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SUMÁRIO  

As moléculas protéicas podem ser alteradas de acordo com a dose de  
radiação ionizante, mudando suas propriedades. O presente trabalho  
visa estudar as alterações produzidas pela radiação gama no veneno  
de jararaca, a fim de determinar a dose mais eficiente, a qual pre  
serve a capacidade antigénica e imunológica, porém com atenuação  dã 
atividade tóxica. Para tanto, o veneno de Bothrops jararaca foi dis  
solvido em NaCl 0,85% na concentração de 2 mg/ml e irradiado com  
CO-60. Foram utilizadas doses de 500, 1000, 2000 e 5000 Gy com uma  
taxa de dose de 900 Gy/h. Após irradiação foi feita a determinação  
do conteúdo protéico, dos grupos sulfidrilicos livres do perfil ele  
troforético (SDS-PAGE) e análise do espéctro de absorção na região  
ultravioleta. Os resultados mostraram a manutenção do conteúdo pro  
téico porém sem mostrar o aparecimento de grupos sulfidrilicos li  
vres, nas várias doses de radiação, pelo método de Ellman. A análise  
do espéctro de absorção apresenta um aumento da densidade óptica na  
faixa de 230 a 400 nm à medida que a dose de radiação aumenta,enquan  
to o perfil eletroforético mostra discreta alteração.  

ABSTRACT  

The present paper studies the effects of gamma radiation on.the jara  
raca venom in order to find the dose that is able to preserve the an  
tigenic and immunological capacity but decreases the toxic activity.  
To obtain this purpose, the Bothrops jararaca venom was dissolved in  
0.85% NaCl to a 2 mg/ml solution and irradiated in a CO-60 source.  

Doses of 500, 1,000, 2,000 and 5,000 Gy were used at a dose rate of  
900 Gy/h. After the irradiation the proteic contents were determined  
as well as the eletrophoretic profile (SDS-PAGE) and the analysis of  
the UV spectrum. The results showed the maintenance of the proteic  
contents and no free sulphidrilic group in the various doses of ra  
diation by the Ellman method. The analysis of the UV spectrum showed  
an increase of the optical density in the range of 230 to 400 nm  

with the increasing of radiation dose, while the eletrophoretic pro  
file showed discret alteration.  
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INTRODUÇÃO 

Venenos são complexos protéicos, ricos em enzimas, glicopro 
temas e peptídeos. O veneno de Bothrops jararaca é caracterizado 
pela presença de metaloproteínas com atividade hemorrágica inten 
sa, enzimas proteolíticas, desfibrinantes, coagulantes, 	agregan 
tes plaquetárias, entre outras. Estas toxinas quando 	utilizadas 
para produção de soro antibotrópico causam efeitos locais severos 
nos animais utilizados. 

Muitos agentes químicos e físicos têm sido testados na tenta 
tiva de atenuar as atividades tóxicas com preservação das proprie 
dades imunogênicas. Os efeitos das radiações ionizantes em protei 
nas tem sido bem estudadose já que os venenos ofídicos são consti 
tuídos basicamente por proteínas, grande parte desses conhecimen 
tos pode ser aplicado no estudo da irradiação de venenos. A radia 
ção gama pode alterar as propriedades das moléculas protéicas di 
retamente ou indiretamente, quando estas interagem com os radi 
cais livres formados pela radiólise da água. 

O presente trabalho visa estudar as alterações produzidas 
por diferentes doses de radiação gama no veneno de jararaca, com 
o objetivo de determinar a dose mais eficiente para preservação 
das propriedades imunogênicas com atenuação da toxicidade. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

I - Preparação e Irradiação das Amostras 

Foi preparada uma solução de 2 mg/ml de veneno de Bothrops  
jararaca por ml em NaC1 0,85%. A amostra foi dividida em 5 tubos, 
dos quais 4 foram submetidos a irradiação gama em uma fonte de 
CO-60, tipo GAMMACELL 220 e um tubo com veneno não irradiado foi 
utilizado como referência nos ensaios. As amostras foram submeti 
das à radiação gama nas doses de 500, 1000, 2000 e 5000 Gy em um a 
taxa de dose de 900 Gy/h. 

II - Determinação do Conteúdo Protéico 

Foi determinada a concentração protéica das amostras antes e 
após a irradiação segundo o método de Lowry (6) modificado por 
Miller (7), utilizando soroalbumina bovina como padrão. 

III - Determinação de Grupos Sulfidrilicos Livres 

O método de Ellman (4) foi utilizado para determinar grupos 
SH livres que podem se formar durante a irradiação, pela quebra 
de pontes dissulfeto. Todos os ensaios foram realizados imediata 
mente após a irradiação, utilizando cisteina como padrão. 

IV - Determinação do Perfil Eletroforético 

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato 
de sódio foi utilizada com o objetivo de evidenciar possíveis mu 
danças de peso molecular, em um sistema denaturante, detectando 
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quebras das proteínas em solução. O método foi realizado em placa 
usando gradiente de concentração de poliacrilamida de 7,5% a 15%. 
Foram aplicadas amostras de veneno não irradiado e irradiado em 
500, 1000, 2000 e 5000 Gy na concentração de 1 mg/ml. a lactoalbu 
mina (14200 Daltons), inibidor de tripsina (20100 Daltons),tripsi 
nogênio (24000 Daltons), fosfatase desidrogenase 3 gliceraldeido 
(36000 Daltons), anidrase carbônica (29000 Daltons), albumina de 
ovo (45000 Daltons) e albumina bovina (66000 Daltons) foram utili 
zadas como referência. 

A placa foi corada com o Coomassie brilhant blue R-250 e fo 
tografada, como mostra a figura 1. 

V - Análise do Espectro de Absorção na Região Ultravioleta 

O método foi utilizado com o objetivo de evidenciar possi 
veis mudanças conformacionais nas proteínas irradiadas. Foram ana 
lisadas amostras na concentração de 500pg/ml, no intervalo de 
230 a 400 nm, no espectrofotômetro Cary Modelo 118C. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A dosagem de proteínas das amostras demonstrou a manutenção 
do conteúdo protéico em todas as doses de radiação. Esse comporta 
mento é semelhante ao veneno de Naja naja, o qual irradiado nas 
doses de 1000 a 50.000 Gy não apresentou precipitação (Kankonkar, 
et al 1975), mas diferente de outros venenos, como por exemplo 
Crotalus durissus terrificus que quando irradiado na dose de 2000 
Gy apresentou precipitação de cerca de 60% do conteúdo protéico 
(Murata, 1988). 

Nas condições experimentais não foram detectados grupos sul 
fidrilicos livres pelo método de Eliman (4). Provavelmente ocor 
rem quebras de pontes dissulfeto, mas na presença de oxigênio --e -
de  diferentes radicais, estas se rearranjam muito rapidamente não 
sendo possível quantificá-las. 

Os perfis eletrbforéticos foram mantidos porém as bandas das 
principais frações diminuiram proporcionalmente à dose de radia 
ção, assim como apareceram frações de peso molecular menor, que 
indicam quebras de proteínas na solução. (figura 1). 

No espectro de absorção na região ultravioleta (figura 2) po 
demos notar o aumento crescente da densidade óptica à medida que 
a dose de radiação aumenta e a diminuição da diferença entre o 
pico de absorção máxima e mínima, em 280 e 250 nm, respectivamen 
te (tabela 1). Essa análise concorda com os resultados obtidos 
por Baride e colaboradores na irradiação de venenos de Naja naja, 
E. carinatus, B. cherulatus e V. russeli. Os resultados obtidos 
indicam prováveis mudanças conformacionais nas proteínas, uma vez 
que o aumento de absorção é causado pela maior exposição dos gru 
pos cromóforos, possivelmente causado pelo desdobramento de cã 
deias polipeptídicas. 

Os resultados apresentados mostram que as mudanças estrutu 
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rais observadas no veneno de jararaca, mesmo após a dose de 5000 
Gy, são discretas, mostrando-se promissores para o prosseguimento 
do trabalho visando a atenuação. O estudo subsequente irá enfocar 
as propriedades imunológicas e toxicológicas do veneno, procuran 
do confirmar a radiorresistância das propriedades imunogânicas do 
veneno atenuado, descritas por Puranananda, 1972; Salafranca,1973 
e Murata, 1988. 

Tabela 1: Absorvância no pico máximo e mínimo obtidas no espectro 
 de absorção na região ultravioleta de amostras de vene 

no botrópico. 

Amostra 	Absorvãncia 	Absorvãncia 	Absorvância 
max.(280nm) 	min.(250nm) 

NI 0,73 0,42 0,31 
500 0,71 0,46 0,25 

1000 0,71 0,47 0,24 
2000 0,77 0,53 0,24 
5000 0,82 0,60 0,22 

NI - amostra não irradiada 
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Nas figuras que se seguem as amostras estão identificadas com a 
seguinte numeração: 

1. veneno não irradiado 
2. veneno irradiado com 500 Gy 
3. veneno irradiado com 1000 Gy 
4. veneno irradiado com 2000 Gy 
5. veneno irradiado com 5000 Gy 

Figura 1: Eletroforese de veneno de jararaca não irradiado e ir 
radiado nas doses de 500, 1000, 2000 e 5000 Gy em gel 
de poliacrilamida em sistema descontinuo com SDS,corada 
com Coomassie brilhant blue R-250. As amostras foram 
pré-tratadas com uréia e beta-mercaptoetanol. 

P - Proteínas Padrões 
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Figura 2: Espectro de absorção na região ultravioleta de amostras 
de veneno botrópico em solução de NaC1 0,85%, na concen 
tração de 500pg/ml. Na leitura do espectro utilizou- 
o intervalo de absorvãncia de 0 a 1,0, com uma variação 
de comprimento de onda de 0,5 nm/segundo, entre 240 	e 
350 nm. A velocidade do papel foi de 20 nm/polegada. 
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