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ESTUDOS BIOQUIMICO E FARMACOLOGICO DAS CROTAMINAS NATIVA E

IRRADIADA COM RADIACAO GAMA DE *’co.

Malvina Boni Mitake

RESUMO

A radiagdo ionizante pode alterar a estrutura molecular e afetar as propriedades bioldgicas das
moléculas. Este fato tem sido usado para atenuar toxinas animais. A crotamina é um
polipeptideo fortemente basico, constituida por 42 residuos de aminoacidos, encontrada no
veneno de cascavel sul-americana. Ela induz espasmos no musculo esquelético levando a
paralisia espastica das patas posteriores de camundongos. Os objetivos desta tese foram a
realiza¢do de estudos bioquimico e farmacologico da crotamina nativa e irradiada com *“’Co. A
crotamina foi purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus por meio de exclusdo
molecular em Sephadex G-100 seguida por cromatografia de troca idnica, usando um sistema
FPLC. Ela foi irradiada na concentragdo de 2 mg/ml em NaCl 0,15 M com 2,0 kGy de
radiagio gama de ®°Co. As crotaminas nativa e irradiada foram avaliadas para caracteriza¢io
bioquimica, atividade toxica (DLso) e biodistribuigdo. As crotaminas foram marcadas com
29,6 MBq de '*°I usando o método da cloramina T, e separadas em uma coluna Sephadex G-
50. Camundongos machos SWISS (35 + 5 g), foram injetados i.p. com 0,1 mL (2,4x10°
cpm/animal) de crotamina nativa '*’I ou com 0,4 mL (1,3x10° cpm/animal) de crotamina
irradiada L. Apos 0,08; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12 e 24 horas os animais foram mortos por
inalagdo com éter e o sangue, bago, figado, rins, cérebro, pulmdes, cora¢dio e musculo
esquelético foram retirados para a determinagdo da radioatividade. Os resultados mostraram
que a radiagdo ndo alterou o contetdo protéico, o perfil eletroforético ou a estrutura primaria
da crotamina. No entanto, houve diferengas nos espectros de UV, dicroismo circular e de
massa. A radiagdo gama diminuiu a toxicidade da crotamina, mas ndo aboliu atividade
biologica. Os estudos de biodistribui¢do mostraram que as crotaminas nativa e irradiada foram
rapidamente absorvidas. Os resultados de biodistribuigdo indicaram que elas tém metabolismo
hepatico e eliminagdo renal. As crotaminas nativa e irradiada apresentaram afinidade por

musculo esquelético e n3o atravessaram a barreira hematoencefalica.
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BIOCHEMICAL AND PHARMACOLOGICAL STUDIES OF NATIVE AND IRRADIATED

CROTAMINE WITH GAMMA RADIATION OF *°Co.

Malvina Boni Mitake

ABSTRACT

Ionizing radiation can change the molecular structure and affect the biological properties of
biomolecules. This has been employed to attenuate animal toxins. Crotamine is a strongly
basic polypeptide from the South American rattlesnake venom, composed of 42 amino acid
residues. It induces skeletal muscle spasms leading to a spastic paralysis of hind limbs in mice.
The objective of this thesis was to carry out biochemical and pharmacological studies of native
and irradiated crotamine with ®*Co. Crotamine was purified from Crotalus durissus terrificus
venom by Sephadex G-100 gel filtration followed by ion exchange chromatography, using a
Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC) system. It was irradiated at 2 mg/ml in 0.15
M NaCl with 2.0 kGy gamma radiation emitted by a ®*Co source. The native and irradiated
crotamine were evaluated by biochemical characterization, toxic activity (LDsg) and
biodistribution. The native and irradiated crotamine were labelled with 29.6 MBq of '**I using
chloramine T method, and separated in a Sephadex G-50 column. Male Swiss mice (35 £ 5 g),

1251 native crotamine or with 0.4 mL

were injected i.p. with 0.1 mL (2.4x10° cpm/mouse) of
(1.3x10° cpm/mouse) of 1251 irradiated crotamine. At 0.08; 0.25;05;1;2;4; 8,12 and 24
hours the animals were killed by ether inhalation. Blood, spleen, liver, kidneys, brain, lungs,
heart, and skeletal muscle were collected in order to determine radioactivity content. The
resuits showed that gamma radiation did not change the protein concentration, the
electroforetic profile or the primary structure of the protein, although differences were shown
by spectroscopic techniques. The gamma radiation diminished the toxicity of crotamine, but it
did not abolish bioactivity. Biodistribution studies showed that native and irradiated crotamine
have hepatic metabolism and renal elimination. The native and irradiated crotamine have

affinity by skeletal muscle and they did not pass the blood - brain barrier.



Aminoacido

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido glutdmico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina

Serina

Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

ABREVIACOES DOS AMINOACIDOS

Abreviacao de 3 letras

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val

Abreviacio de 1 letra
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INTRODUCAO

O estudo farmacoldégico dos venenos animais e de suas toxinas € da mais alta
importdncia sob multiplos aspectos. Somente através dele é possivel adquirir conhecimento
adequado da fisiopatologia dos envenenamentos e instituir medidas racionais e eficientes em
seu tratamento. Além disso, tem revelado substincias que vem contribuindo, de modo
decisivo, para o esclarecimento de varios fenomenos fisiologicos e fisiopatologicos. Na
realidade, certas toxinas sdo instrumentos de pesquisa indispensaveis para fisiologistas,
farmacologistas e patologistas. O estudo farmacologico dos venenos animais tem ainda
mostrado algumas substancias promissoras em terapéutica, sendo possivel que, no futuro, sua
contribuigdo neste setor torne-se mais extensa e importante. Finalmente, o conhecimento da
estrutura quimica e das agdes farmacologicas das toxinas podem contribuir para esclarecer
reagOes taxondmicas entre animais venenosos (Myers & Daly, 1976).

Os venenos animais, de uma maneira geral, sio maus imunogenos e apresentam alta
toxicidade (Tocker et al., 1990), ocasionando sérios problemas para quem entra em contato
com estas toxinas.

As toxinas obtidas a partir de venenos de serpentes mostram-se diferentes de outras
toxinas de origem animal, devido a sua complexidade bioquimica, e permanecem como um
grande desafio para os cientistas do mundo todo (Iyanimura, 1991). Muitos conhecimentos
sobre estas toxinas foram originados das extensivas pesquisas nas areas biologica, quimica e
farmacologica dos varios constituintes dos venenos de serpentes, embora alguns destes
constituintes ainda caregam de melhor caracterizagdo cientifica. Ha cerca de 3000 espécies de
serpentes no mundo e, dentre estas, somente 300 espécies sdo consideradas como venenosas
(Cansdale, 1981; Jurecki, 1987). Sabendo-se que o conteudo e a composi¢do dos venenos de
serpentes variam de espécie para espécie, pode-se inferir a extensdo dos estudos que ainda
devem ser realizados para que os conhecimentos cientificos sobre os mesmos permitam a sua
utilizagdo como ferramenta de pesquisa e/ou com fins terapéuticos.

Varios especialistas estimam que anualmente ocorram cerca de 500000 picadas de
serpentes venenosas no mundo e as mortes anuais resultantes sio calculadas aproximadamente

em 25000, ocorrendo mais freqiientemente entre criangas. Nas duas ualtimas décadas, a
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bioquimica dos venenos tornou-se cada vez mais sofisticada. Atualmente comega-se a
entender como uma quantidade minuscula de veneno causa rapidamente muitos danos
podendo inclusive, matar um homem em minutos (Anderson, 1994).

As picadas de serpentes representam um sério problema médico, principalmente em
paises subtropicais, onde ainda causam altas taxas de mortalidade e morbidade. A cascavel
sul-americana subordina-se ao género Crofalus e a espécie durissus, sendo atualmente
reconhecidas varias subespécies na Ameérica do Sul dentre elas a Crotalus durissus terrificus
(Vital Brazil, 1972). Ela tem sido responsavel por 10% dos acidentes ofidicos no Brasil e, por
apresentar alta toxicidade, acarreta um problema médico relevante para o pais (Jorge &
Ribeiro, 1992).

O veneno de cascavel vem sendo estudado desde longa data. Vital Brazil (1914), um
dos pioneiros no estudo dos seus efeitos, ja chamava a atengdo para a sua eletividade pelo
sistema nervoso. Este veneno encerra varios componentes farmacologicamente ativos, como:
crotoxina, crotamina, convulxina, giroxina e delta-toxina (Vital Brazil, 1972). A crotoxina € o
componente protéico prevalecente e responsavel pela elevada toxicidade do veneno e varias de
suas atividades ja estdo bem demonstradas. Esta toxina apresenta atividades toxicas
paralisantes, hemoliticas indiretas in vitro (Vital Brazil et al., 1966a) e mioliticas (Azevedo-
Marques et al., 1987). A crotoxina pode causar morte por paralisia respiratoria (Vital Brazil et
al., 1983), no entanto, a maior parte dos dbitos ocorre devido a insuficiéncia renal aguda (Vital
Brazil, 1980).

Sabe-se que as neurotoxinas interagem com o tecido nervoso e tém sido utilizadas
como ferramenta farmacologica para estudos em neurociéncias (Mc Geer et al., 1986). Efeitos
bloqueadores da crotoxina sobre a jun¢do neuromuscular tém sido extensivamente estudados e
0 mecanismo de agdo molecular proposto envolve tanto atividades pré (Vital-Brazil, 1966b,
Gallacci, et al., 1998) como pos-sinaptica (Bell & Biltonen, 1989).

Por sua vez, os estudos sobre as atividades cerebrais da crotoxina tém mostrado que,
administragdo deste composto diretamente no hipocampo de ratos, induz efeitos neurotdxicos,
como alteragdes neuropatologicas e padrdes eletrograficos caracteristicos de atividade
epiléptica, os quais estio intimamente relacionados com os efeitos comportamentais

observados ( Moreira et al., 1992a).



A literatura descreve a presenca de sitios ligantes especificos de alta afinidade para a
crotoxina no cérebro (Degn et al, 1991), o que leva a pressupor a existéncia de efeito
farmacologico deste composto no sistema nervoso central. Estudos de biodistribuigio
mostraram que a crotoxina marcada com "'l nfio atravessou a barreira hematoencefalica
(Lomba, 1969). No entanto, Nascimento et al. (1998) mostraram que a crotoxina administrada
intraperitonealmente foi detectada no cérebro. De fato, Moreira et al. (2000) mostraram que a
crotoxina foi ansiogénica e o sistema GABA-benzodiazepinico estava envolvido neste efeito.

O tratamento eficaz nos acidentes ofidicos € a soroterapia, a inje¢do de quantidades
empiricas de anticorpos, a partir da qual uma certa porcentagem €é direcionada contra
componentes do veneno. Embora a soroterapia tenha provado sua eficicia em reduzir a
mortalidade e a morbidade de picadas de serpentes, ela também é responsavel pelas rea¢des
alérgicas agudas e tardias, incidéncia que depende, principalmente, da quantidade de
anticorpos heterélogos injetada e da pureza do antiveneno (Riviére et al., 1997). Torna-se
importante a busca de tratamentos mais eficazes. Contudo, entre as varias dificuldades para a
proposi¢io de terapias alternativas, encontram-se as relacionadas ao pouco conhecimento da:
caracteristicas biologicas dos demais componentes do veneno crotalico, uma vez que a maio:
das pesquisas foram realizadas com a crotoxina. Além disso, seria importante um estudo de
biodistribui¢do dos principais componentes farmacologicamente ativos do veneno, para
otimizar a terapia do envenenamento.

Frente ao acima exposto, decidiu-se na presente pesquisa, estudar a crotamina.

A crotamina é uma toxina polipeptidica, fortemente basica (pI=10,3), peso molecular
4870 daltons, composta por 42 residuos de aminoacidos, sem grupos sulfidrilas livres (Laure,
1975), firmemente reticulados por trés pontes de dissulfeto, que conferem-lhe uma forma
compacta e altamente resistente a temperatura, suportando aquecimento até 60°C, por 2 horas,
em condigdes desnaturantes (uréia 8 M), sem perder sua conformagdo (Hampe & Gongalves,
1976). Ela tem alto contetido de lisina (9 residuos), baixo de arginina (2 residuos) e ndo possui
valina, treonina e alanina. O NH, terminal ¢ a tirosina e 0 COOH terminal € a glicina.

O veneno de Crotalus durissus terrificus, quanto a presen¢a de crotamina, pode ser
crotamina positivo e crotamina negativo. As serpentes que possuem venenos crotamina
positivo sdo encontradas ao oeste do Estado de Sdo Paulo e os crotamina-negativo, ao leste do

Estado. Existe, porém, uma regido hibrida no Estado de Sdo Paulo, onde ocorrem os dois tipos



de veneno (Schenberg, 1959). Esse fendmeno foi também descrito para os venenos de
Crotalus durissus procedentes de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Silveira, 1990).

Estudos de espectroscopia com laser Raman realizados por Kawano et al. (1982)
sugeriram a presenca de [-estrutura e a hélice com leve predominédncia da primeira forma.
Utilizando métodos de titulagio polarimétrica, Hampe et al. (1978) concluiram que a
crotamina sofre alteragdes conformacionais com mudanga de pH do meio. Foram identificados
trés isdmeros: um isémero neutro (I) encontrado em valores de pH 4 a 8,5, correspondente a
conformagio nativa; um isdmero acido (II) ocorrendo em pH<2 e um isdmero basico (III)
encontrado em pH>9,5. Tem sido demonstrado, com o método de SAXS (dispersdo de Raio X
de baixo angulo), a ocorréncia das alteragdes conformacionais com a mudanga de pH, e a
presenca de uma forma molecular achatada ou alongada para a crotamina (Beltran et al,
1985).

A sequéncia primaria da crotamina (Laure, 1975) exibe um alto grau de homologia
com miotoxinas, tais como: peptideo C do veneno da Crotalus viridis helleri (Maeda et al.,
1978); miotoxina a do veneno da Crotalus viridis viridis (Fox et al., 1979); miotoxinas I e II
do veneno da Crotalus viridis concolor (Bieber et al., 1987), CAM toxina da Crotalus
adamanteus (Samejima et al., 1991), toxina E da Crotalus horridus horridus (Allen et
al., 1996), crotamina 1-19 ( Dos Santos et al, 1993; Radis-Baptista et al., 1999) conforme

esquema abaixo:

10 20 30 40
YKOCHKKGCGHCFPKEKICLPPSSDFIGKMDCRWRWKCCKKGSG Crotamina
YKQCHKKGGHCFPKEKICIPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG Crotamina [-19
YKQCHKKGGHCFPKEKICIPPSSDLGKMDCRWKWKCCKKGSG Miotoxina 2
YKRCHKKGGHCFPKTVICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG Toxina E
YKRCHKKGGHCFPKTVICLPPSSDFGKMDCRWKWKCCKKGSVN Peptideo C
YKRCHKKEGHCFPKTVICLPPSSDFGKMDCRWKWKCCKKGSYVN Miotoxina I
YKRCHKKGGHCFPKEKICTPPSSDFGKMDCRWKWKCCKKGSVN Miotoxina 11
YKRCHKKGGHCFPKTVICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKG SV NN A CAM-toxina

Pouco se sabe sobre a estrutura terciaria dessas pequenas miotoxinas basicas, pois,
ndo ha dados de cristalografia de raio X. Isto se deve a uma dificuldade na obtengdo de
cristais, que pode ser conseqiiéncia da presenga de isoformas, agregados ou conformagdes
estruturais da crotamina e miotoxina a (Hampe et al., 1978; Beltran et al., 1985; Nedelkov &
Bieber, 1997).



Algumas informagdes sobre a estrutura terciaria da crotamina foram obtidas por
Beltran & Mascarenhas (1990), por meio de estudos de SAXS. Através desse metodo indicou-
se um modelo molecular para a crotamina consistindo de dois lobulos, sendo um lébulo menor
(S) e outro maior (L), ligados pela ponte dissulfeto cys 18-cys 30, sendo o Idbulo (S)
consideravelmente menos polar do que o 16bulo (L). Embora nenhum mecanismo tenha sido
proposto para a a¢do toxica da crotamina, este modelo sugere que o l6bulo (S), sendo menos
polar do que o 16bulo (L), poderia ter um papel na interagdo da crotamina com a membrana
celular.

A crotamina foi isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus argentina, pela
primeira vez, por Gongalves & Polson (1947). Foi, posteriormente, designada crotamina
quando Gongalves & Vieira (1950) a isolaram do veneno da cascavel brasileira da regido
central e sul. Estes autores mostraram que esta toxina induz espasmos musculares em
camundongos e estes dados foram posteriormente convalidados (Barrio & Vital Brazil, 1951,
Cheymol et al., 1969; Cheymol et al., 1971a; Cheymol et al., 1971b).

O papel da crotamina nos acidentes crotalicos humanos ainda ndo foi esclarecido. A
crotamina parece ter grande importancia na imobilizagdo da presa a ser ingerida pela serpente.
Estudos com venenos de serpentes Crotalus durissus terrificus, crotamina positivo,
mostraram que, imediatamente apés a picada, o camundongo atingido fica totalmente
imobilizado, impedindo dessa forma a sua fuga. Resultados semelhantes foram observados
para Crotalus viridis concolor, Crotalus viridis viridis e Crotalus viridis helleri, que
expressam proteinas homologas a crotamina (Ownby et al., 1988).

Essas miotoxinas causam indugdo instantdnea de contratura muscular, levando a
paralisia dos membros posteriores de camundongos. A miotoxina a induz necrose de células
musculares esqueléticas, causando a dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico, trinta minutos apos
a injecdo da toxina. O exame microscopico do tecido, 3 a 24 horas apds a injeg@o da toxina,
revelou a presenga de vacuolos nas células musculares afetadas. Apos 48 horas o reticulo
sarcoplasmatico esta degenerado em pequenas vesiculas e aparecem algumas miofibrilas
rompidas. Em 72 horas, a maioria das células afetadas apresenta—se compietamente
desorganizada, no entanto, o sarcolema e a lamina basal permanecem morfologicamente
intactos. Ndo ha alteragdes morfoldgicas em outras células, tais como macrofagos, fibroblastos

ou células endoteliais de capilares. Parece que estas toxinas sdo especificas para células



musculares esqueléticas (Obwny et al., 1988). A crotamina induz essencialmente o mesmo
tipo de patogénese da mionecrose (Cameron & Tu, 1978); assim como duas toxinas similares
do veneno de Crotalus viridis concolor (Engle, et al., 1983).

Embora o mecanismo preciso pelo qual estas toxinas danificam células musculares
esqueléticas ndo seja ainda conhecido, existem duas linhas de investigagdo para tentar
esclarecer como estas moléculas interagem com a célula muscular esquelética.

Uma destas linhas de investiga¢do tem focalizado a interagdo destas miotoxinas com
Ca"?-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (Volpe et al.,1986; Utaisincharoen et al. 1991). Mas,
Engle et al, (1983) observaram que miotoxinas homologas do veneno de Crotalus viridis
concolor ndo causaram qualquer alteragio significante na Ca’?- Mg~ ATPase ou na recaptura
ou liberagdo de Ca™? das vesiculas isoladas do reticulo sarcoplasmatico.

Uma segunda linha de investigagdo tem tentado responder como estas toxinas
interagem com a membrana plasmatica da célula muscular. Muitos destes estudos indicam que
estas toxinas alteram a fung¢do dos canais de sodio voltagem - dependente da membrana
plasmatica das células musculares esqueléticas, aumentando o influxo de sédio conduzindo a
despolarizacdo e contragdo. A crotamina produz alteragdes nas propriedades contrateis da
preparagdo nervo-musculo de mamiferos tanto in vitro como in situ (Cheymol et al., 1971
Cheymol et al., 1971b; Chang &Tseng, 1978; Vital Brazil, 1972, Vital Brazil, 1990). Ela
induz uma rapida despolarizagdo das fibras isoladas de diafragma de ratos e camundongos, e
este efeito foi prevenido ou revertido por tetrodotoxina, um bloqueador especifico de canal de
sodio voltagem-dependente (Chang & Tseng, 1978; Pellegrini Filho, 1976). A indugdo de
contra¢do de musculo esquelético pela crotamina deve-se a sua agdo na membrana de fibras
musculares promovendo aumento de influxo de sodio (Pellegrini Filho, 1976; Pellegrini Filho
et al., 1978).

Matavel et al. (1998) acreditam que os efeitos toxicos da crotamina in vivo e in vitro
podem ser explicados como conseqiiéncia das alteragdes cinéticas dos canais de Na".

A administragdo intralombar da crotamina em camundongos induz espasticidade e
convulsdes e a intraventricular cerebral produz imediata hiperpnea e alteragdo de
comportamento, o qual consiste em prostragdo geral associado com periodos de agitagdo
(Haberman & Cheng-Raude, 1975). Quando injetada no hipocampo induz efeitos neurotdxicos

similares aos da crotoxina, a saber: sacudidelas corporais, mioclonias das patas, andar em



circulos, episodios de corridas abruptas isoladas ou acompanhadas por convulsdes tonico-
clonicas generalizadas. Estas alteragdes sdo devidas aos efeitos toxicologicos deste composto,
uma vez que foi demonstrada a existéncia de lesdes hipocampais no local de sua injegdo
(Moreira et al., 1992b).

Iniimeras tentativas tém sido feitas para atenuar a toxicidade de venenos. Dentre as
metodologias aplicadas para destoxica-los, a radiagdo ionizante tem se mostrado uma 6tima
ferramenta para esta finalidade, pois preserva as propriedades imunologicas € ndo adiciona
novas substancias que poderiam funcionar como imunogenos no processo (Puranananda,
1972; Kankonkar et al., 1975; Gaitonde et al., 1975; Baride et al., 1980; Herrera et al., 1986,
Murata, 1988; Guamieri-Cruz et al., 1990; Hati et al., 1990; Murata et al., 1990, Souza-Filho
et al., 1992; Nascimento et al., 1996; Rogero & Nascimento, 1997 e Clissa et al., 1999).

A irradia¢do de proteinas, tanto no estado seco quanto em solu¢do aquosa, tem sido
estudada por induzir alteragdes nas propriedades quimicas e fisico-quimicas das mesmas
(Butler et al., 1984). Tanto a agdo direta quanto a acdo indireta de radiagGes ionizantes sobre
as proteinas pode levar a perda da atividade biolégica, bem como a possiveis alteragdes nas
propriedades imunolégicas destas.

Acdo direta é o termo usado quando a macromolécula recebe energia diretamente da
radiagdo incidente, por meio de excitagdo ou ionizagdo. Ac¢do indireta ¢ quando a
macromolécula recebe a energia pela transferéncia de outra molécula.

A maioria dos efeitos da radiagdo sobre macromoléculas é devido a acdo indireta da
mesma. Neste caso, o dano da radiagdo a algumas macromoléculas resulta na produgio de
espécies quimicamente reativas que se difundem e reagem com outras moléculas. Sabendo-se
que a radiagdo interage casualmente por toda a massa de qualquer material exposto, e que
muitos materiais biologicos s3o principalmente constituidos de agua (80%), estas espécies
reativas sdo, freqiientemente, produtos radioliticos da dgua. A natureza do dano da radiagdo
em proteinas devido aos efeitos indiretos € complexo, porque € dependente da proteina, do
meio ambiente quimico no qual ela é uradiada e das condi¢Ses fisicas existentes. A
temperatura € um fator critico, pois afeta diretamente a taxa de difus3o. Barreiras fisicas entre
o produto radiolitico e a macromolécula podem influenciar o dano final provocado pela

radia¢do (Kemper, 1993).



Os efeitos diretos da radiagdo surgem da interagdo entre a radiag@o ionizante e as
macromoléculas. Por defini¢do, outras moléculas ndo tem papel nestes efeitos. Em
comparagdo aos efeitos indiretos, os efeitos diretos da radiagdo ionizante sobre
macromoléculas em solug¢des liquidas sio insignificantes (Garrison, 1987).

Os estudos dos mecanismos basicos da radidlise de proteinas, envolvendo oxidagio
de aminoacidos e residuos de aminoacidos, induzida por oxigénio livre, indicam que a via
mais comum para a oxidagdo de aminoacidos alifaticos envolve a eliminagdo de um atomo de
hidrogénio mediada por radical hidroxil, formando um radical “carbon-centered” na posi¢do o
do aminoacido ou residuo de aminoacido na cadeia polipeptidica. A adi¢do de O; ao radical
“carbon-centered” induz a formagdo de derivados de radical peroxi que sofrem decomposigdo
produzindo amoénia e o cetoacidos ou produzindo amonia, gas carbonico e aldeidos ou acidos
carboxilicos. A eliminagdo de atomo de hidrogénio em outras posi¢des na cadeia carbonica
torna-se mais importante e leva a formagdo de derivados hidroxi ou produtos de ligagdo
cruzada entre aminoacidos, ocorrendo, consequentemente, um processo de recombinagdo de
radicais “carbon-centered”.

A eliminag@o de hidrogénio tem papel menor na oxidagdo de aminoacidos aromaticos
por radiolise, todavia o sitio primario de ataque € o anel aromatico levando aos derivados
hidroxi, abertura do anel e, no caso da tirosina, a formagdo de dimero Tyr-Tyr (Stadtman,
1993).

Todos os residuos aminoacidos nas proteinas estdo sujeitos ao ataque por radicais
hidroxil gerados por radiagdo ionizante, no entanto, os aminoacidos aromaticos e aminoacidos
contendo enxofre sdo mais sensiveis a oxidagao.

Pelo acima exposto percebe-se que, embora a literatura contenha um nimero
expressivo de informagdes sobre a crotamina, existem aspectos fundamentais bioquimicos e
farmacologicos, ainda no estudados. Assim sendo, decidiu-se no presente trabalho, purificar a
crotamina e investigar a sua estrutura molecular, usando-se os métodos de espectrofotometria
de absor¢do em ultravioleta e dicroismo circular e espectrometria de massa. Estudou-se
também a atividade toxica (DLs) e a biodistribui¢do da crotamina.

Ainda mais, estudou-se as alteragdes causadas pela radiagio gama de *°Co sobre a
estrutura molecular da crotamina e as conseqiiéncias sobre a atividade biologica, DLsy € a

biodistribuigdo.



OBJETIVOS

1.Punficar a crotamina a partir do veneno bruto de Crotalus durissus terrificus.

2 Estudar a estrutura molecular da crotamina nativa por meio de espectrofotometria
de absor¢@o em ultravioleta, dicroismo circular e espectrometria de massa.

3.Determinar a dose letal a 50% (DLsg) e a biodistribui¢do da crotamina nativa.

4 Estudar as possiveis alteragdes estruturais da crotamina nativa induzidas pela
radiagio gama de *°Co.

5.Estudar a crotamina irradiada com radiagio gama de *°Co, quanto a atividade

biologica, dose letal (DLso) e biodistribuigdo da crotamina irradiada.



10

MATERIAL E METODOS

1. Animais de experimentacio

Para a realiza¢do deste trabalho foram utilizados camundongos SWISS machos,
adultos, cedidos pelo Biotério do Departamento de Bioengenharia do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo (IPEN/CNEN-SP). Os camundongos foram mantidos
neste Biotério em grupos de 20 em gaiolas coletivas, com temperatura controlada
(22 +2 °C), luz natural. Eles receberam agua e ragio “ad libitum”. Os procedimentos aos
quais os camundongos foram submetidos estdo de acordo com os regulamentos para
manipula¢do de animais preparados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal

(COBEA).

2. Drogas e reagentes utilizados

O veneno liofilizado de Crotalus durissus terrificus foi obtido do Instituto
Butantan e conservado a -20°C.

Cloreto de sodio - Grupo Quimica Industrial Ltda Brasil.

Acrilamida, Bis-acrilamida, Coomassie Brilliant Blue G-250, Tricina, TEMED e
Persulfato de sodio - Sigma Chemical Co.

Acetonitrila - Mallinckrodt -USA

Acido trifluoro acético TFA — Merck — Sdo Paulo

Padrdes de baixo peso molecular- Promega conservados a -20°C.

Sephadex G-50, Sephadex G-100, Resource S - Pharmacia.

Iodeto de sodio - '*I - MSD Nordion

Cloramina T - Merck, Sdo Paulo

Eter etilico - Synth

Os demais reagentes utilizados foram da mais alta qualidade, com grau P.A.
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3. Estudo bioquimico das crotaminas nativa e irradiada

3.1. Purificacio da crotamina

3.1.1. Dosagem protéica

O método de Bradford (1976) foi usado para a determinagdo da concentragdo
protéica do veneno. A reagdo baseia-se na capacidade das proteinas interferir com a
absorvancia do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em meio altamente &cido,

resultando em modificagio proporcional a cor, detectavel a 595 nm.

3.1.2. Cromatografia de exclusio molecular

O isolamento da crotamina foi realizado a partir do veneno bruto dessecado de
Crotalus durissus terrificus, por meio de filtragdo molecular em coluna de gel Sephadex G-
100. Em cada cromatografia foram dissolvidos 200 mg do veneno total liofilizado
crotamina positivo em 3,0 mL de tampdo acido formico/formiato de aménio 100 mM, pH
3,0. A seguir, a solugdo foi centrifugada a 12100 g por 10 minutos, em uma centrifuga
refrigerada (Sorvall RC2B). O sobrenadante foi reservado e o precipitado foi ressuspenso
em 1,0 mL do mesmo tampao e centrifugado nas mesmas condigdes. Os sobrenadantes
foram reunidos, homogeneizados e passados por meio de uma coluna de Sephadex G-100
de 85 x 2,5 cm, previamente, entumecido e equilibrado com o tampdo ja descrito. A
elui¢do foi feita com este mesmo tampao, fluxo de 12 mL/h, coletando-se 3,0 mL por tubo
em coletor de fragdes (LKB) em cdmara refrigerada a 4°C. Uma eluigdo inicial dos
marcadores de peso molecular, azul dextrana e azul de bromofenol, permitiu determinar o
volume de exclus@o e o volume total da coluna. A eluigdo foi acompanhada pela leitura da
absorvancia a 280 nm em um espectrofotémetro (Pharmacia Ultrospec IIT), em cubetas de
quartzo de 1 c¢cm de percurso optico. O conteudo protéico das fragdes foi determinado
também por métodos colorimétricos (Lowry et al., 1951; Bradford, 1976).

A fragdo correspondente a crotamina foi separada e liofilizada.

3.1.3. Recromatografia por troca iénica
A fragdo de crotamina, obtida anteriormente, foi recromatografada em uma coluna
catidnica de 1 mL Resource S, conectada a um sistema dual de bombas FPLC (Pharmacia),
equilibrada em tampao A, acido fosforico/fosfato de sodio, 25 mM, pH 7,8. O tampdo B foi

idéntico, exceto que continha 2 M cloreto de sodio. Ap6s uma lavagem inicial com 5,0 mL de
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5% de tampiao B, a eluigdo foi realizada com gradiente linear para 10 min (30 mL). A coluna
foi entdo regenerada com 10 mL de 100% de tampdo B seguido por uma lavagem com 10 mL
de tampdo A. O fluxo durante toda a corrida foi de 3,0 mL/min e o eluente foi monitorado em

280 nm. A fragdo foi entdo dessalinizada por dialise e liofilizada.

3.1.4. Cromatografia de exclusio molecular de alto desempenho (HPSEC)

A crotamina, obtida conforme descrito anteriormente, foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular de alto desempenho, em coluna de filtragdo em gel
TOSO HAAS G2000 SW (7,5 mm x 60 cm), no cromatografo Waters 501. O sistema foi
previamente equilibrado em tampdo bicarbonato de aménio 50 mM, pH 7,0. Foi injetada
uma quantidade de 20 pL de crotamina, sendo a eluig¢do efetuada com 0 mesmo tampao de
equilibrio a um fluxo de 1 mL/min. O perfil cromatografico foi acompanhado por medidas
de absorvancia a 280 nm e registrado por meio do uso de um registrador/integrador

automatico Waters 746.

3.1.5. Cromatografia liquida de alto desempenho sob fase reversa (RP-HPLC)

A crotamina foi solubilizada em agua MILI-Q contendo acido trifluoracético
(TFA) 0,04% (v/v), centrifugada a 12100 g por 3 minutos. O sobrenadante (20 pl) foi
cromatografado em alto desempenho, sob fase reversa, em coluna pBoundapak C-18-
Waters (3,9 x 300 mm), a 25°C, em cromatografo Waters 501. Foi realizado um gradiente
linear do solvente A (4gua MILI-Q contendo TFA 0,04%) para o solvente B
[acetonitrila/agua 60/40 (v/v), contendo TFA 0,04%], em 40 minutos, a um fluxo de 1
mL/min. A eluigdo foi monitorada por medidas de absorvancia em 280 nm e registrada por

meio do uso de um registrador/integrador automatico Waters 746.

3.2. Irradiaci@o da crotamina

A crotamina, 2 mg/mL em solugdo de cloreto de sodio 0,15 M, foi irradiada em
frascos de vidro com raios gama procedentes de uma fonte de *°Co, ”Gammacell 220” da
Atomic Energy of Canada Limited, utilizando a dose de 2000 Gy e taxa de dose de
800 Gy/h. Trabalhos prévios realizados em nosso laboratdrio mostraram que a dose de
2000 Gy diminuiu a toxicidade do veneno de Crotalus durissus terrificus e da crotoxina,
sem perda da capacidade imunogénica. (Murata et al., 1990; Souza-Filho et al, 1992,

Murata, 1990; Nascimento et al., 1996; Clissa et al., 1999).
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3.3. Dosagem protéica das crotaminas nativa e irradiada

Foi utilizado o método de Lowry et al. (1951), modificado por Miller (1959),
utilizando-se soroalbumina bovina como padrio. Este método foi usado para a dosagem
protéica de crotamina purificada, uma vez que o método de Bradford subestimou a
quantidade protéica para esta toxina (dados ndo publicados).

O conteudo protéico das amostras de crotamina foi determinado antes e apos a

irradiagdo.

3.4. Espectro de absor¢iao em ultravioleta das crotaminas nativa e irradiada

As amostras de crotamina nativa e irradiada foram analisadas na concentragio
de 0,5 mg/mL, no intervalo de 210 a 350 nm, em um espectrofotometro Ultrospec III
(Pharmacia Biotech) com registro automatico nos varios comprimentos de onda. As
letturas foram obtidas contra uma solugio de cloreto de sodio 0,15 M, que foi utilizada

como solvente.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil suifato de sodio (SDS-PAGE)

das crotaminas nativa e irradiada

A SDS-PAGE foi utilizada para avaliar a pureza da crotamina purificada e
detectar as possivels variagdes de peso molecular decorrentes da formagio de agregados e
quebras da proteina induzidas pela radia¢do. Esta técnica apresenta boa sensibilidade e alto
poder de resoiugdo, baseando-se em caracteristicas de peso molecular da amostra.
Escolheu-se a eletroforese em sistema descontinuo em camada vertical de gel de
poliacrilamida, em condi¢Ges desnaturantes na presenga de 0,1% de SDS, segundo o
método descrito por Schigger & von Jagow (1987). O géis de resolugdo e de
empilhamento consistiam de 16,5% de T e¢ 6% de C e 4% de T e 3% de C,
respectivamente, em tampdo Tris/HCl 3 M, pH 8,45. A SDS-PAGE-Tricina permite
melhor resolu¢do para proteinas pequenas do que a SDS-PAGE-Glicina, e esta resolugio

superior ocorre especialmente no intervalo de 5 a 20 kDa.
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3.6. Dicroismo circular das crotaminas nativa e irradiada

As amostras de crotamina nativa e irradiada foram analisadas na concentragdo de
125 pg/ml em tampido acido acético/acetato de sodio 20 mM, pH 4,0, no intervalo de 260
a 190 nm em um espectropolarimetro Jasco J-720 do National Cancer Institute (Frederick,
MD - USA). O comprimento do caminho optico foi de 2 mm e o experimento foi realizado
a temperatura ambiente. Utilizou-se uma resolugdo de 0,5 nm, largura de banda de 1 nm e
sensibilidade de 20 miligraus. O tempo de resposta foi de 20 segundos e a velocidade de

varredura de 20 nm/minuto. Cada espectro é o resultado de 2 varreduras.

3.7. Seqiienciamento de aminoacidos das crotaminas nativa e irradiada

As crotaminas nativa e irradiada (10 a 30 pmoles) foram submetidas inicialmente
a um uUnico ciclo de degradagio de Edman (Edman, 1950), segundo metodologia
estabelecida por Hunkapiller (1988), em seqiienciador automatico Applied Biosystem,
modelo 476A, para se confirmar a estrutura da amostra. Foram analisados os cinco
residuos da regido amino terminal. Os peptideos foram entdo aplicados em membranas de
polivinilideno (PVDF), previamente tratadas com Polybrene. A degradagio de Edman
consiste, resumidamente, das seguintes etapas: a) acoplamento do peptideo com o reagente
fenilisotiocianato (PITC) em condigdes alcalinas, sob atmosfera de nitrogénio, no qual o
PITC reage com o residuo N-amino terminal para formar N-feniltiocarbamoil (PTC)
derivado do peptideo; b) retirada do excesso de PITC e tampdo, por meio de lavagem; c)
reacdo de clivagem em meio acido anidro, para obter a ciclizagdo do PTC-derivado,
produzindo uma tiazolina, correspondente ao residuo de aminoacido N-terminal, ¢ um
peptideo de tamanho reduzido pela perda do residuo N-terminal; d) extragdo da tiazolina
resultante em solvente hidrofobico para separa-la do peptideo reduzido; €) conversdo da
tiazolina para uma forma mais estavel, ou seja, na forma de feniltioidantoina (PTH), por
meio de tratamento com acido diluido.

Estes experimentos foram realizados no Centro de Sequienciamento de Proteinas,

Andlise de Aminoacidos e Sintese de Peptideos do Instituto de Quimica (USP-Séo Paulo).

3.8. Analise de aminoacidos das crotaminas nativa e irradiada

As crotaminas nativa e irradiada foram submetidas a hidrolise acida gasosa,
segundo metodologia descrita por Moore & Stein (1954). Resumidamente, 5 nmoles de

proteina foi hidrolisada em uma estagio de trabalho “Pico-Tag Workstation” (Waters) em
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presenca de HCI 6N e fenol a 110°C por 24 horas. Apoés a hidrolise, o matenial foi diluido
em tampdo de amostra e submetido & analise de aminoacidos em um analisador automatico
7300 (Beckman Instruments, Inc.). O sistema, originalmente concebido por Spackman et
al. (1958), separa os diferentes aminoacidos por meio de cromatografia de troca i6nica em
resina de poliestireno sulfonado. A elui¢do ocorre por meio do aumento gradativo no pH e
forga idnica dos diferentes tampGes. O processo de derivatizagdo pds-coluna, realizado por
meio da reagdo dos aminoacidos com ninhidrina, permite a detecgdo dos produtos em 440
ou 570 nm.

Estes experimentos foram realizados no Centro de Seqiienciamento de Proteinas,

Analise de Aminoacidos e Sintese de Peptideos do Instituto de Quimica (USP-S3o Paulo).

3.9. Espectrometria de massa das crotaminas nativa e irradiada

Foram injetados 5 pl. das crotaminas nativa e irradiada, 400 pg/mL, em um
cromatografo liquido de alta performance (HPLC) conectado a uma coluna capilar de fase
reversa C8 Vydac (250 mm x 180 um, tamanho da particula de 5 um), com fluxo de 2
pL/min e com gradiente de S a 100% de fase movel B em 60 minutos. As fases moveis A e
B consistiram de 0,1 % de acido formico € 90% de acetonitrila em 0,1% de acido formico,
respectivamente. A absorvancia do eluente foi monitorada a 214 nm em um detetor de UV.
A saida do detetor de UV, por sua vez, estava conectada a um espectrOmetro de massa
Finnigan TSQ 700, permitindo, assim, a inje¢do da amostra apos a retirada do sal. Este
aparelho € um triplo quadripolo no qual a amostra € ionizada por “electrospray” (U=3800
volts). A janela de deteccdo utilizada foi de 300 a 2000 M/z e o tempo de varredura foi de
dois segundos. Estes experimentos foram realizados no U.S. Army Medical Institute of
Infectious Diseases (Frederick, MD, USA).

4. Estudo farmacologico das crotaminas nativa e irradiada

4.1. Teste de bioatividade das crotaminas nativa e irradiada

A atividade da crotamina foi testada pelo método descrito por Straight et al.
(1991), que consistiu na administragdo intraperitoneal de 50 pg das crotaminas nativa ou
irradiada em camundongos machos, adultos SWISS pesando de 18 a 22 g. Observou-se a

paralisia das patas posteriores. O tempo de observagdo dos animais foi de 30 minutos.



16

4.2. Determinacio da atividade toxica das crotaminas nativa e irradiada

A toxicidade foi avaliada pela determinagdo da dose letal 50% (DLso) das
amostras das crotaminas nativa e irradiada e calculada de acordo com o método de
Spermann-Kirber (WHO, 1981). Camundongos machos, adultos, SWISS, pesando de 20 a
25 g, distribuidos em 7 grupos de 5 animais cada, foram injetados por via intraperitoneal
(0,2 mL. por 20 g de animal) com diferentes doses das crotaminas nativa e irradiada.
Anotou-se o numero de 6bitos 48 horas apos as administragdes. Os camundongos do grupo
controle receberam solugdo de cloreto de sodio 0,15 M, que foi o veiculo utilizado. Os
fatores de dilui¢do utilizados foram 1,5 e 1,3 para as crotaminas nativa e irradiada,

respectivamente.

4.3. Biodistribuicio da crotamina nativa

4.3.1. Marcaciio da crotamina nativa com '*°I

Utilizou-se para a marcagdo da crotamina o método da cloramina T (Hunter &
Greenwood, 1962). A cloramina T € um agente oxidante, que em solu¢do aquosa.forma o
acido hipocloroso capaz de promover a oxidagido do iodeto.

Em um tubo conico “Eppendorf’, foram misturados 10 pL de solugdo de
crotamina, 1 pug/ul., em tampdo acido fosforico/fosfato de sodio 50 mM (pH 7,4); 20 pL de
tampdo acido fosforico/fosfato de sodio 300 mM (pH 7,4); 29,6 MBq de I e 12 pL de
cloramina T, 66,67 pg/mL. Agitou-se e, apos 2,5 minutos, agitou-se novamente. Esperou-
se 2,5 minutos e adicionaram-se 5 plL de metabissulfito de sodio, 0,2 —mg/mL.
Imediatamente apo0s, adicionaram-se 200 puL. de iodeto de sodio, 10 mg/mL. Retiraram-se
trés aliquotas de 3 pL do marcado, com ponteiras individuais. Lavaram-se as ponteiras na
solugdo tampdo para posterior testes de recuperagido e rendimento. Este procedimento foi

realizado em capela devido a volatilidade do '*°I.

4.3.1.1. Purificacdo da crotamina nativa radioiodada

A purificagdo da crotamina radioiodada foi feita por meio de filtragdo molecular
em coluna de gel Sephadex G-50, equilibrada com tampdo acido fosforico/ fosfato de sodio
50 mM, pH 7,4, usando-se a crotamina nativa como carreador. A elui¢do foi feita com o

mesmo tampao, fluxo de 12 mL/h, coletando-se 2,0 mL por tubo em coletor de fragdes
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(LKB) em camara refrigerada a 4°C. Os tubos resultantes da eluigdo foram lidos em
contador gama tipo pogo (Oakfield Instruments Ltd) para identificagdo do pico da proteina

radioiodada.

4.3.2. Biodistribuicio da crotamina nativa radioiodada

Foram utilizados 50 camundongos machos, adultos, SWISS, pesando 37 + 3 g,
distribuidos em 10 grupos de 5 animais cada. Os camundongos receberam, por via
intraperitoneal, solugio de crotamina marcada com '*’I com taxas de contagem de
2.4 x 10° cpm contida em 100 pl.. Apos intervalos de 0,08; 0,25; 0,5; 2; 3; 4; 8; 12 ¢ 24
horas, os animais foram anestesiados com éter para a retirada de sangue do plexo orbital.
Imediatamente apds, foram retirados: cérebro, coragdo, pulmdes, figado, bago, rins,
musculo esquelético e a tiredide juntamente com pequenas quantidades de tecidos
circunvizinhos. A pesagem dos 6rgios foi feita apos acondicionamento em papel celofane
com peso previamente conhecido. A radioatividade dos o6rgdos foi determinada em
contador gama (Oakfield Instruments Ltd). Os valores, para cada 6rgdo em cada tempo,
foram apresentados como contagem por minuto (cpm). Para os 6rgidos que ndo alcangaram
1000 contagens, usou-se maior tempo de leitura até que acumulassem este valor. A

radioatividade liquida de cada 6rgdo foi calculada de acordo com a seguinte formula:

Ro=Co—(moszx§xds) (1)
ms

Ro ¢ a radioatividade liquida no 6rgéo

Co ¢ a cpm do orgdo

mo € a massa do orgio

Vs € o volume de sangue contido no 6rgdo (Altman & Dittmer, 1961)

Cs ¢ a cpm do sangue

ms € a massa do sangue

ds ¢ a densidade do sangue de camundongos, 1,057 g/mL (Altman & Dittmer,
1961)

Para a determinagdo das concentragGes sanguineas utilizou-se as medidas de

radioatividade detectadas nas amostras sanguineas e aplicou-se a seguinte formula:

cs=M . as @)
ms

M ¢ a medida da radioatividade em cpm



18

ms € a massa da amostra sanguinea

ds ¢ a densidade do sangue de camundongos (Altman & Dittmer, 1960).

4.3.3. Marcacio fria da crotamina nativa

Foram dissolvidos 1,2 mg de crotamina em 10 pl. de tampdo acido
fosforico/fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4. Adicionou-se 20 ul. de tampdo acido
fosforico/fosfato de sodio 300 mM (pH 7,4); 1,7 uL de iodeto de potassio, | mg/mL, e 12
uL de cloramina T, 8 mg/mL. Agitou-se, esperou-se 2,5 minutos e agitou-se novamente.
Esperou-se 2,5 minutos e adicionaram-se 5 puL. de metabissulfito de sodio, 24 mg/mL, e,
imediatamente apoés, juntaram-se 200 pL de iodeto de sodio, 1,2 g/mL. A solugdo foi
diluida em tamp@o acido fosforico/fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4, para uma concentragdo
protéica de 0,9 mg/mlL..

Foi feita uma falsa marcagdo, a qual consistiu na realizagdo do procedimento

acima descrito, contudo, sem a adi¢do da crotamina.

4.3.4. Efeito farmacologico da crotamina nativa iodada

Camundongos adultos, machos, SWISS, pesando de 30 + 2 g, foram distribuidos
em trés grupos de cinco animais cada. Eles receberam 6,0 mg/kg (correspondente a uma
DLso), por via intraperitoneal, de crotaminas nativa e marcada fria. Os animais controles
receberam a solugdo obtida na falsa marcagdo. Anotou-se o tempo de inicio da paralisia
das patas posteriores e o numero de 6bitos ocorridos 48 horas ap0s a administragdo das

solugdes.

4.4. Biodistribuiciao da crotamina irradiada

4.4.1. Marcaciio com **I da crotamina irradiada

Utilizou-se para a marcagdo da crotamina o método da cloramina T (Hunter &
Greewood, 1962)

Em um tubo conico “Eppendorf’, foram misturados 50 puL de solugdo de
crotamina irradiada 1 pg/ul. em tampdo acido fosforico/fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,4),
20 pL de tamp@o acido fosforico/fosfato de sodio 300 mM (pH 7,4), 29,6 MBq de By e 12
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sl de cloramina T, 66,67 pg/mL. Agitou-se e apos 2,5 minutos agitou-se novamente.
Esperou-se 2,5 minutos e adicionaram-se 5 pL de metabissulfito de sodio, 0,2 mg/mL.
Imediatamente apos, adicionou-se 200 pl de iodeto de potassio, 10 mg/mL. Retiraram-se
trés aliquotas de 3 pL do marcado com ponteiras individuais. Lavaram-se as ponteiras no
tampdo para posterior testes de recuperacdo e rendimento. Este procedimento foi realizado

em capela devido a volatilidade do '*.

4.4.1.1. Purificacio da crotamina irradiada radioiodada

A purificagdo da crotamina radioiodada foi feita por filtragio molecular em coluna
de gel Sephadex G-50, equilibrada com tampdo acido fosforico/ fosfato de sodio 0,05 M,
pH 7,4, usando-se crotamina irradiada como carreador.

A eluicdo foi feita com o mesmo tampio, fluxo de 12 mL/h, coletando-se 0,5 mL
por tubo em coletor de fragées (LKB) em camara refrigerada a 4°C. Os tubos resultantes da
eluigdo foram contados em contador gama tipo pogo (Oakfield Instruments Ltd) para

tdentificagdo do pico da proteina radioiodada.

4.4.2. Biodistribuicio da crotamina irradiada radioiodada

Foram utilizados 50 camundongos adultos, machos, SWISS, pesando 33 + 3 g,
distribuidos em 10 grupos de cinco animais cada. Os camundongos receberam, por via
intraperitoneal, solu¢io de crotamina irradiada marcada com '®°I com taxas de contagem
1,3 x 10° cpm, contida em 300 pl. Apés intervaios de 0,08; 0,25; 0,5, 1; 2; 3; 4; 8; 12 e 24
horas, os animais foram anestesiados com éter para a retirada de sangue do plexo orbital.
Imediatamente apos, foram retirados: cérebro, coragdo, pulmdes, figado, bago, rins,
musculo esquelético e a tiredide juntamente com pequenas quantidades de tecidos
circunvizinhos. A pesagem dos orgdos foi feita apos acondicionamento em tubos de
polietileno com pesos conhecidos. A radioatividade foi determinada em contador gama
(Oakfield Instruments Ltd). Os valores, para cada oOrgio em cada tempo, foram
apresentados como contagem por minuto (cpm). Para os 6rgdos que ndo aicangaram 1000
contagens, usou-se maior tempo de leitura até que acumulassem este valor. A
radioatividade liquida de cada 6rgdo e a concentragdo sanguinea foram calculadas como

descrito no item 4.3.2.
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S. Estatistica

Os dados referentes a concentragdo protéica foram analisados pelo teste t de
Student.

Os resultados dos experimentos de biodistribuigdo foram submetidos a uma
analise de varidncia, segundo o modelo hierarquico, com dois critérios de classificagdo e
teste F de significancia. O primeiro critério de classificagdo utilizado foi o tratamento e o
segundo foi o tempo de coleta das amostras. Apos a analise de variancia, a comparagio que
apresentava interesse, € que ndo foi possivel ser feita devido a partigio elegida, foi
realizada por meio do teste de Tukey (Vieira, 1999).

As curvas de concentragdes sanguineas das crotaminas nativa e irradiada
referentes ao estudo de biodistribui¢do foram ajustadas pelo método de regressdo ndo-
linear, baseado no algoritmo Levenberg-Marquardt, disponivel no aplicativo Microcal
Origin, versdo 5.0.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
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RESULTADOS

1. Purificacio da crotamina

1.1. Dosagem protéica do veneno total

A dosagem protéica do veneno total mostrou que 80% do veneno de Crotalus

durissus terrificus é constituido de proteinas.

1.2. Cromatografia de exclusio molecular
O perfil cromatografico do veneno de Crotalus durissus terrificus revelou a
presen¢a de quatro fra¢des, a saber: a fra¢do 1, convulxina; fragdo 2, giroxina; fragio 3,

crotoxina e a fragdo 4, crotamina (FIG.1).

1.3. Cromatografia por troca idnica

A crotamina, fragdo 4, foi recromatografada, por troca catidnica, obtendo-se dois
picos. O primeiro pico, a eluigdo ocorreu no inicio do gradiente constituiu a fra¢do nio
adsorvida. O segundo pico foi detectado com 1,2 M de NaCl e corresponde a crotamina

(FIG. 2).

1.4. Cromatografia liquida de exclusdo molecular de alto desempenho (SE-HPLC)
O perfil cromatografico revelou um pico com 100% de area correspondente a

crotamina (FIG. 3).

1.5. Cromatografia liquida de alto desempenho sob fase reversa (HPLC-RP)

O pertil cromatografico revelou um pico com 96,4% de area correspondente a

crotamina (FIG. 4).
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Figura 1. Cromatografia de exclusdo molecular do veneno de Crotalus durissus terrificus
em tampdo acido férmico/formiato de aménio 100 mM, pH 3,0, em coluna Sephadex G-
100 (2,5 x 85 cm). Taxa de fluxo: 0,2 mL/min. Temperatura: 4°C. Picos: 1 - convulxina; 2
- giroxina; 3 — crotoxina, 4 - crotamina.
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Figura 2. Cromatografia por troca iénica da crotamina (fragdo 4) em coluna de 1 mL
Resource S (6,4x30 mm, “bead size™ 15 um). Tamp@o A: acido fosforico/fosfato de sodio
25 mM, pH 7,8. Tampéo B: Tampdo A com NaCl 2 M, pH 7,8. Fluxo: 3,0 mL/min. O
gradiente estd indicado pela linha vermelha. O procedimento completo foi realizado a
temperatura ambiente.
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Figura 3. Cromatografia de exclusio molecular de alto desempenho de crotamina em
tampdo acido carbdnico/bicarbonato de aménio 50 mM, pH 7,0, em coluna de filtragdo em
gel TOSO HAAS G2000 SW (7,5 mm x 60 cm). Taxa de fluxo: 1 mL/min. A proteina foi
monitorada pela absorvancia em 280 nm.
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Figura 4.Cromatografia de alto desempenho sob fase reversa de crotamina em coluna
uBoundapak C-18-Waters (3,9 x 300 mm), a 25°C, utilizando-se um gradiente linear de
solvente A (0,04% éacido trifluoracético) para solvente B (acetonitrila/A 60:40 v/v). Taxa
de fluxo de 1 mL/min. A proteina foi monitorada pela absorvincia em 280 nm.



25

2. Dosagem protéica das crotaminas nativa e irradiada

Tabela 1. Concentragdo protéica das crotaminas nativa ¢ irradiada

Amostras Concentrag@o (mg/ml)
Crotamina nativa 1,91 £ 0,055
Crotamina irradiada 1,90 + 0,057

Os valores representam a média para n de 8 amostras; teste t de Student, p=0,76105;

as médias ndo sdo estatisticamente diferentes.

3. Espectro de absor¢éio em UV das crotaminas nativa e irradiada

No espectro de absorgdo na regido ultravioleta (FIG.5) pode-se observar um

aumento na absor¢@o na regido de 230 a 350 nm da crotamina irradiada.
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Figura 5. Curvas de absorvancias de crotaminas nativa (1) e irradiada (2) na concentragio
de 0,5 mg/mL em cloreto de sodio 0,15 M.
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4. Eletroforese das crotaminas nativa e irradiada
Os perfis eletroforéticos das amostras das crotaminas nativa e irradiada ndo

mostraram alteragdes como mostrado na FIG.6.
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Figura 6. Eletroforese das crotaminas nativa e irradiada. A: padrdes de peso molecular
(Anidrase carbdnica 31,0 kDa, Inibidor de tripsina de soja 20,7/19,7 kDa, Mioglobina
cardiaca eqiiina 16,9 kDa, Lisozima 14,4 kDa;, Fragmento mioglobina (F2) 6,2 kDa;

Fragmento mioglobina (F3) 2,5 kDa); B: crotamina nativa e C: crotamina irradiada.

5. Seqgiienciamento de aminodcidos das crotaminas nativa e irradiada

O seqienciamento dos cinco residuos de aminoacidos amino terminal das

crotaminas nativa e irradiada foi: Y-K-Q-C-H.
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6. Anilise de aminoacidos das crotaminas nativa e irradiada
A TAB.2 mostra que a composi¢do de aminodcidos das crotaminas nativa e

irradiada foram idénticas.

Tabela 2. Analise de aminoacidos das crotaminas nativa e irradiada

Crotamina: YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG

Aminoacido Crotamina nativa Crotamina Crotamina
irradiada
Tyr 1,1 0,9 1)
Lys 8,7 9,9 )
Gin 2.4 2,6 (2)
CyS 1,9 2,4 (3)
Hys 2,0 2,0 (2)
Gly 5,1 6,6 (5)
Phe 2,0 2,0 2)
Pro 39 33 3)
Ile 1,4 1,6 (1)
Leu 1,0 1,0 (1)
Ser 2,5 2,4 3)
Asp 2,4 3,0 (2)
Met 1,1 12 (1)
Arg 2,2 22 )
Trp nd nd (2)

Valores normalizados em relagdo a leucina. A seqiiéncia da crotamina contém a ligagdo Cys-
Leu (Laure, 1975). Esta ligagdo peptidica pode ser resistente a hidrdlise por HCI, resultando
em recuperagdes menores do que as esperadas de meia cistina e leucina.

Valores foram expressos como numero de residuos por mol de proteina, *nd: ndo
determinado. Valores entre parénteses foram retirados da seqiiéncia (Laure, 1975).

7. Dicroismo Circular das crotaminas nativa e irradiada

O espectro do dicroismo circular mostra a contribui¢do das ligagdes ndo peptidicas
em torno de 220-250 nm resultando numa banda positiva a 225 nm e banda negativa a 235
nm, sendo que a ligagdo maxima aparece em torno de 198 nm e o minimo aparece em 207
nm para a crotamina nativa. Para a crotamina irradiada, ndo houve a presenca da banda

positiva, sendo que a ligagdo minima aparece em 204 nm (FIG.7).
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Figura 7. Espectro de dicroismo circular das crotaminas nativa (1) e irradiada (2), na

concentragéo de 125 ug/mlL, em tampdo de acido acético/acetato de sodio 20 mM, pH 4,0.

8. Espectrometria de massa das crotaminas nativa e irradiada

A proteina nativa mostrou dois picos, sendo o principal com massa de 14244,4 Da
(FIG.8). O segundo pico, cuja massa foi de 14150,1 Da, pode ser um trimero de isoforma.
Todavia, a quantidade relativa deste pico foi irrisoria quando comparada com o pico
principal. A elui¢do da crotamina irradiada resultou em trés picos, com tempo de retengéo
menor do que a crotamina nativa, os quais foram aplicados separadamente no
espectrometro de massa. O primeiro pico resultou em uma massa de 4882 Da, compativel
com a estrutura primaria da crotamina (FIG.9). O espectro do pico 2 foi complexo e a

massa calculada foi de 4903 Da (FIG.10). O espectro do pico 3 apresentou ainda maior

complexidade, o que prejudicou a sua analise.
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Figura 9. Espectro de massa da crotamina irradiada, pico 1.
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Figura 10. Espectro de massa da crotamina irradiada, pico 2.
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9. Determinacio da atividade téoxica das crotaminas nativa e irradiada

O valor da dose letal 50% (DLso) obtido para a crotamina nativa foi de 5,976

mg/kg, enquanto que para a crotamina irradiada foi de 11,549 mg/kg (TAB.3).

Tabela 3. DLs, das crotaminas nativa e irradiada admintstradas intraperitonealmente em

camundongos.
Crotamina Doses % de DLsg Limites
(mg/kg) mortalidade (mg/kg) fiduciais
1,333 0
2,000 0
3,000 0
Nativa 4,500 60 5,976 4,221-8,463
6,750 40
10,125 80
15,187 100
5,121 0
6,657 0
8,654 40
Irradiada 11,250 40 11,549 9,096-14,663
14,625 60
19,012 100
24716 100

DL, calculada pelo método de Sperman-Karber; n = 5 animais/grupo.
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10.Teste de bioatividade das crotaminas nativa e irradiada
A injecdo intraperitoneal das crotaminas nativa ou irradiada provocou a paralisia

das patas posteriores de camundongos (FIG 11).

o

Figura 11. Efeito caracteristico da crotamina, apds aplicagdo intraperitoneal em

camundongos.

11. Marcacio com 1251 da crotamina nativa
A marcagdo com '*°I da crotamina nativa mostrou uma recuperagéo de

radioatividade apos a purificagdo de 53,5% e rendimento do marcado 47%.
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11.1. Purificaciio da crotamina nativa radioiodada
Os perfis de eluig@io das crotamina nativa radioiodada e crotamina nativa em coluna
de exclus@o molecular em gel Sephadex G-50 mostraram que os picos da radioatividade e o

protéico coincidiram (FIG.12).
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Figura 12. Cromatografia de exclusdo molecular de crotamina nativa marcada com '*°I

(—) e crotamina nativa (--) em tamp@o acido fosforico/fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4, em
coluna Sephadex G-50 (2,5 x 47cm). Taxa de fluxo: 0,2 mL/min. Temperatura: 4°C.
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12. Biodistribuicio da crotamina nativa radioiodada
As curvas ajustadas aos dados obtidos de concentragdo sanguinea, corresponderam
a combinagdo linear de dois termos exponenciais, cuja forma pode ser representada pela

expressao:
CS(t) — Al X e—blxt + A2 X e—bet (3)

Os valores dos pardmetros A; e Az, bem como dos coeficientes exponenciais bl e
b2 para a crotamina nativa, calculados por meio do programa computacional, estdo
mostrados na TAB 4.

Foi realizado o teste F para a curva ajustada para a crotamina nativa e nio houve
diferenca estatisticamente significante entre os dados experimentais obtidos e os valores

ajustados.

Tabela 4. Valores dos parametros do ajuste da curva de concentragio sanguinea de

crotamina nativa radioiodada.

Parametro Valor calculado Desvio Padrao
Al 36593 5143
bl 0,102 0,032
A2 -29601 9436
b2 3,6 2,4

Considerando-se que a equagio encontrada para a concentragdo sanguinea segue o
modelo de um processo cinético de primeira ordem, determinou-se o tempo de concentragdo

sanguinea maxima (tmix) por meio da equagdo abaixo (Cid, 1982):

b2/
t . = l_n_ﬂ 4
me s bl “)

A crotamina nativa foi rapidamente absorvida, pois dentro de 1 hora observou-se o
pico maximo de concentragdo sanguinea, como mostrado pelas TAB.5 e a FIG. 13.

A TAB.6 mostra, em ordem decrescente, que figado, rins, muisculo esquelético
apresentaram as maiores quantidades de crotamina nativa em todos os intervalos de tempo,

enquanto que pulmdes e bago mostraram as menores quantidades de crotamina nativa. No
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cérebro ndo foi detectada crotamina nativa. As maiores quantidades teciduais de crotamina
nativa foram detectadas cerca de 1 hora apos a injegdo.

Tabela 5. Concentracdo sanguinea de crotamina nativa radioiodada em camundongos,
ap6s administragdo, i.p., de 2,4 x 10° cpm.

Tempo (h) Animal #1 Animal#2 Animal#3 Animal#4 Animal#5 Média +DP
0,08 13943 9034 10136 11419 8643 10635 + 2141
0,25 33614 29576 28792 30932 27371 30057 £ 2370
0,50 29338 22102 28190 29838 28926 27679 £3175
1,00 32061 20426 23584 22653 25657 24876 + 4434

2,00 33076 30789 38350 29322 - 32884 + 3958
3,00 31572 35673 27967 21252 39158 31124 + 6944
4,00 26319 20237 24262 16878 35836 24706 £ 7210
8,00 15215 13697 13785 16523 15068 14858 + 1167
12,00 21030 8559 4621 10095 7669 10395 + 6271
24,00 2176 1387 1763 1219 1087 1526 + 443

Resultados expressos em cpm/mL; DP - desvio padrio; n =4 - 5 animais, # - numero do
camundongo em cada tempo.
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Figura 13. Concentragdo sanguinea de crotamina nativa radioiodada em diferentes
intervalos de tempo, apos administragdo i.p.. Os dados representam a média para 4 - §
camundongos. A curva em vermelho representa o ajuste.
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13. Bioatividade da crotamina iodada

Observou-se que 80% dos camundongos injetados com crotamina nativa marcada
com %I apresentaram paralisia das patas posteriores 6 minutos apos a injegio e 25% deles

morreram apés 48 horas.

14. Marcacio com **I da crotamina irradiada

A marcagio com '*I da crotamina irradiada mostrou uma recuperagio da
radioatividade ap6s a purificacdo 68,7% e rendimento do marcado de 15%.

14.1. Purificaciio da crotamina irradiada radioiodada

Os perfis de eluigdo das crotamina irradiada radioiodada e crotamina irradiada em
coluna de exclusio molecular em gel Sephadex G-50 mostraram que os picos da

radioatividade e o protéico coincidiram (FIG.14).
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Figura 14. Cromatografia de exclusdo molecular de: crotamina irradiada marcada com '*’I

(—) e crotamina irradiada (--) em tamp@o acido fosférico/fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4,
em coluna Sephadex G-50 (2,5 x 47 cm). Taxa de fluxo: 0,2 mL/min. Temperatura: 4°C.
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15. Biodistribui¢ao da crotamina irradiada

Da mesma forma que para a crotamina nativa, a curva ajustada aos dados obtidos
de concentragdo sanguinea da crotamina irradiada corresponderam a combinagéo linear de
dois termos exponenciais, seguindo a mesma representacao.

Foi realizado o teste F para a curva ajustada para a crotamina trradiada e ndo houve
diferenga estatisticamente significante entre os dados experimentais obtidos e os valores

ajustados.

Tabela 7. Valores dos parimetros de ajuste da curva de concentragio sanguinea da

crotamina irradiada.

Parametro Valor calculado Desvio Padrio
Al 59844 37873
bl 0,28 0,12
A2 -41805 36567
b2 0,98 0,71

Considerando-se que a equag¢do encontrada para a concentragdo sanguinea também
segue 0 modelo de um processo cinético de primeira ordem, determinou-se o tempo de
concentragdo sanguinea maxima (tmsx) da mesma forma que para a crotamina nativa.

A crotamina irradiada foi rapidamente absorvida, atingindo concentragdo sanguinea
maxima em 1,8 horas, como mostrado pelas TAB 8 e FIG 15.

A TAB.9 mostra, em ordem decrescente, que rins, figado, musculo esquelético e
sangue tiveram as maiores quantidades de crotamina irradiada em todos os intervalos de
tempo, enquanto que pulmdo, bago mostraram as menores quantidades de crotamina
irradiada. A crotamina irradiada n3o foi detectada no cérebro. As maiores quantidades de

crotamina irradiada nos tecidos foram detectadas proximos de 1 hora apos a injegao.
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Tabela 8. Concentragio sanguinea de crotamina irradiada radioiodada em camundongos,
ap6s administragio, i.p., de 1,3 x 10° cpm.

Tempo (h) Animal# 1 Animal#2 Animal#3 Animal#4 Animal#5 Média+DP
0,08 18293 18422 18522 21294 22385 19783 +£ 1918
0,25 23671 24158 27278 22493 11465 21813 £ 6049
0,50 28791 29131 28027 28103 28518 28514 £ 465
1,00 31186 25535 31032 33565 35365 31336 £3707
2,00 25401 22366 22423 22500 22835 23105 £ 1296
3,00 29547 31337 24438 23943 30507 27954 £ 3498
4,00 23372 12545 19371 30398 16455 20428 + 6840

8,00 2222 8976 4185 3233 1617 4047 + 2925
12,00 6623 1966 1624 3005 - 3305 + 2289
24,00 607 624 387 446 666 546 + 122

Resuitados expressos em cpm/mL; DP - desvio padrdo da média, =4 - 5 animais; # mimero do
camundongo em cada tempo.

Concentragao sanguinea (cpm/mL)
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Figura 15. Concentragfio sanguinea de crotamina irradiada radioiodada em diferentes
intervalos de tempo, ap6s administragdo i.p.. Os dados representam a média e o desvio
padrdo para 4-5 camundongos. A curva em vermelho representa o ajuste.
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DISCUSSAO

O fracionamento do veneno bruto de Crotalus durissus terrificus foi feito por
cromatografia de exclusio molecular em gel Sephadex® G100 (FIG.1). Este fracionamento
baseia-se no tamanho das moléculas dos componentes, onde, primeiramente, s3o eluidas as
moléculas maiores, e permite a separagdo de quatro fragdes. Analisando-se o perfil
cromatografico da exclusd@o, observa-se que as fra¢des 3 e 4, crotoxina e crotamina, foram
as mais representativas. Um perfil de eluigdo similar ao observado na FIG.1 é obtido em
todos os casos de veneno crotalico, exceto para venenos de cascavéis crotamina negativo,
que niio apresentam o pico 4 (Teno et al, 1990). A fragdo 1 contém a convuixina, uma
toxina de alto peso molecular, capaz de induzir agregacdo plaquetaria (Prado-Franceschi
&Vital-Brazil, 1981); a fracdo 2 contém a giroxina, enzima com atividade similar a
trombina (Barrio, 1961); a fragdo 3 contém crotoxina, uma neurotoxina potente (Slotta &
Fraenkel-Conrat, 1938) e a fragdo 4 contém a crotamina (Gongalves & Vieira, 1950).

Uma segunda etapa da punficagdo da crotamina foi realizada para a obtengdo
desta toxina com alto grau de homogeneidade (FIG.2). Sabendo-se que a crotamina é uma
proteina basica, utilizou-se para esta fase a cromatografia por troca iénica empregando-se
uma coluna cationica em tampao acido fosforico/fosfato de sodio (Spencer et al., 1998). A
analise da crotamina quanto ao seu grau de homogeneidade foi feita por meio de SE-HPLC
(FIG.3), RP-HPLC em coluna analitica, empregando-se gradiente linear de
acetonitrila/agua contendo acido trifluoroacético (FIG.4) e SDS-PAGE-glicina (dados ndo
mostrados). Na eletroforese em SDS-PAGE-glicina obteve-se uma banda larga de
crotamina devido as caracteristicas estruturais inerentes a molécula. Esta toxina é um
polipeptideo formado por 42 residuos de aminoacidos, constituido de dois lobulos (Beltran
& Mascarenhas, 1990) com residuo de prolina central. O residuo de prolina forma um eixo
de rotagdo entre os dois aminoacidos adjacentes, resultando na banda larga (Aird, S. D,
comunicagdo pessoal).

Adicionalmente, os cinco residuos de aminoacidos da extremidade N-terminal foi
confirmada por meio do seqiienciamento de aminoacidos nesta regido.

Apesar da determinagdo da composicio de uma proteina fornecer poucas
informagdes estruturais especificas, optou-se pela analise de aminoacidos da crotamina
porque € sabido que a irradiacdo de proteina € capaz de destruir aminoacidos,

preferencialmente, os aromaticos. O método de hidrolise empregado (HCI 6 N a 110°C por
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24 horas) ocasiona a degradag@o do triptofano, o que impossibilita sua detec¢do, ao passo
que a asparagina e glutamina sido convertidos quantitativamente em acido aspartico e em
acido glutamico, respectivamente. As propor¢des molares obtidas para cada aminoacido na
crotamina apresentaram boa correlagdo entre os valores esperados e observados (TAB.2).
A analise de aminoacidos também confirmou que a crotamina ndo possui os aminoacidos
valina, treonina e alanina, demonstrando, assim, que a toxina estava pura.

Com relagdo a crotamina irradiada, procedeu-se ao seqiienciamento dos cinco
residuos de aminoacidos na regido amino terminal na tentativa de se verificar a ocorréncia
de possiveis alteragdes da proteina. Similarmente ao que foi mostrado para a crotamina
nativa, a sequéncia de aminoacidos obtida foi: Y-K-Q-C-H. A analise de aminoacidos da
crotamina irradiada também mostrou um perfil similar ao da crotamina nativa, indicando
assim que a radiagdo gama ndo alterou a composigdo desta proteina.

As concentragdes protéicas das amostras de crotamina nativa e irradiada ndo
foram diferentes (TAB. 1), evidenciando que na dose de radiagdo gama utilizada ndo houve
perda do contetdo protéico. Estes dados estdo de acordo com os obtidos por Costa (1988).

A avaliagdo espectrofotométrica de absor¢do da crotamina irradiada na regido
ultravioleta mostrou um aumento na absorgdo na regidao de 230 a 350 nm, indicando uma
maior exposig¢do dos grupos cromoforos e isto, possivelmente, se deveu ao desdobramento
das cadeias polipeptidicas (FIG.5). O espectro obtido com a crotamina irradiada foi similar
aos descritos para venenos irradiados de Crotalus durissus terrificus (Murata, 1988), de
serpentes indianas (Baride et al., 1980) e também de Apis mellifera (Costa et al., 1999).
Frente a estes dados, poder-se-ia sugerir que o aumento de absor¢do na regido uitravioleta
causado pela radiagdo gama ¢ um fendmeno inespecifico para proteinas irradiadas. Esta
premissa € fortalecida pela observac¢do de Barron & Finkeslstein (1952) que mostraram um
aumento na absor¢do da luz ultravioleta na regido de 220 a 250 nm para as solugdes
aquosas de albuminas irradiadas com raios X.

As proteinas, em geral, absorvem luz em comprimentos de onda situados entre
180 e 300 nm, devido a presenca de cromoforos. Entre 250 a 300 nm, com pico maximo
em 280 nm, a absor¢do deve-se, principalmente, aos grupos R dos aminoacidos aromaticos.
Entre 190 e 200 nm, o espectro de uma proteina reflete a absorgdo das ligagGes peptidicas,
sendo influenciada pela conformagio do estado nativo da proteina (Smith et al.,1985). A
avalia¢do das crotaminas nativa e irradiada em espectrofotometria de absor¢do em UV

mostrou que ndo houve alteragdo da absor¢io na regido de 200 a 220 nm, sugerindo, assim,
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que a radiagdo gama ndo foi capaz de modificar a estrutura primaria desta proteina, o que
esta de acordo com os resultados obtidos na analise de aminoacidos destas crotaminas.

Em relagdo a estrutura secundaria, o espectro de dicroismo circular da crotamina
nativa na regido de 190-260 nm (FIG.7) ndo se assemelha a qualquer espectro dos modelos
padrdes para conformagdo de polipeptideos conhecidos (Cameron & Tu, 1977). No
entanto, ¢ muito semelhante ao espectro de dicroismo circular obtido para a miotoxina a,
toxina que difere da crotamina somente em trés aminoacidos. Os espectros da crotamina e
da miotoxina a entre a regido 195 a 250 nm sdo muito similares, com leves diferengas na
intensidade e posi¢do das bandas (Cameron & Tu, 1978).

Como se pode observar no espectro de dicroismo circular da crotamina nativa, a
ligag@o peptidica maxima apareceu em torno de 198 nm e a minima em 207 nm, tendo o
maximo de ligagdo ndo peptidica em 225 nm e o minimo em 235 nm (FIG.7). A presenga
dessas duas bandas ndo ¢é devido as contribuigdes das ligagdes peptidicas, mas
possivelmente, devido as cadeias laterais de tirosina e triptofano ou ambas. A auséncia de
uma forte banda negativa em 192 nm e de padrdo duplo de bandas negativas em 204 e 224
nm excluem a conformagio o . Esses dados sugerem que a crotamina nativa, assim como a
miotoxina a, ndo contém proporgdes significativas de o hélice. Kawano et al. (1982)
determinaram a estrutura secundaria da crotamina por espectroscopia de Raman,
mostrando segmentos em folha B e a-hélice, com predominidncia da primeira forma.
Resultados similares foram obtidos para a miotoxina a, por Bailey et al. (1979) que
mostraram quantidades significativas de estruturas 3, mas quantidades pequenas de a
hélice ou enrolamento ao acaso.

Houve uma leve diferenga nos espectros das crotaminas nativa e irradiada (FIG.7).
O espectro do dicroismo circular da crotamina irradiada foi caracteristico de proteina
desnaturada e mostrou uma ampla negatividade sobre a regido 198-245 nm, sugerindo,
assim, uma conformag¢io ao acaso.

As analises realizadas por espectrometria de massa para as crotaminas nativa e
irradiada mostraram um pico principal de massa de 142444 Da. para a toxina nativa
(FIG.B), cerca de 2,92 vezes a massa da crotamina nativa, sugerindo algum tipo de
interagdo molécula-molécula que ndo foi alterada pela presenga de acetonitrila. O segundo
pico, cuja massa foi de 14150,1 Da, pode ser um trimero de isoforma (FIG.9). Hampe,
(1989) mostrou, por meio de analise espectrofotométrica, a polimerizagdo da crotamina em

concentragdes de 10 a 40 ug/mL e descreveu um equilibrio entre mondmeros, dimeros e
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trimeros. Este modelo foi confirmado por eletroforese em gel de poliacrilamida (Hampe et
al., 1990). Estudos realizados por Teno et al., (1990) mostraram que ocorreu alto nivel de
polimerizagdo da crotamina o qual comegou com a forma dimérica, chegando até formar
hexdmero. Endo et al., (1989) utilizando espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(NMR), sugeriram a presenga de dois estados conformacionais na crotamina em solugdo. A
coexisténcia desses dois estados pode refletir leve isomerismo dos residuos de prolina,
modificagdes da estrutura covalente ou formagédo ndo usual de dimero.

Ha dados na literatura mostrando a existéncia de multiplas formas das miotoxinas
pequenas no mesmo veneno. Aird et al., (1991) e Griffin & Aird (1990) reportaram
multiplas formas de miotoxina a no veneno de um espécime de Crotalus viridis viridis.
Recentemente, Nedelkov & Bieber (1997) demonstraram a existéncia de isdmeros
conformacionais de crotamina, miotoxina a € miotoxina de Crotalus viridis helleri, usando
eletroforese capilar e espectrometria de massa. Além disso, os resultados obtidos com o
sequenciamento € a clonagem de genes da crotamina indicaram a presenga de variantes de
crotamina em veneno de Crotalus durissus terrificus (Smith & Schmidt, 1990, Radis-
Baptista et al., 1999 ).

A elui¢do da crotamina irradiada resultou em trés picos, com tempos de retengdo
menores do que os da toxina nativa. O primeiro pico resultou em uma massa de 4882 Da,
que foi compativel com a estrutura primaria da crotamina (FIG.9). Ja para o pico 2, a
massa calculada foi de 4903 Da e o espectro de massa foi complexo, dificultando a sua
analise (FIG.10). Provavelmente, a irradiagdo aboliu a interagdo molécula-molécula e o
produto irradiado seja formado por mondmeros em varios estados de oxidagdo. Davies et
al., (1987) mostraram que os radicais livres, #OH e ¢OH + "O,, formados na radiolise da
agua, afetaram as estruturas secundarias e terciarias da soroalbumina bovina e sugeriram
que estas alteracdes foram consegiientes de modificagdes oxidativas na estrutura primaria
da proteina.

O efeito toxico da crotamina em camundongos, ilustrado na FIG.11, é caracterizado
por indugdo instantdnea de contratura muscular com paralisia tonica severa das patas
traseiras. Esta paralisia tem sido atribuida a miotoxicidade da crotamina, responsavel pela
lesdo de fibras musculares esqueléticas (Owbny, 1988). Contudo, o mecanismo de agdo
envolvido ainda € pouco conhecido.

No que diz respeito a avaliagdo da DLso da crotamina nativa, encontrou-se o valor
de 6,0 mg/kg, apos administra¢do intraperitoneal em camundongos (TAB.3). Os valores

descritos na literatura sio muito variados. Apos administragdo de crotamina, pela via
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intraperitoneal em camundongos, foram obtidos os seguintes valores de DLso: 0,07 mg/kg
(Moussatché et al., 1956 e Giglio et al., 1975); 0,80 mg/kg (Rogero, 1978); 0,70 mg/kg
(Nakazone, 1978) e 32,76 mg/kg (Mancin et al., 1998). Ja os valores obtidos com o uso da
via endovenosa foram: 3,4 mg/kg (Cheymol et al,, 1971b), 4,0 mg/kg (Habermann &
Cheng-Raude, 1975) e 1,5 mg/kg (Vital Brazil et al., 1979). O valor encontrado quando se
utilizou a via subcutanea foi de 0,46 mg/kg (Mebs et al., 1983).

Além da via de administragdo, devem ser considerados outros fatores que podem
interferir na determinagdo da DLso. O solvente pode influenciar a toxicidade da crotamina,
como mostrado por Allen et al. (1986). Eles injetaram 6,3 mg/kg de crotamina em solugdo
aquosa por via subcutidnea, em camundongos, e observaram que esta dose ndo foi letal,
enquanto que em solugdo de acetato de sddio, 0,4 mL, a DLso encontrada foi 1,26 mg/kg.

Ja é sabido que as descrigdes das metodologias usadas nas determinagdes de DLso
de toxinas sio precarias, pois faltam informacGes tais como a linhagem do animal, o
solvente usado, o volume de solugdo administrado (Aird & Kaiser, 1985). Na determinagdo
da DLso de crotamina por Moussatché et al. (1956); Vital Brazil et al. (1979); Mebs et al.
(1983); Cheymol et al. (1971b) estas informag¢des foram omitidas. Assim sendo, ha
dificuldades na padronizagdo de métodos usados para a determinagdo da DLsy. Até a
década de 80, os métodos usados para purificagdo de proteinas consistiam de resinas com
baixo poder de resolu¢do e era incomum a utilizagdo de técnicas cruzadas e também a
confirmagdo da pureza de proteinas pelo seqiienciamento de aminoacidos, como realizados
no presente trabalho. Assim sendo, pode-se presumir que as crotaminas, mais
recentemente, obtidas teriam maior grau de pureza e apresentariam menor toxicidade.

Ja estd bem descrito na literatura que a irradiagdo de venenos de serpentes €
toxinas isoladas causam diminui¢do de toxicidade (Puranananda, 1972; Kankonkar et al.,
1975; Gaitonde et al., 1975; Baride et al., 1980; Herrera et al., 1986, Guarnieri-Cruz et al.,
1991; Hati et al., 1990; Murata et al., 1990, Souza-Filho et al., 1992. Murata, 1990,
Nascimento et al., 1996; Clissa et al., 1999). Como pode ser observado na TAB.3, o valor
da DLso da crotamina irradiada foi cerca de duas vezes maior do que o da nativa. Uma
diminuigdo de toxicidade pela radiagdo gama de *°Co, também de cerca de duas vezes, foi
descrita para a crotoxina (Souza-Filho et al., 1992, e Nascimento et al., 1998). Veneno de
Apis mellifera irradiado com radiagdo gama também mostrou diminuig¢@o da toxicidade de
cerca de duas vezes (Costa, et al., 1999).

A partir da analise dos espectros das crotaminas nativa e irradiada obtidos no

dicroismo circular verificou-se mudanga da sua estrutura secundaria. Deste modo, poder-
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se-ia atribuir a diminuigdo da toxicidade da crotamina irradiada a esta alteragdo estrutural.
Ainda mais, a crotamina nativa apresentou conformagio beta, prevalentemente, enquanto
que a crotamina irradiada apresentou conformagdo ao acaso. Assim sendo, poder-se-ia
aventar que esta alteragdo estrutural afetaria a interagdo da toxina com o tecido alvo e/ou
diminuiria a sua habilidade em modificar o influxo de sodio.

A TAB.6 mostra os resultados da biodistribuigio da crotamina nativa administrada
intraperitoneaimente, em diferentes intervalos durante 24 horas. Ela foi detectada, em ordem
decrescente nos seguintes orgdos: figado, rins, sangue, musculo esquelético. No decorrer das
24 horas, as quantidades de crotamina radioiodada vdo diminuindo lentamente até a valores
proximos da radia¢do de fundo. Deve-se ressaltar que a radioatividade encontrada nestes
orgdos deve-se a presenc¢a de crotamina radioiodada e nio a de radioiodo livre, porque o
controle feito com a tiredide mostrou que as taxas de contagem sdo baixas nas primeiras
horas, atingindo um pico maximo proximo de doze horas apds administragio e ndo
detectada taxas de contagens apreciaveis nos pulmdes.

A quantidade de crotamina nativa radioiodada detectada mostrou que ela foi
rapidamente absorvida, pois dentro de 1 hora apos a sua administragdo foi observado um
pico maximo sanguineo de radioatividade (FIG.13). As quantidades de crotamina nativa
radioiodada sanguinea diminuiram rapidamente entre 4 a 8 horas e depois lentamente, entre
8 e 24 horas, até atingir valores proximos da radiagdo de fundo. A partir destes dados pode-
se sugerir que houve metabolismo e/ou eliminac3o da crotamina nativa dentro de 24 horas.

A quantidade de crotamina nativa radioiodada detectada no figado, entre 30 e 60
minutos, foi trés vezes maior do que a sanguinea e, embora as quantidades hepaticas tenham
sido maiores do que as sanguineas durante as 24 horas, os seus perfis foram similares.
Assim, pode-se fortemente sugerir que a crotamina nativa radioiodada tenha metabolismo
hepatico.

A radioatividade da crotamina nativa foi detectada nos rins em quantidades cerca de
50% maior do que no sangue, entre 0,5 e 4 horas, e cerca de 50% menor do que no figado
durante as 24 h. Este perfil pode sugerir que a crotamina nativa radioiodada e/ou um
possivel metabolito esteja sendo eliminado pelos rins, ndo podendo ser descartado
metabolismo renal. N3o se pode descartar que a radioatividade detectada nos rins possa ser
atribuida a presenga de '?’I livre. Contudo, isto é pouco provavel, uma vez que o perfil da
radioatividade renal foi similar ao do sangue e também ao do figado.

O miusculo esquelético apresentou a crotamina nativa radioiodada em quantidades

cerca de 300% menores do que as do sangue, entre 15 minutos a 6 horas. Apos este periodo,
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as quantidades detectadas no musculo diminuiram lentamente. O perfil muscular das
quantidades de crotamina nativa radioiodada foi similar ao sanguineo. A presenga de
crotamina nativa radioiodada na musculatura esquelética confirma que a radioatividade
detectada deve—se a crotamina porque foi mostrado que crotamina nativa iodada induziu
severa paralisia das patas posteriores dentro de 15 minutos apdés a administragdo
intraperitoneal.

A crotamina nativa radioiodada foi detectada nos pulmdes, bago e coragdo em
quantidades muito menores do que a detectada no musculo esquelético, o que poderia
indicar afinidade da crotamina por musculo esquelético.

No cérebro, a radioatividade detectada foi similar a radiagdo de fundo. Este fato é
importante porque coloca em divida sugestdes existentes na literatura de que a crotamina
seja capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e exercer efeitos no sistema nervoso
central (Haberman & Cheng-Raude , 1975 e Mancin et al., 1998).

A crotamina € uma proteina constituida de 42 aminoacidos, possuindo uma

1231, poderia interferir na sua

tirosina na posi¢do N-terminal. A marcagdo da crotamina com
atividade, uma vez que o método baseia-se na iodagdo do residuo tirosina desta toxina.
Dados da literatura sugerem que a iodag@o da tirosina aboliu a toxicidade da toxina E, a
qual ¢ homologa da crotamina. (Allen et al,, 1996). Assim sendo, no presente trabalho
utilizou-se a dose de 6 mg/kg (DLso) de crotamina marcada com '*’I e observou-se que
80% dos camundongos apresentaram paralisia das patas posteriores e 25% dos animais
morreram dentro de 48 horas. Assim, demonstrou-se que a iodagdo da tirosina N-terminal
nd3o comprometeu a atividade da crotamina.

A TAB.9 mostra os resultados da biodistribui¢do da crotamina irradiada
administrada intraperitonealmente, em diferentes intervalos durante 24 horas. A
radioatividade foi detectada, em ordem decrescente nos: rins, sangue, figado e musculo
esquelético. No decorrer das 24 horas, as quantidades de crotamina irradiada radioiodada
vao diminuindo lentamente até alcangar valores proximos da radiagio de fundo. A
radioatividade encontrada nestes oOrgdos deve-se a presenga de crotamina irradiada
radioiodada e ndo exclusivamente ao radioiodo livre, porque o controle feito com a tiredide
mostrou taxas de contagem apreciaveis apos a sexta hora, e taxas de contagem muito baixas
nos pulmdes, semelhante ao perfil observado com crotamina nativa radioiodada.

Similarmente ao ocorrido com a crotamina nativa, a quantidade detectada de
crotamina irradiada radioiodada mostrou que ela foi rapidamente absorvida, pois dentro de

1,8 horas apds a sua administragdo foi observado um pico maximo sanguineo de
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radioatividade (FIG. 15). As quantidades de crotamina irradiada radioiodada no sangue
diminuiram rapidamente entre 4 a 5 horas e depois lentamente entre 8 e 24 horas, até atingir
valores proximos do radiagio de fundo, sugerindo a ocorréncia de metabolismo e/ou
eliminacdo da toxina irradiada dentro de 24 horas.

O perfil de biodistribui¢do da crotamina irradiada radioiodada no figado mostrou
que a radioatividade foi detectada em quantidades cerca de 50% menor do que a do sangue
durante as primeiras 4 horas, sendo que, posteriormente, houve superposi¢do dos perfis até
as 24 horas. Isto sugere que a crotamina irradiada apresente metabolismo hepatico, embora
menor do que a nativa. Possivelmente, este fato se deva a modificagdo estrutural induzida
pela radiagdo gama, como mostrado pelo espectro de dicroismo circular.

A radioatividade detectada nos rins foi maior do que a sanguinea durante as 24
horas. Este perfil pode sugerir que a crotamina irradiada radioiodada e/ou um seu possivel
metabolito esteja sendo eliminado pelos rins. Ndo se pode descartar que esteja ocorrendo
metabolismo renal. Ainda mais, pode-se sugerir que a radioatividade renal possa ser
atribuida a crotamina irradiada radioiodada, e ndo exclusivamente ao iodo livre, uma vez
que o seu perfil foi similar ao obtido para o sangue e figado.

Os dados acima sugerem que a crotamina irradiada possivelmente tenha sido mais
rapidamente metabolizada e eliminada do que a nativa, o que poderia justificar a menor
toxicidade desta proteina.

A crotamina irradiada radioiodada foi detectada no musculo esquelético e o seu
perfil foi similar ao da nativa. A distribuigdo da crotamina irradiada para o musculo
esquelético corrobora com a observagdo de que a toxina irradiada foi capaz de induzir
paralisia de patas posteriores de camundongos, quando injetada intraperitonealmente.

Similarmente a crotamina nativa, a irradiada radioiodada foi detectada nos pulmdes,
bago e coragdo em quantidades muito pequenas, mas no cérebro a radioatividade detectada
foi similar a radiagdo de fundo, o que sugere uma afinidade da crotamina irradiada por

musculo esquelético.
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CONCLUSOES

O meétodo de purificagio utilizado para o isolamento da crotamina foi adequado,
uma vez que os métodos para avaliagdo da homogeneidade da proteina mostrou crotamina
pura.

A radiagdo gama ndo alterou a concentragdo protéica, nio induziu a formagdo de
agregados e fragmentos e ndo modificou a composigdo da crotamina.

A radiagdo gama alterou o espectro de absor¢io ultravioleta e provocou discreta
alteragdo na estrutura secundaria da crotamina.

Os resultados de espectrometria de massa sugeriram que a radiagdo gama alterou a
interag¢do molécula-molécula e induziu modificagdes oxidativas na crotamina.

A radiagdo gama atenuou a toxicidade da crotamina em cerca de duas vezes. O
valor da dose letal a 50% (DLso) obtido em camundongos, por via i.p., para a crotamina
nativa fo1 6,00 mg/kg, enquanto que, para a crotamina irradiada foi 11,55 mg/kg.

A mudanga da estrutura secundaria da crotamina induzida pela radiagdo gama,
mostrada pelo dicroismo circular, poderia ser responsavel pela diminuigdo da toxicidade.

A radiagio gama ndo aboliu a atividade biolégica da crotamina, ou seja, paralisia
das patas posteriores de camundongos.

A iodagdo da tirosina N-terminal da crotamina nativa ndo aboliu a atividade
biologica da mesma.

O estudo de biodistribuigdo da crotamina nativa mostrou que ela foi rapidamente
absorvida, com pico de concentragdo sanguinea maxima em 1 hora. Também sugeriu que
ela teve metabolismo hepatico e eliminagdo e/ou metabolismo renal e que o musculo
esquelético foi o orgdo eletivo de agdo da toxina.

A crotamina ndo atravessou a barreira hematoencefalica, uma vez que no cérebro
foram detectadas taxas de contagem de radiagdo de fundo.

O estudo de biodistribuigdo da crotamina irradiada mostrou que ela foi
rapidamente absorvida, com pico de concentragio sanguinea maxima em 1,8 horas.
Também sugeriu que ela teve metabolismo hepatico e eliminagdo e/ou metabolismo renal.

A menor toxicidade da crotamina irradiada poderia ser explicada por ter havido

metabolismo e elimina¢do mais rapidos do que da crotamina nativa.
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Similarmente a crotamina nativa, a crotamina irradiada teve afinidade por

musculo esquelético e ndo atravessou a barreira hematoencefalica.
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Apéndice 1.. Analise de aminoacidos de crotamina nativa. 6 nmoles de padrdes.
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Apéndice 5. Sequienciamento de aminoéacidos da crotamina nativa. 450 pmoles. Padroes.
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Apéndice 7. Sequenciamento de aminoacidos da crotamina nativa. 450 pmoles. Residuo 2.
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Apéndice 8. Seqiienciamento de aminoacidos da crotamina nativa. 450 pmoles. Residuo 3.
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Apéndice 9. Seqiienciamento de aminoacidos da crotamina nativa. 450 pmoles. Residuo 4.
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Apéndice 10. Seqiienciamento de aminoacidos da crotamina nativa. 450 pmoles.
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Apéndice 11. Sequenciamento de aminoacidos da crotamina irradiada. 450 pmoles.
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Apéndice 13. Seqiienciamento de aminoacidos da crotamina irradiada. 450 pmoles.
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Apéndice 17. Cromatografia de aito desempenho, sob fase reversa, de crotamina nativa,
400 pg/ml, em C8 Vydac (250 mm x 180 pum), utilizando-se gradiente de 5 a 100% de
solvente A (4cido formico 0,1%) para solvente B (90% de acetonitrila em acido férmico
0,1%). Fluxo: 2 uL/min. A proteina foi monitorada pela absorvdncia em 214 nm.
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Apéndice 18. Cromatografia de alto desempenho, sob fase reversa, de crotamina irradiada,
400 pg/mL, em C8 Vydac (250 mm x 180 um), utilizando-se gradiente de 5 a 100% de
solvente A (acido formico 0,1%) para solvente B (90% de acetonitrila em acido formico
0,1%). Fluxo: 2 uL/min. A proteina foi monitorada pela absorvancia em 214 nm.
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Apéndice 21: Porcentagem da dose injetada, no sangue total, apds administragdo de
2,4 x 10° cpm de:crotamina nativa radioiodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Meédia + DP
0,08 1,57 0,97 1,12 1,36 1,03 1,2+0,3
0,25 3,84 3,36 3,49 3,23 3,33 3,5+02
0,50 3,35 2,55 3,49 3,13 3,27 29+04
1,00 3,82 2,11 2,70 2,59 2,58 2,83+0,6
2,00 3,69 4,48 2,90 3,28 - 3,6+£0,7
3,00 3,39 3,58 3,16 2,38 3,93 3,3+£0,6
4,00 2,64 2,10 2,78 1,77 3,84 2,6+0,8
8,00 1,74 1,56 1,88 1,71 1,58 1,710,1
12,00 0,90 0,50 1,07 0,84 0,35 0,7+0,3

24,00 0,24 0,15 0,20 0,14 0,12 0,17 £0,05

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrdo

Apéndice 22. Porcentagem da dose injetada, no sangue total, apds administragdo de
1,3 x 10° cpm de crotamina irradiada radioiodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 %#5  Média + DP
0,08 3,70 3,72 3,74 3,29 430 3,7+0,4
0,25 4,71 4,81 5,43 4,48 2,28 43+12
0,50 6,51 6,59 6,34 6,45 6,36 6,4 +0,1
1,00 6,77 6,74 7,68 7,29 5,54 6,8 + 0,8
2,00 4,92 4,88 4,95 5,03 4,94 49+0,1
3,00 5,88 6,24 4,86 4,77 6,07 5,6 +0,7
4,00 5,22 2,80 4,32 6,78 3,67 46+1,5
8,00 0,50 2,03 0,95 0,73 0,37 0,9 +0,7
12,00 1,46 0,43 0,36 0,66 - 0,740,5
24,00 0,13 0,13 0,08 0,13 0,09 0,11 +0,03

# namero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrao

Causa GL SQ QoM F
Tratamento 1 65,829 65,829 3,706
Tempo 18 319,707 17,761 44.645*
Residuo 78 31,031 0,397
Total 97 416,568

* estatisticamente significantes, p < 0,05.
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Apéndice 23. Porcentagem da dose injetada, nos rins, apos administragdo de 2,4 x 10° cpm
de crotamina nativa radioiodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 %#5  Média + DP
0,08 1,490 0,900 0,790 1,730 1,000 1,2+0,4
0,25 4,340 3,180 3,080 2,390 3,480 3,340,7
0,50 3,450 5,970 5,760 3,520 6,760 51+1,5
1,00 4,590 2,650 7,090 5,170 4,550 48+ 1,6
2,00 7,701 4,067 8,251 5,121 0,000 6,3+2,0
3,00 6,340 4,579 3,524 6,347 8,496 59+19
4,00 3,431 4,764 3,480 2,006 4,172 3,6 £1,0
8,00 0,933 1,401 1,265 1,056 1,017 1,1£02
12,00 0,943 1,536 1,708 1,008 1,116 1,340,3
24,00 0,309 0,256 0,153 0,220 0,244 024 +0,06

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrao

Apéndice 24. Porcentagem da dose injetada, nos rins, apés administracdo de 1,3 x 10° cpm
de crotamina irradiada radioiodada, i.p. , em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Meédia + DP
0,08 0,960 1,261 0,933 1,242 0,625 1,0£0,3
0,25 4,536 4,945 4,854 4,608 5,538 49+ 04
0,50 7,946 9,289 7,005 6,133 9,003 7,9+ 1,3
1,00 15,860 18,552 12,768 13,694 14,488 15,1 +£22
2,00 16,778 15,846 16,356 16,216 14,657 16,0 £ 0,8
3,00 12,218 14,536 12,706 15,050 15,164 14014
4,00 13,210 11,337 12,164 9,574 12,075 11,7+ 1,3
8,00 7,475 7,952 7,360 7,161 6,535 7,3x£0,5
12,00 6,508 6,027 5,325 5,800 - 59+0,5
24,00 2,777 2,913 2,830 2,858 2,710 2,82 £ 0,08

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrio.
Causa GL SQ QM F
Tratamento 1 763,52174 763,52174 9,664*
Tempo 18 1422,12754 79,00709 47,067*
Residuo 79 132,60915 1,67860
Total 98 2318,25843

* estatisticamente significante, p<0,05%.
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Apéndice 25. Porcentagem da dose injetada, no figado apos administragdo de
2.4 x 10° cpm de crotamina nativa radioiodada, i.p., em camundongos:

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 %#5  Média + DP
0,08 3,827 2,476 1,040 1,256 1,632 20+ 11
0,25 7,64 5,605 4,569 3,956 4371 52415
0,50 13,522 10,074 10,746 7,267 8,524 10,0 +2,0
1,00 12,756 6,849 12,017 14,186 5,953 10,0 + 4.0
2,00 18,827 6,574 10,640 18,987 - 14,0 + 6,0
3,00 8,477 9316 14,198 8,201 10,214 10,0 2,0
4,00 4,355 4,715 7,896 3,459 8,202 57+22
8,00 7,851 5,809 9,507 11,842 9,207 8.8 42,2
12,00 6,0777 4,976 7412 3,808 3,694 52+16

24,00 2,0596 1,249 0,978 0,959 - 13+0,5

# numero do camundongo em cada tempo

Apéndice 26. Porcentagem da dose injetada, no figado, apos administragio de
1,3 x 10° cpm de crotamina irradiada radioiodada, 1.p., em camundongos

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Média + DP
0,08 1,007 1,126 1,047 2,305 0,539 1,2+0,7
0,25 1,873 1,519 1,927 2,293 1,678 1,9+£0,3
0,50 1,485 1,098 1,348 1,568 1,747 1,4 £0,2
1,00 3,000 1,598 2,655 2,519 2,255 2,4+0,5
2,00 2,541 2,475 1,687 1,856 2,282 22+04
3,00 2,490 2,328 2,480 1,979 2,039 23+0,2
4,00 2,734 2,154 2,394 1,980 2,044 23103
8,00 1,322 1,594 1,076 1,176 0,865 1,2+0,3
12,00 0,757 1,127 0,856 1,115 - 0,96 £ 0,19

24,00 0,421 0,466 0,574 0,567 0,438 0,49 + 0,07
# numero do camundongo em cada tempo. DP - desvio padrdo.
Causa GL SQ QM F
Tratamento 1 761,49263 761,493 20,851*
Tempo 18 657,37600 36,521 9,909*
Residuo 77 283,79597 3,686
Total 96 1702,66459

* estatisticamente significantes, p < 0,05.
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Apéndice 27. Porcentagem da dose injetada, no musculo esquelético, apos administragdo

de 2.4 x 10° cpm de crotamina nativa radioiodada, i.p., em camundongos

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Meédia £ DP
0,08 0,593 0,649 0,396 0,317 0,272 0,45+ 0,17
0,25 0,222 0,620 0,373 0,526 0,665 0,48 £ 0,18
0,50 0,724 0,638 0,688 0,689 0,740 0,70 + 0,04
1,00 1,410 1,350 1,373 1,050 0,345 1,1 +0,4
2,00 1,162 1,140 1,109 1,023 - 1,1 £0,1
3,00 0,684 0,995 0,881 0,499 0,594 0,73 £0,20
4,00 0,916 0,633 0,854 0,940 0,630 0,79 £0,15
8,00 0,680 0,523 0,561 0,635 0,576 0,60 + 0,06
12,00 0,2244 0,3564 0,1999 0,2175 0,3823 0,28 £ 0,09

24,00 0,5239 0,6307 0,2756 0,5035 - 0,48 +£ 0,15

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrio.

Apéndice 28. Porcentagem da dose injetada, no musculo esquelético, apos administragdo
1,3 x 10° cpm de crotamina irradiada radioiodada, 1.p., de em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Meédia + DP
0,08 0,758 0,727 0,379 0,395 0,542 0,56 £ 0,18
0,25 1,198 1,428 0,996 0,980 1,468 1,21 +£0,23
0,50 1,089 0,543 0,604 0,846 0,685 0,75x0,22
1,00 0,975 0,732 0,869 0,506 0,959 0,81 £0,19
2,00 0,453 0,453 0,638 0,633 0,621 0,56 £ 0,10
3,00 1,150 0,702 0,648 0,593 0,551 0,73 £0,24
4,00 0,690 0,512 0,427 0,611 0,976 0,64 £0,21
8,00 0,207 0,366 0,262 0,240 0,209 0,26 £ 0,07
12,00 0,366 0,223 0,328 0,187 - 0,28 £ 0,09
24,00 0,112 0,126 0,124 0,099 0,109 0,11 £0,01

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrio. .
Causa GL QM F
Tratamento 1 0,11406 0,11406 0,266
Tempo 18 7,70750 0,42819 12,611*
Residuo 77 2,61456 0,03396
Total 96 10,43612

* estatisticamente significantes, p < 0,05.
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Apéndice 29. Porcentagem da dose injetada, no bago, apds administragdo, de
2,4 x 10° cpm de crotamina nativa radioiodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 %#5  Média = DP
0,08 0,719 0,443 0,601 1,395 0,424 0,72 % 0,40
0,25 0,58 0,572 0,533 1,080 0,581 0,67 + 0,23
0,50 0,542 0,542 0,570 0,727 0,790 0,63 +0,12
1,00 0,331 0,329 0,138 0,203 0,125  0,23+0,10
2,00 0,209 0,244 0,269 0,070 0,045  0,1740,10
3,00 0,287 0,356 0,233 0,190 0,212 0,26 +0,07
4,00 0,207 0,170 0,127 0,160 0,147 0,16 +0,03
8,00 0,125 0,081 0,098 0,104 0,118  0,11+0,02
12,00 0,0287 0,046 0,051 0,041 0,027 0,04 +001

24,00 0,0048 0,019 0,021 0,012 0,015 0,014 + 0,006

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrio.

Apéndice 30. Porcentagem da dose injetada, no bago, apos administragdo de 1,3 x 10° cpm
de crotamina irradiada radiotodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Média £ DP
0,08 0,472 0,342 0,217 0,891 0,420 0,47 £ 0,26
0,25 0,422 0,746 0,364 0,601 0,519 0,53 +0,15
0,50 0,302 0,347 0,321 0,387 0,278 0,33 £0,04
1,00 0,402 0,291 0,212 0,341 0,222 0,29 £ 0,08
2,00 0,140 0,140 0,102 0,148 0,147 0,14 + 0,02
3,00 0,192 0,124 0,170 0,152 0,188 0,17 £0,03
4,00 0,201 0,142 0,092 0,121 0,097 0,13 +0,04
8,00 0,046 0,045 0,055 0,046 0,044 0,047 £ 0,004
12,00 0,072 0,033 0,051 0,030 - 0,05 £0,02

24,00 0,016 0,019 0,027 0,010 0,015 0,017 £ 0,006
# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrio.
Causa GL oM F
Tratamento 1 0,15530 0,15530 0,594
Tempo 18 4,70681 0,26149 14,714*
Residuo 79 1,40395 0,01777
Total 98 6,26606

* estatisticamente significantes, p < 0,05.
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Apéndice 33. Porcentagem da dose injetada, no cérebro, apds administracdo de
2,4 x 10° cpm de crotamina nativa radioiodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 % #5 Média = DP
0,08 0,011 0,0310 0,0120 0,0160 0,0230 0,019 £ 0,008
0,25 0,006 0,0090  0,0120 0,0080  0,0170 0,010 + 0,005
0,50 0,015 0,0093 0,0079 0,0073 0,0019 0,008 + 0,005
1,00 0,011 0,0090 0,0110 0,0180 0,0160 0,013 + 0,004
2,00 0,017 0,0060 0,0110 0,0140 0,0190 0,013 £ 0,005
3,00 0,016 0,0190 0,0160 0,0240 0,0180 0,019 + 0,003
4,00 0,028 0,0190 0,0190 0,0220 0,0170 0,021 £ 0,004
8,00 0,008 0,0160 0,0070 0,0100 0,0100 0,010 £ 0,004

12,00 0,0077 0,0037 0,0066 0,0078 0,0019 0,006 + 0,003
24,00 0,0025 0,0024 0,0014 0,0016 0,0038 0,002 + 0,001
# niumero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrao.

Apéndice 34. Porcentagem da dose injetada, no cérebro apds administragio de
1,3 x 10® cpm de crotamina irradiada radioiodada, i.p., em camundongos.

Tempo (h) % #1 % #2 % #3 % #4 %#5  Média + DP
0,08 0,007 0,014 0,005 0,011 0,003 0,008 + 0,004
0,25 0,014 0,010 0,010 0,021 0,025 0,016+ 0,007
0,50 0,006 0,003 0,014 0,012 0,004 0,008 + 0,005
1,00 0,007 0,008 0,021 0,009 0,011 0,011 0,005
2,00 0,006 0,009 0,021 0,011 0,010 0,011+ 0,006
3,00 0,023 0,005 0,007 0,009 - 0,011 + 0,008
4,00 0,013 0,012 0,004 0,007 0,026 0,012 + 0,009
8,00 0,005 0,007 0,005 0,004 0,003 0,005 + 0,002
12,00 0,005 0,006 0,007 0,006 - 0,006 + 0,001
24,00 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,006 + 0,002

# numero do camundongo em cada tempo. DP — desvio padrao.

Causa GL SQ oM F
Tratamento 1 0,00017 0,00017 1,412
Tempo 18 0,00217 0,00012 4,882**
Residuo 78 0,00193 0,00002
Total 97 0,00426

* estatisticamente significantes, p < 0,05; * teste Tukey.- ndo significante ao nivel de 5%.
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Apéndice 35. Distribuigdo tecidual de crotamina nativa radioidada em diferentes intervalos

de tempo, ap6s inje¢do intraperitoneal. Os dados sdo mostrados como média paran =4 - 5
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Apéndice 36. Distribui¢do tecidual de crotamina irradiada radioiodada em diferentes

intervalos de tempo, apés inje¢do intraperitoneal. Os dados sdo mostrados como média
para n = 4-5 camundongos.
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