) usaram o fator *
de corregao proposto, tanto para a determinagdo do contelido de fosfolipase A2
como para o veneno total, embora destacando a nao acurdcia do fator de corre-’
gao para este Yltimo.

A superestimativa da crotoxina visualizada na tabeLa. 1 nao foi corrigida'
por mdo termos um fator espec{fico calculado e a andlise ter uma caracter{sti-
ca relativa entre as amostras irradiadas e a amostra nativa. Quanto a esse té-
pico, podemos ressaltar que a concentragao relativa da amostra irradiada com '
dose de 2000 Gy acusou 84,5 % em relagao a nativa, sugerindo a ocorrencia de !
precipitado. Tal fato nao foi visualizado nas doses de radiagao inferiores a '
2000 Gy, onde as concentragoes mantiveramse constantes.

A SDS-PAGE em placa revelou dados inerentes ao peso molecular das amos— '

tras irradiadas e nao irradiada de crotoxina, bem como o veneno total nativo *

de C. d. terrificus. Podemos cbservar no veneno total o aparecimento de uma *
bande cuja medida relativa de migragao € pouco menor que a da crotoxina, e ain
da de concentragao muito pequena. Nota—~se também uma bands de medide relativa'
de migragao também menor em relagio a da crotoxina, porém de peso molecular *
elevado. Uma outra banda bem visualizada, acusando medida relativa de migragao
maior, indica provavelmente a presenga de crotamina no veneno total.

Em uma comparagao da amostra nativa de crotoxina com aquelas irradiadas,’
podemos cbservar a ocorrencia de um "arrasto” que aumenta com o aumento da do-
se de radiag3o e ainda "regides de preferencia" desses possiveis rearranjos po
dem ser fracamente notadas, aumentando também de intensidade com o aumento da'
dose. Essas visualiqub'es ocorrem em maior grau nas regides de pesos molecula-
res malores ao da crotoxina, sugerindo possivelmente a formagao de rearranjos’
proteicos, podendb provavelmente indicar polfmeros de crotoxina formados pela’
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agao da radiagao.

A reaqao de imunodifusao em agar—agar mostrou que a antigenicidade da cro
toxina manteve-se aparentemente {ntegra até a dose de radiaqio de 1000 Gy, en—
quanto que a dose de 2000 Gy deve provavelmente provocar algum comprometimento
dos determinantes antig@nicos da toxina, prejudicando sobremaneira a identida~
de, levando ao aparecimento de uma linha difusa, o que nao acontece cam a amos
tra nativa e aquelas irradiadas até a dose de radiagao de 1000 Gy.

E oportuno salientar que na reagac de imunodifusao em agar—agar, surgiu !
uma segunda linha de precipitaqio, indicando possivelmente um contaminante pro
teico extremamente imunoggnico e antiggnico, o qual nao foi separado cromato-'
graficamente da crotoxina.

A dose letal 50 % (DL50) foi preliminarmente localizada para a amostra na
tiva de crotoxina e aquelas irradiadas. Notou-se a atenuagao da toxicidade da'
ordem de 2 vezes para a amostra de crotoxina irradiada com 500 Gy e ainda 3,5
vezes para aquela irradiada com dose de 1000 Gy. As amostras irradiadas com do
ses de radiaQEo de 100 Gy e 250 Gy apresentaram—se igualmente téxicas, quando'
comparades com a toxina nativa (DL50 ip. 198 ug/Kg de animal). Este fato nos '
faz sugerir que a "regiao neurotéxica" da protefna estd sendo alterada estrutu

ralmente pela radiagao.
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