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ESTUDO DOS EFEITOS DA RADIAÇÃO GAMA DE ^°Co 

NAS PROPRIEDADES BIOQUÍMICAS, BIOLÓGICAS E IMUNOLÓGICAS 

DO VENENO DE Bothrops jararaca. 

Míriam Camargo Guarnieri 

Resumo 

A radiação gama, por induzir modificações diferenciais 

nas atividades tóxicas, enzimáticas e imunológicas das 

proteínas, pode ser ferramenta útil na destoxicação de vene­

nos ofídicos. Com o intuito de estudar o mecanismo de ação e 

os efeitos dos raios gama no veneno de Bothrops jararaca, 

determinando a dose de radiação que atenue as atividades 

tóxicas e enzimáticas com manutenção das propriedades imu­

nológicas do veneno, além dos radicais livres mais relevan­

tes nesse processo, foi efetuado o presente trabalho. Amos­

tras de veneno de jararaca (2 mg/ml em NaCl 0,15M) foram 

irradiadas com as doses de 500, 1000, 2000, 3000 e 4000 Gy, 

em uma fonte de ^^Co. A determinação do conteúdo proteico, 

espectro de absorção em UV, cromatografia em Sephacryl 

S-200, EGPA-SDS, atividades proteolítica, coagulante, hemor­

rágica e edemaciante e D L 5 Q , indicaram alterações conforma-

cionais, formação de agregados proteicos e atenuação das 

atividades testadas proporcionalmente a dose de radiação 

recebida. Os resultados da imunodifusão, "immunoblotting", 

imunoprecipitaçao, imunização de camundongos e coelhos, e 

testes de neutralização, mostraram a manutenção das pro-



priedades antigênicas e imunogênicas das amostras irradiadas 

e diminuição da capacidade neutralizante dos anticorpos 

induzidos pelos venenos irradiados com 3000 e 4000 Gy. Uma 

vez que as propriedades imunológicas foram mais radior-

resistentes que as demais, foi possível determinar a dose de 

2000 Gy, como a dose de radiação "ideal" a ser utilizada no 

tratamento de venenos botrópicos, visando a melhoria do pro­

cesso de obtenção de antissoros. O estudo do mecanismo de 

ação da radiação gama processou-se pela irradiação das amos­

tras com a dose de 2000 Gy na presença de "scavengers" de 

elétrons hidratados (e~aq) e radicais hidroxila (OH*). Os 

resultados mostraram a participação dos radicais hidroxila 

nas alterações conformacionais, na estrutura e na atenuação 

da atividade coagulante do referido veneno, e de ambos radi­

cais (e~aq e OH') na atenuação das atividades proteolítica, 

hemorrágica e edemaciante. 



STUDY OF ^°Co GAMMA RADIATION EFFECTS ON THE 

BIOCHEMICAL, BIOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL PROPERTIES 

OF THE Bothrops jararaca VENOM. 

Miriam Camargo Guarnieri 

Abstract 

Gamma radiation, by inducing different modifications on 

the toxic, enzymatic and immunological activities of 

proteins, could be an useful implement for detoxificaton of 

snake venoms. The present work was done to study the 

mechanism of action and effects of gamma rays on the 

Bothrops jararaca venom, determining the radiation dose that 

attenuates the toxic and enzymatic activities maintaining 

the immunological properties of venom, and also the most 

important free radicals on this process. The jararaca venom 

samples (2 mg/ml in NaCl 0.15M) were irradiated with doses 

of 500; 1,000; 2,000; 3,000 e 4,000 Gy, by ^°Co source. The 

determination of proteic contents, UV absortion spectrum, 

Sephacryl S-200 cromatography, SDS-PAGE, proteolytic, 

coagulant, hemorrhagic and edema-forming activities and 

L D 5 0 , indicated conformational and structural alterations, 

formation of proteic aggregates and attenuation of 

activities tested, proportional to the radiation dose 

received. The results of immunodifusion, immunoblotting, 

immunoprecipitation, immunization of mice and rabbits, and 

neutralization tests, showed the maintenance of antigenic 



and immunogenic properties and decrease of neutralizing 

capacity of antibodies induced by 3,000 and 4,000 Gy 

irradiated venom. Since the immunological properties were 

the most radioresistants, it was possible to determine the 

dose of 2,000 Gy, as the "ideal" radiation dose in the 

treatment of bothropic venoms aiming the improvement of the 

immunization schedule to obtain bothropic antisera. The 

study of gamma radiation action mechanism was proceeded by 

irradiation of samples with 2,000 Gy dose in presence of 

different concentrations of scavengers of hydrated electrons 

(e~aq) and hydroxil radicals (OH*). The results showed the 

jjarticipation of hydroxil radicals in the conformational and 

structural alteration and also the attenuation of the 

coagulant activity, and both radicals (e"aq and OH') in the 

proteolytic, hemorrhagic and edema-forming activities. 
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I-INTRODUÇÃO 

O VENENO DE Bothrops jararaca 

Estima-se a existência de 2000 a 2500 espécies de 

serpentes sendo cinquenta por cento peçonhentas. Estas 

distribuem-se em 5 famílias: Elapidae, Viperidae, 

Crotalidae, Hydrophidae e Colubridae^*. 

No Brasil, as serpentes de importância médica são 

representadas pelos gêneros: Bothrops (jararacas), Crotalus 

(cascavéis) e Lachesis (surucucus), pertencentes à família 

Crotalidae, e pelo gênero Micrurus (corais), pertencente à 

família Elapidae^'^^'^^. 

O gênero Bothrops, o maior representante em número de 

espécies e subespécies, distribui-se por todo território 

brasileiro^' '-^^^. A serpente Bothrops jararaca só não é 

encontrada nos estados do norte do país e região nordeste do 

Maranhão, sendo responsável por 90% de todos os acidentes 

registrados no sudeste do Brasil^^. 

Os venenos ofídicos são misturas complexas constituídas 

principalmente por proteínas (70 a 90%), carboidratos (10 a 

30%) e em pequenas proporções, lipídeos, aminas biogênicas, 

nucleotídeos, aminoácidos, peptídeos e componentes 

i n o r g â n i c o s ^ ^ O s metais desempenham papel importante na 

estabilização e balanceamento da carga de íons de estruturas 

proteicas e no mecanismo de catálise de reações 

enzimáticas^^,14,131^ 



Os venenos botrópicos apresentam uma grande variedade 

de enzimas: fosfolipase A2, L aminoácido oxidase, 

hialuronidase, cininogenase, enzimas trombina-símile, 

ativadoras de fator X e protrombina, além de várias 

esterases, endopeptidases e fosfatases^^'. 

Embora esses venenos sejam extremamente complexos e 

heterogêneos quanto à sua composição^^', seus efeitos são 

característicos e de maneira geral decorrentes de ações 

proteolíticas, hemorrágicas e c o a g u l a n t e s ^ ' ' ' . 

Ação proteolítica 

Nos acidentes botrópicos as lesões locais foram 

atribuídas, por muitos autores, exclusivamente à atividade 

proteolítica desses v e n e n o s ^ ^ ' ' . Hoje, acredita-se que 

essas lesões podem ser devidas às múltiplas ações biológicas 

de uma única toxina do veneno, por efeitos combinados de 

duas ou mais toxinas ou mesmo devido aos efeitos sinérgicos 

das mesmas^'^^'^-^^'Segundo Selistre e colaboradores^^^, 

a patogênese das lesões locais pode ser atribuída, 

primariamente, às atividades de proteases, fosfolipases, 

fatores hemorrágicos e, secundariamente, à liberação de 

agentes vasoativos como bradicinina e histamina. 

Várias metaloproteínas com atividades proteolítica e 

hemorrágica foram isoladas do veneno de jararaca, sendo 

classificadas de acordo ' com a atividade predominante e 

especificidade pelo substrato^'''^2,93,147^ 



As metaloproteínas com atividade proteolítica 

predominante são definidas como enzimas que possuem baixa 

especificidade, alta atividade proteolítica em substratos 

convencionais como caseína e que podem produzir 

hemorragia em animais, quando injetadas em grandes 

quantidades7,91,143,147. 

Três enzimas proteolíticas foram isoladas do veneno de 

jararaca: (1) botropasina, metaloproteína ácida com peso 

molecular de 48 KDa, ativa em caseína e outros substratos, 

que induz mionecrose e necrose arterial e, quando injetada 

na dose de um micrograma causa hemorragia^^; (2) J protease, 

zinco metaloproteína com peso molecular de 23 KDa, que 

requer a presença de cálcio para sua ativação-^^; 

(3) Bothrops protease A, serine protease ácida, 

termorresistente, glicoproteína com peso molecular de 

65 KDa, ativa sobre caseína e outros s u b s t r a t o s ^ ^ ' . 

Ação hemorrágica 

Além dos fenômenos hemorrágicos locais, os venenos 

botrópicos são capazes de produzir, após sua absorção, 

hemorragias em vários tecidos e órgãos do organismo^' ̂  •'•̂. As 

toxinas hemorrágicas, também denominadas "hemorraginas"^•'• ou 

"fatores hemorrágicos"^^, são diretamente responsáveis pelo 

sangramento local e sistêmico^^. Estas podem ser definidas 

como enzimas proteolíticas de alta especificidade pelo 

substrato, que induzem hemorragia quando injetadas em 

animais em quantidades da ordem de nanogramas, não sendo 



necessariamente ativas sobre caseína e frequentemente ativas 

sobre fibrinogênio e colágeno^^,100,114,134,155^ 

Três fatores hemorrágicos (HFl, HF2 e HF3) foram 

isolados do veneno de jararaca: metaloproteínas ácidas, 

termolábeis, com pesos moleculares similares (49-62 KDa) e 

que possuem pequena (HF2) ou nenhuma (HFl e HF3) atividade 

sobre c a s e í n a ^ ^ ' . Segundo Queiroz e colaboradores^^O^ 

essas toxinas atuam nos capilares destruindo a membrana 

basal e facilitando a saída de hemácias íntegras através de 

pequenas fendas endoteliais. 

Ação coagulante 

A maioria dos venenos exibem, simultaneamente, mais de 

um tipo de ação sobre a coagulação sanguínea: (1) conversão 

do fator X em fator X ativado; (2) conversão de protrombina 

em trombina, na ausência de fator V (ativação direta); (3) 

conversão de protrombina em trombina, na presença de fator V 

(ativação indireta) e (4) conversão de fibrinogênio em 

fibrina (atividade trombina-símile)^,32,33,106,113^ 

Duas frações foram isoladas do veneno de jararaca: uma 

agindo diretamente no fibrinogênio, com peso molecular 

estimado em 71 KDa e outra capaz de ativar o fator X na 

presença de fator V, fosfolipídeos e cálcio, concentrada em 

uma fração de peso molecular 83 KDa-̂ '̂'̂ •̂ ' . Nahas e 

colaboradores^^^, realizando um estudo comparativo dos 

diversos mecanismos de ação coagulante, promovidos pelos 

venenos botrópicos, evidenciaram no veneno de B. jararaca. 



além das atividades descritas anteriormente, a capacidade 

deste veneno ativar a protrombina diretamente. 

Embora o veneno de jararaca seja coagulante in vitro, 

suas atividades promovem o consumo de fatores de coagulação, 

principalmente o fibrinogênio, e ativam o sistema 

fibrinolítico causando, in vivo, incoagulabilidade 

s a n g u í n e a ^ ' ' . Com a ativação do fator X ocorre consumo 

dos fatores V, VIII e plaquetas, podendo levar a um quadro 

de coagulação intravascular disseminada e a deposição de 

microtrombos na parede capilar, que poderiam contribuir para 

o desencadeamento de insuficiência renal aguda^'^^. A 

trombocitopenia observada in vivo, também pode ser 

decorrente da ação da coaglutinina (botrocetina), que possui 

atividade agregante plaquetária na presença do fator de von 

Willebrand^^'•'•2^. Os distúrbios na coagulação sanguínea 

podem também agravar as alterações hemorrágicas locais e 

sistêmicas^. 

Alguns efeitos do envenenamento botrópico, como indução 

de edema e necrose, são decorrentes da ação conjunta de 

enzimas proteolíticas, hemorrágicas, coagulantes e de outras 

proteínas farmacologicamente ativas^**' •'••'̂ .̂ 

O edema é relevante do ponto de vista clínico^' •'•̂ ,̂ 

tanto pela sintomatologia apresentada no envenenamento, 

quanto pela dificuldade'de neutralizá-lo in vitro^-^'°° e m 

vivo^^^. Segundo Gutiérrez & Lomonte^^, este efeito pode ser 

atribuído à ação conjunta de: toxinas hemorrágicas; toxinas 



que aumentam a permeabilidade das células endoteliais; 

fosfolipases ou citotoxinas que induzem a liberação de 

histamina dos mastócitos; fosfolipases A2 que liberam ácido 

aracdônico dos fosfolipídeos nas membranas celulares, 

iniciando a via que leva à síntese de prostaglandinas; 

C3a e C5a, componentes do sistema complemento, que 

participam dos processos inflamatórios; e proteinases que 

têm como substratos os cininogênios plasmáticos, liberando 

bradicininas. 

A atividade miotóxica dos venenos botrópicos, 

normalmente está correlacionada às proteínas básicas de peso 

molecular na faixa de 13-18 KDa-^^^. Embora Moura da Silva e 

colaboradores^tenham detectado, no veneno de B.jararaca, 

concentrações extremamente baixas dessas proteínas, nas 

primeiras horas após o envenencunento, pode-se observar 

necrose de fibras musculares. Segundo Queiroz e 

c o l a b o r a d o r e s ^ ^ ^ ' , a mionecrose observada pode ser 

decorrente da isquemia causada pela drástica hemorragia e 

necrose das artérias intramusculares. Por outro lado, 

Gutiérrez & Lomonte^** sugerem que as toxinas hemorrágicas 

também possam exercer atividade miotóxica direta, semelhante 

à observada em hemorraginas isoladas do veneno de Crotalus 

viridis, Crotalus atrox e Crotalus ruber ruber. 

Além da mionecrose, no envenenamento botrópico também 

pode ser observada neurose do córtex renal. Alguns 

mecanismos poderiam explicar esse efeito: coagulação 



intravascular, ação proteolítica direta no endotélio 

vascular, vaso espasmo ou ação conjunta dos mesmos*^. 

O quadro clínico do envenenamento botrópico 

caracteriza-se por dor imediata, hemorragia e aumento do 

tempo de coagulação nas primeiras horas; edema, calor e 

rubor locais dentro das primeiras seis horas e, nas doze 

horas subsequentes, bolhas, equimose, necrose, oligúria e 

anúria^'^^^. A gravidade do envenenamento depende, entre 

outros fatores, da quantidade e composição do veneno 

(determinada pela idade, habitat e espécie da serpente), 

estado geral e idade da vítima^**. Geralmente, após 

tratamento adequado as vítimas recuperam-se dos efeitos 

sistêmicos, evitando a morte; entretanto, o dano local pode 

ser inevitável, acarretando a perda da extremidade de um 

membro69,90. 

É importante ressaltar que a soroterapia é o único 

tratamento de eficácia comprovada e quando administrada, o 

mais cedo possível, pode evitar a amputação^. 

O soro antibotrópico é produzido a partir da imunização 

de equinos com um "pool" de sete venenos, sendo o veneno de 

Bothrops jararaca o constituinte de 50% da mistura^^. Esses 

venenos têm se mostrado bons imunógenos, porém, com relativa 

frequência, são observadas reações locais e sistêmicas que 

podem influenciar a produção do antissoro, levar à 

diminuição do tempo dé sobrevida ou mesmo à morte dos 

animais soroprodutores^^. 



Por outro lado, nos acidentes em humanos causados por 

ofidios, algumas vezes o desenvolvimento das lesões, quando 

grandes quantidades de veneno são introduzidas no corpo da 

vítima, é tão rápido que o antissoro não neutraliza os seus 

efeitos letais^^. 

Por essas razões, vários métodos de destoxicação têm 

sido propostos com o intuito de tornar os venenos ofídicos 

imunógenos mais adequados ou mesmo utilizá-los, quando 

atóxicos, na forma de vacinas. 

MÉTODOS DE ATENUAÇÃO - RADIAÇÃO GAMA 

Vários métodos, químicos e físicos, foram utilizados na 

tentativa de destoxicar venenos de diferentes espécies de 

serpentes. Destacam-se: tratamento com agentes 

quelantes46,48,65^ formalina^'13 6̂  glutaraldeído52,116,124^ 

iodo^^'^^, tanino^^^, formaldeído^^, carboximetil 

celulose^^^, calor^^, fotooxidação na presença de azul de 

metileno^^, radiação X^^ e ultravioleta^^S^ 

Porém, a maioria dos métodos estudados não foram 

eficazes na combinação de altos níveis de atenuação e 

manutenção da imunogenicidade. Dentre os que obtiveram 

resultados satisfatórios podemos citar os trabalhos de 

Sawai^-^^ e Aung-Khin e colaboradores^ que utilizando 

formalina, reduziram a • toxicidade e efeitos locais 

decorrentes dos venenos de Vipera russeli, Trimeresurus 

flavoviridis e suas toxinas hemorrágicas, com manutenção das 



propriedades imunogênicas. Heneine e colaboradores^^ 

utilizareua o método de iodação, Guidolim e colaboradores^^ o 

glutaraldeído, ambos obtiveram imunógenos adequados de 

venenos crotálicos, embora os mesmos tratamentos tenham 

reduzido as propriedades imunogênicas de venenos botrópicos. 

Por outro lado, Higashi e colaboradores^^ utilizando o pré-

-tratamento de venenos botrópicos com inibidores de 

proteinases e Tejasen & Ottolenghi^^S submetendo o veneno de 

Agkistrodon piscivorus à radiação ultravioleta, observaram a 

redução da toxicidade e atividades enzimáticas com 

manutenção das propriedades imunológicas. 

A radiação gama também vem sendo empregada como agente 

atenuante de venenos ofídicos mostrando resultados 

promissores. 

Esta radiação eletromagnética, formada a partir de 

transições nucleares, tem como características: alta energia 

associada, ausência de massa, grande poder de penetração e 

capacidade de promover excitações e ionizações no meio onde 

se propaga^^. 

A ionização é o processo pelo qual um ou mais elétrons 

são retirados das camadas externas de um átomo ou molécula, 

resultando na formação de um par de íons, negativo e 

positivo. Na excitação, um elétron de camadas externas de um 

átomo alvo absorve energia suficiente para atingir um estado 

energético mais elevado, permanecendo associado ao átomo e 

emitindo energia sob a forma de luz visível ou 

ultravioleta^^. A radiação, inicialmente absorvida através 
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dos processos de ionização e excitação, é retransferida para 

outros átomos e moléculas produzindo várias espécies 

reativas, principalmente radicais livres. 

Um radical livre é um átomo ou molécula neutra com um 

único elétron do orbital exterior desemparelhado, tem uma 

vida mais longa do que a de um par de íons, além de ser 

altamente reativo, quer doando seu elétron desemparelhado, 

quer combinando-o pela captura de um elétron de outro 

átomo^^. Cada uma dessas interações pode gerar íons 

adicionais ou radicais livres secundários, que podem 

provocar modificações permanentes na estrutura físico-

, química do material irradiado^^. Essas modificações ocorrem 

de forma direta, quando o próprio alvo biológico é excitado 

e ionizado, e de forma indireta, quando o ataque aos alvos é 

mediado pelas espécies reativas da água^^. 

A irradiação de proteínas em solução aquosa tem sido 

utilizada, com muita freqüência, por proporcionar os mesmos 

efeitos da irradiação à seco, com o uso de doses menores de 

radiação^*,118^ Nessas condições, o efeito indireto é 

predominante tornando as espécies reativas da água 

particularmente importantes^^. 

Na radiólise da água, o processo de ionização possui 

maior relevância porque a energia de excitação pode ser 

simplesmente convertida em calor ou formar radicais livres e 

espécies moleculares ' semelhantes às produzidas na 

ionização^^. 
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A ionização da água ocorre em pico segundos pela 

formação de radicais livres hidroxila e elétron hidratado 

(e-aq)18'38. 

(1) H2O > H20"*" + e~ 

(2) H2O''" + H2O > H30'^ + OH-

(3) e~ + H2O > e~ aq 

Os produtos H20"*' e H20~ são muito instáveis podendo 

dissociar-se em: 

(4) H2O'*" •-> H"*" + OH* 

(5) H20~ > OH" + H* 

A deposição de energia na água irradiada não é 

uniforme; seus produtos primários, com exceção do elétron 

hidratado, são formados em regiões restritas de 

aproximadamente 2 nm de raio, denominadas "spurs"^^'-^^O ̂  

concentração de H* e e~aq pode atingir 10 e 100 mM, 

respectivamente; enquanto no núcleo do "spur", H* e OH* 

podem ser formados em concentrações de aproximadamente 0,5 e 

2 M, respectivamente^"^'"^^'14 0^ 

A reatividade desses radicais é tão grande que entre 

10~^4 e 10"*^^ segundos, eles podem colidir formando espécies 

reativas secundárias^^'^7,58^ 

(6) e~aq + H30"*' > H2O + H* 

(7) e"aq + OH' > OH' 

2H2O 
(8) e~aq + e"aq > H2 + 20H"aq 

(9) OH' + OH' > H2O2 
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Quando o "spur" aumenta e os produtos difundem-se, 

interagindo com o meio ao redor, estes sofrem reações com 

outros radicais formando moléculas neutras e radicais 

secundários como produtos^^'^^6,151,152^ 

(10) e~aq + H* + H"̂  > H2 

(11) OH- + H* > H2O 

(12) e~aq + H2O2 > OH + OH"aq 

(13) H* + H2O2 > H2O + OH" 

(14) OH" + H2O2 > H2O + H02-

(15) OH' + H2 > H2O + H' 

À 10"-^ segundos, com a finalização das reações dos 

radicais livres primários, é formada uma solução homogênea 

de produtos da radiólise da água. Nessas condições, as 

concentrações dos radicais livres já diminuíram e são 

menores que as formadas inicialmente no núcleo do "spur". 

Essas espécies, juntamente com seus respectivos 

rendimentos, para 100 eV de energia absorvida (valor de G ) , 

destacam a importância dos radicais livres hidroxila e 

elétrons hidratados (equação 16)^4. 

(16) 4,2 H2O > 2,7e~aq + 2,7H30'*" + 2,70H' + 0,6H' 

+ 0,45H2 + 0,7H2O2 

O radical hidroxila é destacado por muitos autores, 

como o grande promotor do dano a macromoléculas^'^''44,49^ 

Este reage com proteínas principalmente pela abstração dos 

hidrogênios do carbono alfa e de grupos sulfidrilas, além de 
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reagir com anéis aromáticos do triptofano, tirosina e 

fenilalanina, formando radicais altamente reativos 

Greestock^^ destaca o aparecimento de radicais OH* 

adicionais, na presença de íons metálicos, fazendo parte das 

reações de adição, oxidação e abstração. A reação dos OH* 

com vários sítios diferentes é o maior obstáculo para o 

entendimento do mecanismo de inativação de 

proteínas^'"^'•'•^'44. 

Os elétrons hidratados reagem com os hidrogênios dos 

aminoácidos aromáticos da mesma maneira que os radicais 

hidroxila, além de promover a desaminação de aminoácidos 

como alanina, arginina, glicina, histidina, cisteína, 

cistina e a r o m á t i c o s ' ' 4 4 ^ 

As lesões primárias, produzidas pela absorção de 

energia da radiação, embora distribuídas ao acaso através de 

toda molécula proteica, podem estabilizar-se em sítios 

favoráveis por transferência de energia intramolecular e 

rearranjo-^4,38 ̂  reações iniciadas pelos radicais 

primários (OH* e e~aq) podem induzir mudanças nas estruturas 

primária, pela destruição de aminoácidos específicos e 

quebra de cadeias polipeptídicas; secundária e terciária, 

pela desestabilização de pontes de H e S-S, agregação e 

desdobramento da molécula, e quaternária, pela dissociação 

de subunidades; levando a alterações nas propriedades 

tóxicas, enzimáticas e imunológicas ou até mesmo a perda de 

atividade biológica das proteínas^' ' ̂ "̂ ' ̂ ^' 22,34,44 , 
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A extensão do dano da radiação pode ser estudada e 

modificada pela adição, no momento da irradiação, de 

"scavengers" que possuem a capacidade de remover do meio 

espécies reativas particulares22. A eficiência na remoção 

desses radicais e consequente proteção das moléculas de 

interesse, depende da adequação do "scavenger" e sua 

concentração, além da reatividade dos produtos "scavenger"-

-radical livre ao sistema^'^,30^ 

Compostos com radicais sulfidrilas, por serem doadores 

de H, são eficientes "sequestradores" de radicais OH', mesmo 

em baixas concentrações^^. Por outro lado, iodeto de 

E)otássio22^ manitol^^, etanol^^, ion tiocianato^ ' ̂  ' ̂  ' 132 g 

álcool butílico terciário-^' 27,29,30,38 mostram-se efetivos 

radioprotetores dependendo das concentrações ( I O ' ^ M a 5M) e 

sistemas utilizados. Dentre eles, o álcool butílico 

terciário pode oferecer algumas vantagens por produzir 

radicais não reativos e que desaparecem rapidamente do 

processo (equação 17)^^. 

(17) OH- + (CH3)3COH > H2O + •CH2C(CH3)2OH 

Como "scavengers" de e~aq destacam-se o oxigênio, que 

age convertendo H' e e~aq rapidamente a radicais anion 

superoxide (equação 18) e sua forma ácida (equação 19), e 

íons nitrato que mostram-se efetivos sequestradores de e"aq 

mas não de OH' (equação 20)^4,49,71^ 

(18) e'aq + O2 > 02*" 

(19) H'+ O2 > HO2" 
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(20) NO3" + e~aq + H' > NO2 + H2O 

O oxigênio interage com o radical hidroxila somente em 

condições de pH extremamente alto, formando o ion 

ozonita (03~)27. 

O efeito sensibilizador do oxigênio, principalmente a 

nível celular, tem sido destacado por muitos autores. Na 

irradiação de soluções proteicas esse efeito é atribuído à 

formação de H2O2 e OH*, via oxidação de 02*" por íons 

metálicos ou complexados, e ao próprio 02*-, que possui 

baixa reatividade, mas é muito mais seletivo que o OH* nas 

reações de redução^O'49/140^ 

Além da presença do oxigênio, vários fatores interferem 

na obtenção do efeito final da irradiação de proteínas, 

como: tipo de fonte de radiação; dose, taxa de dose e 

temperatura de irradiação; tipo de solvente, presença de 

gases e radiomodificadores; estado físico, concentração, pH, 

toxicidade, antigenicidade e conteúdo enzimático da amostra. 

Dessa maneira, o efeito final da irradiação de proteínas e 

por conseguinte de venenos ofídicos, pode ser diferente, 

qualitativa e quantitativamente, de acordo com as condições 

e m p r e g a d a s ^ ^ ' . Kankonkar e colaboradores^^ sugerem que 

esse espectro de variáveis torna a extensão do dano, 

induzida pela radiação, mais facilmente controlável que por 

métodos químicos. Esse fato, aliado à diferença de 

radiossensibilidade das Várias funções proteicas e maior 

radiorresistência das propriedades imunológicas levaram 
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vários pesquisadores a utilizarem a radiação gama como 

agente atenuante de venenos ofídicos. 

Puranananda e colaboradores^^' demostraram que 

coelhos imunizados com venenos de Naja naja irradiados com 

doses acima de 30000 Gy poderiam neutralizar, in vivo, 

quantidades consideráveis de veneno nativo. Vários autores 

compararam os efeitos decorrentes do uso da radiação gama e 

tratamento com formalina nesse veneno; Salafranca^32 

concluiu que o veneno irradiado tornava-se mais imunogênico 

que o veneno tratado com formalina, enquanto Baride e 

colaboradores^^ estudando, além do veneno de naja, os 

venenos das serpentes Bungarus cherelatus, Echis carinatus e 

Vipera russeli, concluíram que os dois tratamentos induziram 

a formação de complexos proteicos de alto peso molecular. 

Cabe salientar que a maioria dos venenos utilizados 

para os estudos citados acima, pertencem a serpentes da 

família Viperidae, diferindo em sua composição e ações 

patofarmacológicas das peçonhas de serpentes sulamericanas. 

Os estudos envolvendo venenos de serpentes 

brasileiras resumem-se às pesquisas de Rogero e 

colaboradores^^3,104,107,142^ Estes analisaram os aspectos 

bioquímicos, biológicos e farmacológicos do veneno de 

Crotalus durissus terrificus e sua principal toxina 

(crotoxina) submetidos à irradiação, obtendo além de altos 

níveis de atenuação da toxicidade e manutenção da 

imunogenicidade, maior capacidade neutralizante dos 
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atividades enzimáticas e biológicas do veneno de Bothrops 

atrox e Lachesis muta, evidenciando a atenuação das 

atividades via alteração estrutural e diferença de 

radiossensibilidade das várias enzimas presentes. 

A alta frequência de acidentes envolvendo o gênero 

Bothrops e a necessidade de otimizar a produção de soro 

antibotrópico, aliadas às vantagens da irradiação como 

método de atenuação, justificam o presente trabalho. 
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II- OBJETIVOS 

1- Estudar os efeitos bioquímicos, biológicos e 

imunológicos, produzidos por diferentes doses de radiação 

gama, no veneno de Bothrops jararaca. 

2- Determinar a dose de radiação que atenue as atividades 

tóxicas e enzimáticas do referido veneno, mantendo suas 

propriedades imunológicas. 

3- Estudar o mecanismo de ação da radiação gama, 

determinando os radicais livres mais relevantes no processo 

de alteração das propriedades do veneno de jararaca. 
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III-MATERIAIS E MÉTODOS 

1. MATERIAIS 

1.1.- Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram 

de qualidade pró-análise. 

1.2.- O veneno de Bothrops jararaca, seco e na forma 

cristalina, foi cedido pelo Instituto Butantan e mantido 

à -20°C. O soro antibotrópico, com capacidade de 

neutralização de 5 miligramas de veneno botrópico por 

mililitro, produzido e ampolado no Instituto Butantan, foi 

mantido à 4°C. 

1.3.- Os animais de experimentação, procedentes do biotério 

do Depto. de Aplicações em Ciências Biológicas do IPEN e do 

Instituto Aggeu Magalhães, foram mantidos em gaiolas com 

maravalha de pinho, recebendo ração comercial e água "ad 

libitum". 



20 

2 . - MÉTODOS 

2 . 1 . - Irradiação das amostras em diferentes doses 

No decorrer do trabalho, alíquotas de veneno de 

jararaca foreun diluídas em NaCl 0,15M (salina), na 

concentração de 2 mg/ml e filtradas em membranas de 

nitrocelulose (poro 0,22 p ) . As amostras, em solução aquosa 

e pH 7,0, foreun irradiadas com raios gama provenientes de 

uma fonte de ^°C0 (tipo GAMMACEL 220 da Atomic Energy of 

Canada Ltda), nas doses de 500, 1000, 2000, 3000 e 4000 Gy, 

sob taxa de dose média de 850 Gy/h, na presença de oxigênio 

e à temperatura ambiente. As amostras irradiadas foram 

mantidas à -20°C até a utilização nos ensaios. Alíquotas do 

veneno nativo (não irradiado) foram incubadas à temperatura 

ambiente durante o período de irradiação de cada amostra e 

mantidas à -20°C até a utilização como referência nos 

ensaios (tabela I ) . 

TABELA I 

^ ALÍQUOTAS DE VENENO NATIVO EXPOSTOS 
A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE O PERÍODO 

DE IRRADIAÇÃO DE CADA AMOSTRA 

VENENO NATIVO TEMPO DE INCUBAÇÃO 
(HORAS) 

controle 500 Gy 0,75 
controle 1000 Gy 1,5 
controle 2000 Gy 3,0 
controle 3000 Gy 4,5 
controle 4000 Gy 6,0 
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2 . 1 . 1 . - Análise Bioquímica e biológica 

2 . 1 . 1 . 1 . - Concentração proteica 

Método de Lowry e cols^^ modificado por Miller^^ 

O conteúdo proteico das amostras foi determinado, antes 

e após a irradiação, para quantificar possíveis perdas por 

precipitação e padronizar as concentrações proteicas nas 

reações. 

Procedimento 

Em 0,2 ml de amostra foi adicionado 1 ml de reagente de 

tartarato de cobre (Na2C03 10% - NaOH 0,5M; C U S O 4 5%; 

tartarato de Na e K 1%; na proporção de 1:9:100, 

respectivamente) mantendo-se à temperatura ambiente por 10 

minutos. Em seguida, 3 ml de reagente de Folin Ciacanteau 

0,17N foram adicionados, incubando-se à 50°C por 10 minutos. 

Após resfriamento foram determinadas as densidades ópticas 

em 650 nm, em um espectrofotômetro Cari Zeiss modelo PQM-II. 

As amostras e cada ponto da curva padrão de albúmina bovina 

foram determinados em quadruplicata. 

Tratamento dos dados 

Os dados da curva padrão foram ajustados, por uma 

regressão linear, a uma equação do tipo: 
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(21) Y= AX + B 

Onde: (Y) densidade óptica ; (X) concentração proteica; 

(A) coeficiente angular da reta; (B) coeficiente linear da 

reta. 

A partir da curva padrão foram calculadas as 

concentrações proteicas das amostras e seus respectivos 

desvios. 

2.1.1.2.- Espectro de absorção na região ultravioleta 

A absorção molecular entre 230 e 300 nm (ultravioleta 

próximo) pode ser considerada decorrente dos aminoácidos 

aromáticos (Phe, Tyr e Trp) além de histidina e dissulfetos. 

O método foi realizado com o objetivo de verificar 

modificações nas estruturas secundária e terciária das 

proteínas submetidas à irradiação, através de maior ou menor 

exposição dos grupos cromóforos dos aminoácidos^^. 

Procedimento 

As amostras foram analisadas na concentração de 

0,2 mg/ml em solução salina, no intervalo de 235 a 330 nm, 

em um espectrofotômetro de duplo feixe Cary modelo 118, com 

registro automático nos vários comprimentos de onda. As 

densidades ópticas das amostras foram determinadas 

utilizando como branco o solvente. 
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2.1.1.3.- Cromatografia em Sephacryl S - 2 0 0 

O método foi utilizado para detectar mudanças no peso 

molecular das proteínas, após irradiação, utilizando um 

sistema de tampão não desnaturante. 

Procedimento 

O gel Sephacryl^ S-200 superfino (Pharmacia Upsalla 

Suécia), cujo intervalo de fracionamento é de 50 a 250 KDa, 

equilibrado com tampão Tris-HCl 0,05M - NaCl 0,08M pH 7,5, 

foi empacotado em coluna de vidro de 100 x 1,5 cm até a 

altura de 90 cm, em fluxo contínuo e, em seguida, fluxo 

reverso de 12 ml/h. 

Padrões de peso molecular conhecido (tabela II) foram 

utilizados para determinação do volume de exclusão (Vo) e da 

curva de calibração de peso molecular. 

TABELA II 

PROTEÍNAS PADRÃO UTILIZADAS NA CONSTRUÇÃO 
DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DE PESO 

MOLECULAR DA COLUNA DE SEPHACRYL S-2 0Q 

PROTEÍNAS PESO MOLECULAR MILIGRAMAS 
PADRÃO (Daltons) APLICADOS 

Azul de dextrana 2000000 2,0 
Aldolase 158000 1,0 
Albúmina bovina 66000 3,0 
Ovalbumina 45000 3,5 
Tripsinogênio 24000 2,9 
Alfa-lactoalbumina 14200 2,0 
Azul de bromofenol 67 0 0,2 
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Tanto a amostra nativa quanto as submetidas à 

irradiação (2 mg/ml em salina) foram liofilizadas e 

ressuspensas em tampão Tris/HCl 0,05M - NaCl 0,08M pH 7,5, 

a fim de obter a concentração de 10 mg/ml. 

As eunostras e os padrões foram aplicados na coluna em 

volume de 1 ml, coletados em frações de 1,5 ml, em coletor 

de frações Pharmacia modelo FRAC-200, em volume de 

1,5 ml/tubo, em fluxo constante de 9 ml/h, à 4°C. A 

densidade óptica das frações foi determinada em 23 0 nm, no 

espectrofotômetro Cary. 

Tratamento dos dados 
» 

A partir das curvas de eluição foram calculados os 

coeficientes de partição das proteínas padrão e frações 

proteicas, segundo a equação 22: 

(22) Kav= Ve - Vo 
Vt - Vo 

Onde: (Kav) coeficiente de partição; (Ve) volume efluente da 

proteína; (Vo) volume de exclusão azul de dextrana; 

(Vt) volume total da coluna. 

A curva de calibração de peso molecular foi determinada 

pela relação entre os coeficientes de partição e o logaritmo 

de seus respectivos pesos moleculares. Os dados da curva 

padrão foram ajustados, por uma regressão logarítmica, a uma 

função do tipo: 
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(23) Y= AX + B 

Onde: (Y) logaritmo do peso molecular; (X) coeficiente de 

partição; (A) coeficiente angular da reta; (b) coeficiente 

linear da reta. 

A partir da curva padrão e dos valores de Kav foi 

determinado o peso molecular das frações proteicas das 

amostras. 

A área dos picos de absorção das amostras nativa e 

irradiadas, em 230 nm, foi calculada pelo programa 

"Analysis"^21 ^m operação no Departamento de Processamento 

de Dados do IPEN, considerando a densidade óptica de cada 

fração eluída. 

2.1.1.4.- Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio (EGPA-SDS) 

Método de Laemli^^ rnodificado 

As eletroforeses em sistema descontinuo e desnaturante 

foram utilizadas para detectar mudanças, decorrentes da 

irradiação, no peso molecular das proteínas. 
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2.1.1.4.1.- EGPA-SDS na presença de agentes redutores 

Para obtenção do gel de empilhamento 2,5% em tampão 

Tris-HCl 0,125M pH 6,8 e do gel de resolução 12,5% em tampão 

Tris-HCl 0,375M pH 8,75 foram utilizados os reagentes nas 

proporções descritas na tabela III. 

TABELA III 

PREPARAÇÃO DOS GÉIS DE POLIACRILAMIDA 
PARA CORRIDA ELETROFORÉTICA 

SOLUÇÕES GEL EMPILHAMENTO 
VOLUME (ml) 

GEL RESOLUÇÃO 
VOLUME (ml) 

1-Acrilamida/ 
Bisacrilamida (30:0,8) 

2-Tris-HCl 0,5M pH 6,8 
3-Tris-HCl 1,5M pH 8,75 
4-SDS 10% 
5-Água deionizada 
6-TEMED* 
7-Persulfato de amónia 

1,0 
1,25 

0,05 
3,1 
0,01 
0,02 

4,0 

2,5 
0,1 
3,4 
0,01 
0,04 

* TEMED= N,N,N',N' tetrametil etilenodiamina 

Tratamento das amostras 

As amostras nativa e irradiadas, padrões de peso 

molecular (tabela IV) e os controles de veneno nativo 

(tabela I ) , na concentração de 2 mg/ml em salina foram 

desnaturados e reduzidos em tampão de amostra (Tris-HCl 

0,0625M - SDS 2% - glicerol 10% - 2-mercaptoetanol 5% - azul 

de bromofenol 0,001%, 50% v/v) à 100°C por 3 minutos. 
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TABELA IV 

PROTEÍNAS PADRÃO UTILIZADAS PARA CONSTRUÇÃO DA 
CURVA DE CALIBRAÇÃO DE PESO MOLECULAR EM EGPA-SDS 

PROTEÍNAS PESO MOLECULAR (Daltons) 

Albumina bovina 6600 0 
Ovalbumina 4 5000 
3-fosfato desidrogenase 36000 
Anidrase carbônica 29000 
Tripsinogênio 24000 
Inibidor de tripsina de soja 20100 
Alfa-lactoalbumina 14200 

Corrida eletroforática 

Foram aplicados 7 ;ag e 50 _pg de proteína em cada poço, 

para as colorações com nitrato de prata e com coomassie, 

respectivamente. 

Como teunpão de corrida foi utilizado Tris 0,025M -

glicina 0,192M, pH 8,3. 

A eletroforese processou-se à 100 V, com variação de 

corrente de 20-30 mA, por 3 horas. 

Coloração 

Coomassie 

Os géis foram corados com metanol 50% - ácido 

acético 7% - Coomassie brilliant blue R-250 0,4%, por 1 hora 

à 65°C e descorados com ácido acético 10% - metanol 45% à 

temperatura ambiente. 
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Nitrato de prata 

Método de Wray^^^ 

As proteínas forsun fixadas com metanol 50% - ácido 

acético 10% por 12 horas. Os géis foram lavados 

alternadamente com metanol 50% - formaldeído 0,05% por 15 

minutos e água deionizada por 3 minutos, durante 2 horas; 

com água deionizada por 3 horas; com solução de prata 

amoniacal (21 ml de NaOH 0,36%; 1,4 ml de N H 4 O H ; 4 ml de 

AgN03 19,4%; 73,6 ml de água deionizada) por 15 minutos; com 

água deionizada por 5 minutos e revelados pela adição de 

ácido cítrico 0,005% - formaldeído 0,019% até o aparecimento 

das bandas. A revelação foi interrompida pela adição de 

metanol e lavagem com metanol 50% - ácido acético 10% por 45 

minutos. Toda técnica foi realizada à temperatura ambiente, 

sob agitação constante, sendo todas as soluções preparadas 

com água deionizada. 

Secagem dos géis 

Evidenciadas as bandas proteicas, os géis foram 

colocados em solução de metanol 40% - glicerol 1% por seis 

horas e em seguida secos à 42°C por 12 horas, entre folhas 

de celofane comercial. 
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2.1.1.4.2.- EGPA-SDS na ausência de agentes redutores 

As eletroforeses processaram-se, conforme descrito no 

item anterior, com as seguintes modificações: 

1- Somente a coloração com nitrato de prata foi utilizada. 

2- Beta-mercaptoetanol e uréia foram omitidos do tampão de 

amostra. As amostras (2mg/ml em salina) foram desnanturadas 

com tampão Tris-HCl 0,0625M - SDS 2% - glicerol 10% - azul 

de bromofenol 0,001%, 50% v/v, à 100°C por 3 minutos. 

3- O gel de resolução foi utilizado na concentração de 

poliacrilamida de 10%. 

2.1.1.5.- Análise das atividades enzimáticas, biológicas e 

tóxicas 

Estas metodologias foram realizadas com o objetivo de 

determinar a capacidade atenuante da radiação gama, 

comparando-se as atividades enzimáticas e biológicas mais 

relevantes no envenenamento botrópico e o nível de 

toxicidade das amostras irradiadas com a nativa. 
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2.1.1.5.1.- Atividade proteolítica sobre caseína 

Método de Kunitz^^ modificado por Lomonte Se 

Gutierrez^^ 

Para determinação do efeito da radiação no grupo de 

enzimas responsáveis pela atividade proteolítica do veneno, 

caseína foi utilizada como substrato. 

Procedimento 

Em 1 ml da amostra nas concentrações de 50, 100, 150, 

2 0 0 , 300 e 400 ;ag/ml foi adicionado 1 ml de caseína 1% 

(segundo Hammarsten-Merk) em tampão fosfato 0,1M pH 7,4. 

A mistura foi incubada à 37°C durante 30 minutos e a 

reação foi interrompida pela adição de 4 ml de ácido 

tricloroacético 5%. Após 30 minutos à temperatura ambiente, 

os tubos foram centrifugados à 4500 rpm, por 15 minutos, em 

centrífuga refrigerada Sorval RC2B. 

A densidade óptica do sobrenadante em 280 nm, foi 

determinada em espectrofotômetro Cari Zeiss PQM-II. Como 

branco, foi utilizado o mesmo procedimento descrito acima 

omitindo-se o veneno da solução. Os experimentos foram 

feitos em quadruplicata. 
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Tratcunento dos dados 

Para cada amostra foi obtida uma função linear do tipo; 

2.1.1.5.2.- Atividade coagulante 

Método de Theakston & Reid^^^ 

A atividade trombina-slmile dos venenos nativo e 

irradiados foi determinada utilizando plasma humano 

citratado como substrato. 

(24) Y= AX + B 

Onde; (Y) densidade óptica; (X) concentração de veneno; 

(A) coeficiente angular da reta e (B) coeficiente linear da 

reta. 

Cálculo de atividade proteolítica 

A atividade protelltica especifica de cada amostra, em 

Unidades/mg de veneno, foi calculada segundo a equação 25, 

(25) Atividade proteolítica em U/mg = D, O, x 100 
mg veneno 

Onde; (D.O.) mudança de densidade óptica em 3 0 minutos, 

Para comparação das atividades proteolíticas das 

amostras foi calculada a porcentagem de atividade das 

amostras irradiadas em relação à amostra nativa. 
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Preparo do substrato 

Amostras de sangue de individuos normais do sexo 

masculino foréuti coletadas em citrato de sódio 3 , 8 % , na 

proporção de 1 parte de citrato para 9 partes de sangue. A 

mistura foi homogenizada e centrifugada à 3 0 0 0 rpm, em 

centrífuga refrigerada Sorval, por 1 5 minutos. As amostras 

de plasma citratado foram mantidas à 4°C até o momento 

do uso. 

Para efeito comparativo, em cada determinação com as 

amostras nativa e irradiadas foi utilizado o mesmo conjunto 

de amostras de plasma. 

Procedimento 

À 0 , 3 ml de plasma humano citratado, pré-aquecido à 

3 7 ° C , foram adicionados 7 5 ; Í 1 das amostras nas concentrações 

de 1; 0 , 5 ; 0 , 2 5 ; 0 , 1 2 5 ; 0 , 1 6 2 5 e 0 , 0 3 1 2 5 mg/ml. 

Os tempos de coagulação foram determinados 

automaticamente por um fibrômetro BBL (Becton 

Dickinson,Md,USA). Os experimentos foram feitos em 

triplicata e as amostras com tempos de coagulação maiores 

que 3 2 0 segundos foram consideradas incoaguláveis. 
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Tratamento dos dados 

Para cada amostra foi obtida uma função linear do tipo; 

-B 

(26) Y= A . X 

Onde: (Y) logaritmo do tempo de coagulação; (X) logaritmo da 

concentração de veneno; (A) coeficiente angular da reta; 

(B) coeficiente linear da reta. 

Cálculo da atividade coagulante 

Para comparação das atividades coagulantes das amostras 

foram calculados os índices coagulantes (I.C.), definidos 

pela equação 27. 

(27) I.C.= 1000 
T.C. 

Onde: (T.C.) tempo de coagulação obtido por uma amostra de 

veneno, em uma dada concentração. 

Uma vez obtidos os índices coagulantes para cada 

concentração de veneno, a porcentagem dos mesmos em relação 

ao índice coagulante da amostra nativa foi calculada, sendo 

considerada como atividade coagulante relativa a média entre 

as porcentagens de atividade para cada concentração. 
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2.1.1.5.3.- Atividade hemorrágica 

Método de Kondo e cols^^ modificado por 

Ownby e cols^-^^ 

Devido à importância dos fenômenos hemorrágicos no 

envenenamento botrópico, foram estudados os efeitos da 

radiação nesse grupo de proteínas. 

Procedimento 

Grupos de seis camundongos fêmeas (25-3 0 g) foram 

inoculados, no dorso, com 15, 30, 45 e 60 ;ag de venenos 

nativo e irradiados. O pelo do dorso dos animais foi 

retirado para facilitar o inoculo das soluções de veneno 

pela via intradérmica, em um volume de 50 pl. 

Após 1,5 horas, os animais foram sacrificados por 

inalação de éter, a pele removida, estendida entre placas de 

vidro e a área hemorrágica medida. 

A hemorragia foi quantificada pelo produto das medidas 

transversal e longitudinal da lesão. 

Tratamento dos dados 

Para cada amostra foi obtida uma função linear do tipo; 

(28) y= AX + B 

Onde; (Y) produto das medidas da lesão hemorrágica; 

(X) veneno em microgramas;' (A) coeficiente angular da reta e 

(B) coeficiente linear da reta. 
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Cálculo da atividade hemorrágica 

A atividade hemorrágica específica, expressa em 

Unidades/miligrama de veneno, foi calculada segundo a 

equação 29. 

(29) Atividade hemorrágica em U/mg = P.M.L.H. x 0,01 
veneno(mg) 

Onde; (P.M.L.H.) produto das medidas da lesão. 

A atividade hemorrágica relativa das amostras 

irradiadas foi calculada considerando-se como 100% a 

atividade específica da amostra nativa. 

2.1.1.5.4.- Atividade edemaciante 

Os efeitos da radiação na atividade edemaciante do 

veneno de jararaca foram avaliados, por esta atividade 

mostrar-se muito importante do ponto de vista clínico do 

envenenamento. 

Procedimento 

Grupos de 6 camundongos machos (2 0-2 5 g) foram 

inoculados nas patas posteriores; uma recebendo 1, 2, 3, 4 e 

5 pg de amostra e outra salina (controle), pela via 

subplantar e em um volume de 50 

O volume das patas foi medido antes do inoculo e após 4 

horas, por pletismografia. 
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Tratamento dos dados 

Para cada amostra foi obtida uma função linear do tipo; 

(30) Y= AX + B 

Onde: (Y) % de edema ; (X) veneno em ug; (A) coeficiente 

angular da reta e (B) coeficiente linear da reta. 

Cálculo de atividade edemaciante 

A % de edema de cada pata foi calculada segundo a 

equação 31: 

(31) % edema= Vf - Vi x 100 
vl 

Onde: (Vi) volume inicial, antes do inoculo; (Vf)= volume 

final, 4 horas após o inoculo, 

A % de edema, devido a ação dos venenos, foi obtida 

pela diferença entre a porcentagem de edema da pata 

inoculada com a amostra e a porcentagem de edema da pata 

controle. 

A atividade edemaciante específica, expressa em 

Unidades/miligrama de veneno foi calculada segundo a 

equação 32: 

(32) Atividade edemaciante em U/mg = % edema x 0,1 
mg veneno 

A porcentagem de atividade edemaciante das amostras 

irradiadas foi calculada considerando-se como 100% a 

atividade da amostra nativa. 
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2.1.1.5.5.- Toxicidade 

Método de Villarroel e cols^^^ 

O teor de toxicidade das amostras foi avaliado pela 

determinação da dose letal 50% { D L 5 Q ) em camundongos, 

calculada segundo o manual da World Health 

Organization^^^, pelo método de Sperman-Karber. 

Procedimento 

Camundongos machos (18-22 g) foram divididos em grupos 

de 5 animais, sendo 6 grupos por amostra e mais um grupo 

controle. As amostras e a solução salina (controle) foram 

inoculadas pela via intraperitoneal, em um volume de 0,5 ml, 

nas concentrações obtidas pela diluição das amostras a 

partir das concentraçõs iniciais, descritas na tabela V, 

utilizando 1,5 como fator de diluição. 

TABELA V 

CONCENTRAÇÕES INICIAIS PARA 
DETERMINAÇÃO DA D L 5 0 

AMOSTRAS VENENO (mg)/ ANIMAL 

NATIVA 0,1367 
500 Gy 0,2050 
1000 Gy 0,3077 
2000 Gy 0,4602 
3000 Gy 0,6880 
4000 Gy 2,5627 

* FATOR DE DILUIÇÃO= 1,5 
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A sobrevida dos animais foi anotada 4 8 horas após o 

inoculo das éutiostras. 

Cálculo da D L 5 0 

Para o cálculo da DL5Q foi utilizada a equação 33: 

(33) m= X^oo d/ri ( E r-n/2) 

Onde: (m) log D L 5 0 ; X ^ o O " '^^ quantidade de veneno onde 

se obteve 1 0 0 % de mortes para todas os grupos inoculados com 

quantidades superiores; (d) log do fator de diluição; 

(r) número de camundongos que morreram em cada grupo; 

( z ) somatória de todas as quantidades de veneno que se 

e'ncontram entre X ^ Q O ® ^ 0 inclusive; (Xg) log da quantidade 

de veneno onde se observou 1 0 0 % de sobrevida, obtendo-se a 

mesma sobrevida para quantidades de veneno menores ̂  

O cálculo dos limites fiduciais para o valor de D L 5 0 

foi realizado segundo as equações 34 e 35. 

(34) V(i^)= d' E [r (n-r)] 
^ ' n2(n-l) 

O limite fiducial de 95% para m é aproximadamente: 

(35) m ± t 0,05 / 

Onde: to^o5 P^^^ ^ graus de liberdade, considerando 

unicamente os grupos cujas quantidades de veneno provocam 

morte entre O e 100%, excluindo esses valores. 
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2.1.2.- Análise Imunológica 

2.1.2.1.- Imunodifusão dupla radial 

Método de Ouchterlony^ 

Esta metodologia foi utilizada para verificar, de forma 

qualitativa, a capacidade antigênica dos venenos nativo e 

irradiados frente ao soro antibotrópico. 

Procedimento 

Em lâminas de microscopia, previamente revestidas com 

1 ml de agarose 1% em água destilada, foram distribuídos 

4 ml de agarose 1% em salina. Após a manutenção das lâminas 

à 4°C, em câmara úmida por 12 horas, foram feitos 5 

orifícios de 2mm de diâmetro nos géis, sendo o primeiro 

central e os demais dispostos isometricamente a uma 

distância de Icm. 

Foram aplicados 30 pl de soro antibotrópico, diluído 

1:2 com salina, no poço central e 30 pl das amostras, na 

concentração de 2 mg/ml, nos poços circunvizinhos. 

Após 24 horas em câmara úmida e à temperatura ambiente, 

as lâminas foram lavadas com salina (15 vezes) e água 

destilada (15 vezes); secas à 42°C; coradas por 10 minutos 

em solução negro de amido 0,004% - ácido acético 10% e 

descoradas com ácido acético 5%. 
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2.1.2.2 - "Immunoblottlng" 

Método de Towbin & Gordon-^53 

A utilização dessa técnica teve como objetivo, 

complementar a análise da capacidade antigênica das amostras 

submetidas a diferentes doses de radiação gama; uma vez que 

permitiu a detecção da ligação antígeno-anticorpo entre 

frações proteicas, separadas eletroforeticamente, dos venenos 

nativo e irradiados e o soro antibotrópico. 

Procedimento 

A- EGPA-SDS 

2 0 pg de venenos nativo e irradiados e 10 pg dos 

padrões de peso molecular conhecido (tabela IV) foram 

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% 

segundo a metodologia descrita no item 2.1.1.4,2. 

(página 30). 

Duas placas foram corridas simultaneamente, sendo um 

gel utilizado como controle da separação eletrofcrética, 

corado com Coomassie e outro mantido em tampão de 

transferência (Tris 50 mM - glicina 380 mM - SDS 0,1% -

metanol 20%) à 4°C, por 12 horas. 

B- Eletrotransferência 

A transferência das frações proteicas contidas no gel 

de poliacrilcunida foi realizada em sistema úmido. O conjunto 

composto por: suporte de acrílico com polo positivo. 
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esponja, papel de filtro, gel de poliacrilamida, membrana de 

nitrocelulose, papel de filtro, esponja e suporte de 

acrílico com polo negativo, embebido em tampão de 

transferência, foi colocado em cuba vertical preenchida com 

o mesmo téimpão e a eletroforese processou-se em voltagem 

constante de 40V, variação de corrente de 150-180mA, sob 

refrigeração, por 5 horas. 

Após a corrida eletrofcrética, o gel de poliacrilamida 

foi corado, como descrito anteriormente, para certificação 

da transferência de todas as frações e a membrana de 

nitrocelulose incubada em tampão de bloqueio (Tris-HCl 50mM 

NaCl 150mM - albúmina de soro bovino (BSA) 2%(p/v); pH 

7,4) por 12 horas, à 4°C. 

C- Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Após a incubação em tampão de bloqueio, a nitrocelulose 

foi lavada ( 4 x 5 minutos) com tampão TBS-Tween (Tris-

HCl 50 mM - NaCl 150 mM - Tween 20 0,1%; pH 7,4); incubada 

por 1 hora com soro antibotrópico diluído 1:100 em TBS-

Tween; lavada como descrito anteriormente; incubada com soro 

anti-IgG de cavalo conjugado com peroxidase, diluído 1:1000 

em TBS-Tween; lavada novamente e revelada pela adição de 

3,3'diaminobenzidina 0,05% - H2O2 0,1% em TBS. A reação 

desenvolveu-se por 10 minutos sendo interrompida pela adição 

de água destilada. Toda técnica foi realizada à temperatura 

ambiente e sob agitação constante. 
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2.1.2.3.- Imunoprecipitaçao 

Método de Kabat & Mayer^^ modificado 

Esta metodologia foi utilizada para comparar, 

quantitativamente, a capacidade antigênica dos venenos 

nativo e irradiados. 

Procedimento 

Em 0,4 ml das amostras nas concentrações de 0,050; 

0,0937; 0,1875; 0,25; 0,375; 0,625; 0,75; 0,875; 1 e 

1,125 mg/ml foi adicionado 0,1 ml de soro antibotrópico, 

diluído 1;2 com salina. Após a incubação, por 1 hora, à 37°C 

e por 24 horas à 4°C, a mistura foi centrifugada por 10 

minutos à 2000 rpm, em centrífuga refrigerada Sorval. O 

precipitado foi lavado com 2 ml de salina, por 3 vezes, 

ressuspenso em 1 ml de NaOH 0,1N e lido em 280 nm em 

espectrofotômetro Cari Zeiss. Os testes foram feitos em 

triplicata. 

2.1.2.4.- Capacidade imunogênica 

2.1.2.4.1.- Processo de imunização 

A imunização de camundongos com venenos nativo e 

irradiados foi realizada para verificar se a radiação 

alterava a capacidade do Veneno nativo induzir a formação de 

anticorpos. 
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Procedimento 

Para comparar, in vivo, a capacidade neutralizante 

entre os anticorpos induzidos pelos venenos irradiados e 

nativo, considerando-se a letalidade; uma semana após a 

última etapa de imunização, todos os animais foram 

desafiados com 5 DL5Q de veneno nativo. A quantidade de 

veneno inoculada, pela via intraperitoneal, foi calculada 

segundo o peso de cada • animal. A sobrevida foi anotada 

4 8 horas após o inoculo. 

Grupos de 16 camundongos machos (25-3 0 g) foram 

imunizados com venenos nativo e irradiados e um grupo 

controle com o diluente das amostras. Os animais foram 

inoculados pela via subcutânea, no dorso, em um volume de 

0,1 ml, segundo o esquema de imunização descrito na 

tabela VI. 

TABELA VI 

ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO PARA DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE 
IMUNOGÊNICA DO VENENOS NATIVO E IRRADIADOS, EM CAMUNDONGOS 

ÉPOCA DO INOCULO TIPO DE QUANTIDADE INOCULADA 
• (SEMANAS) ADJUVANTE VENENO (ug) 

IS Freund Completo 10 
3ô Freund Incompleto 20 
68 Freund Incompleto 20 
8 2 Salina 40 

lOa Salina 80 
12a Salina 150 
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O sangue dos animais foi coletado, pelo plexo orbital, 

antes de cada imunização e 7 dias após o desafio. Os soros 

foram separados e mantidos à -20°C. 

2.1.2.4.2.- Detecção de anticorpos 

Método de Theakston e cols^49 

O ensaio imunoenzimático (Enzyme linked immunosorbent 

assay - ELISA) foi utilizado para monitorar o título de 

anticorpos do soro dos animais, durante o processo de 

imunização e após ao desafio. 

Procedimento 

Placas plásticas (Hemobag) foram sensibilizadas com 

veneno nativo (1 pg/ml em tampão carbonato 0,05M; pH 9 , 6 ) , 

100 pl/poço e mantidas à 4°C por 12 horas. Após a lavagem 

com salina-Tween 20 0,005% ( 4 x 5 minutos); 100 yil de soros 

de camundongos previamente imunizados, diluídos a partir de 

1:500 em PBT (tampão fosfato salino 0,1M - BSA 1% - Tween 2 0 

0,05%; pH 7,2) foram adicionados a cada poço; seguindo-se 

incubação por 1 hora; lavagem como descrito anteriomente e 

adição de soro anti-IgG de camundongo conjugado com 

peroxidase, diluído 1:1000 em PBT, 100 jil/poço. Após 

incubação por 1 hora, as placas foram novamente lavadas e a 

reação revelada pela adição de orto-fenilenodiamina 0,04% em 

tampão citrato fosfato 0,15M; pH 5,0; 100 pl/poço. A reação 
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desenvolveu-se por 10 minutos, sendo interrompida pela 

adição de 50 )il de ácido sulfúrico 4N a cada poço. 

Toda técnica, com exceção da etapa de sensibilização 

das placas, foi realizada à temperatura ambiente. 

A leitura dos poços foi feita em leitor automático de 

microplaca Multiskanplus, utilizando-se filtro em 

comprimento de onda de 4 92 nm. 

2.1.2.5. - Neutralização de atividades biológicas 

Método de Gutierrez e cols^^ 

Esses experimentos foram realizados com o intuito de 

comparar, in vivo, a capacidade neutralizante dos anticorpos 

induzidos pelos venenos nativo e irradiados, considerando-se 

as atividades hemorrágica e edemaciante. 

2.1.2.5.1. - Produção de antivenenos 

Uma vez que, para realização dos experimentos de 

neutralização era necessária grande quantidade de soro 

imune, optamos pela imunização de animais de maior porte, 

utilizando para tanto, 18 coelhos machos com 1,9 a 2,0 Kg de 

peso. 
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Procedimento 

48 a 88 Salina subcutánea 6 pontos 1,0 
abdomem 

Para monitoração do título de anticorpos, a cada 

imunização o sangue dos animais foi coletado por veia 

auricular e o plasma analisado frente ao veneno de jararaca 

Os animais, divididos em grupos de 3, foram imunizados 

com venenos nativo e irradiados com 500, 1000, 2000, 3000 e 

4000 Gy, segundo o esquema de imunização descrito na 

tabela VII. 

TABELA VII 

ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO PARA OBTENÇÃO DE ANTIVENENOS 
NATIVO E IRRADIADOS, EM COELHOS 

TIPO I N O C U L O 
ÉPOCA DE 

(SEMANAS) ADJUVANTE VIA LOCAL QUANTIDADE 
VENENO(mg) 

la Freund intra- coxas 1,0 
Completo muscular 

6 pontos 
Salina subcutánea abdomem 1,0 
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não irradiado, pelo método de Ouchterlony (descrito no item 

2.1.2.1.- página 39). 

Uma semana após a última imunização foi feita sangria 

total dos animais, por punção cardíaca. O sangue foi 

coletado com citrato de sódio 3,8% (1 parte para 9 partes de 

sangue), centrifugado à 3000 rpm em centrífuga refrigerada 

Sorval e as amostras de plasma mantidas à -2 0°C. 

2.1.2.5.2.- Precipitação da fração IgG por sulfato de amonio 

Para obtenção dos anticorpos, a fração IgG das 

amostras de plasma (um "pool" para cada grupo de coelhos 

imunizados com a mesma amostra) foi precipitada com 40% de 

saturação de sulfato de amonio. 

Procedimento 

Â 3 partes de plasma diluído com 2 partes de solução 

salina foram adicionadas, gota a gota, 5 partes de solução 

de sulfato de amonio a 80% de saturação, em banho de gelo e 

sob agitação constante. As misturas foram mantidas à 4°C por 

24 horas e em seguida centrifugadas por 15 minutos à 

4000 rpm, em centrífuga refrigerada Sorval. 

Os sobrenadantes foram desprezados e uma segunda 

precipitação foi realizada com o intuito de melhorar a 

separação da fração IgG. Para tanto, os precipitados foram 

ressuspensos em 10 partes de solução de sulfato de amonio a 
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40% de saturação e as soluções centrifugadas como descrito 

anteriormente. Os sobrenadantes foram novamente descartados 

e os precipitados ressuspensos em 0,5 partes de solução 

salina. 

As soluções, contendo a fração IgG, foram dialisadas 

contra salina, sob refrigeração e agitação constante, até a 

total retirada do sulfato de amonio. 

2.1.2.5.3 - Detenainação da concentração proteica 

A concentração proteica das soluções de IgG foi 

determinada segundo o item 2.1.1.1. (página 21), com o 

intuito de padronizar as concentrações nos experimentos de 

neutralização e comparar a capacidade imunogênica dos 

venenos nativo e irradiados. 

2.1.2.5.4.- Neutralização de atividade hemorrágica 

Com o intuito de avaliar a capacidade dos anticorpos 

neutralizarem a atividade hemorrágica do veneno nativo, foi 

determinada a dose efetiva 50% ( D E 5 0 ) , definida pela relação 

mg de IgG/mg de veneno capaz de neutralizar em 50% a 

atividade hemorrágica. 
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Procedimento 

Para que o experimento de neutralização de atividade 

hemorrágica pudesse ser realizado, a dose mínima hemorrágica 

do veneno nativo (DMH= quantidade de veneno que induz urna 

lesão, cujo o produto das medidas transversal e longitudinal 

seja 100) foi estimada pela curva de atividade hemorrágica 

obtida no ítem 2.1.1.5.3. (página 34). 

Cinco doses mínimas hemorrágicas de veneno nativo foram 

incubadas com diferentes concentrações de antiveneno, por 3 0 

minutos à 3 7°C, de modo que as seguintes relações; 16,67; 

8,33; 4,17; 2,08 e 1,04 mg IgG/ mg veneno fossem obtidas. 

Após a neutralização in vitro, 100 pl da mistura, 

contendo 5 DMH de veneno e diferentes concentrações de 

antiveneno, foréun inoculadas intradermicamente, no dorso 

previamente depilado, de camundongos fêmeas (25-30 g ) . Para 

a determinação da atividade hemorrágica de cada amostra 

foram utilizados 5 grupos de 6 animais, além de um grupo 

controle inoculado somente com 5 DMH de veneno. Após 1,5 

horas os animais foreun sacrificados, a pele removida e o 

diâmetro da lesão hemorrágica medido. 

Trateunento dos dados 

A hemorragia foi expressa em porcentagem, considerando-

-se como 100% a média dos produtos das medidas da lesão 

hemorrágica do grupo contr'ole. 
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Os dados das curvas de porcentagem de atividade 

hemorrágica em função da relação mg IgG/mg veneno foram 

ajustados, por uma regressão linear, a uma equação do tipo; 

(36) Y= AX + B 

Onde: (Y) porcentagem de atividade hemorrágica; 

(X) mg IgG/mg de veneno; (A) coeficiente angular da reta e 

(B) coeficiente linear da reta. 

Cálculo das doses efetivas 50% 

A partir dessas curvas foi estimada D E 5 0 para cada 

amostra de antiveneno. 

2.1.2.5.5.- Neutralização da atividade edemaciante 

Para testar a capacidade de neutralização de atividade 

edemaciante dos anticorpos induzidos pelos venenos nativo e 

irradiados, o mesmo parâmetro descrito anteriormente ( D E 5 0 ) 

foi utilizado. Este foi definido pela relação mg de IgG/ mg 

de veneno, necessária para neutralizar 50% da atividade 

edemaciante. 

Segundo Gutie'rrez e cols^^, nos experimentos de 

neutralização de atividade edemaciante, a pré-incubação do 

antiveneno e veneno não deve ser utilizada, pois este pode 

induzir a liberação de componentes farmacologicamente ativos 

do antiveneno, impedindo " a neutralização e ocasionando o 

aumento da atividade. 
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Procedimento 

Inicialmente, a dose mínima edemaciante do veneno 

nativo (DME= quantidade de veneno que, quatro horas após o 

inoculo, induz a 30% de edema) foi estimada pela curva de 

atividade edemaciante obtida no item 2.1.1.5.4. (página 35). 

Para determinação da D E 5 0 de cada amostra de IgG, 

4 grupos de 6 camundongos machos (20-25g) foram inoculados, 

por via endovenosa, com 400, 200, 100 e 50 pl de antiveneno. 

Cinco minutos depois, 5 doses mínimas edemaciantes foram 

inoculadas, em um volume de 50 pl, pela via subplantar. Um 

grupo controle foi injetado somente com o veneno nativo. 

O volume das patas foi medido antes do inoculo do 

antiveneno e 4 horas após o inoculo do veneno, por 

pletismografia. 

Tratamento dos dados 

A porcentagem de edema de cada grupo foi calculada pela 

equação 37: 

(37) Edema (%)= Vf - Vi x 100 

vl 

Onde: (Vf) volume final da pata, 4 horas após o inoculo de 

veneno; (Vi) volume inicial da pata, antes do inoculo de 

antiveneno. 
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A porcentagem de atividade edemaciante da mistura 

antiveneno-veneno foi calculada, considerando-se como 100% o 

edema causado pelo grupo controle (inoculado somente com 

veneno). Os dados das curvas de porcentagem de atividade 

edemaciante em função da relação mg IgG/mg veneno foram 

ajustados, por uma regressão linear, a uma função: 

(38) Y= AX + B 

Onde: (Y) porcentagem de edema induzido pela mistura 

antiveneno-veneno; (X) mg IgG/ mg veneno; (A) coeficiente 

angular da reta e (B) coeficiente linear da reta. 

A determinação dos parâmetros das retas e a estimativa 

das doses efetivas 50% foram realizadas como descrito no 

ítem anterior. 

2.2.- Irradiação na presença de "scavengers" 

Alíquotas de veneno de jararaca na concentração de 

2 mg/ml em salina, contendo 0,1M; 0,5M; IM; 1, 5M e 2M de 

álcool butílico terciário ("scavenger" de radical hidroxila) 

e 0,001M; 0,005M; 0,01M; 0,05M e 0,1M de nitrato de sódio 

("scavenger" de elétron hidratado), filtradas em membrana de 

nitrocelulose (poro de 0,22 p) foram irradiadas na dose de 

2000 Gy, em fonte de ^^CO, à temperatura ambiente e na 

presença de oxigênio. 
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Alíquotas de veneno nativo diluído em salina e contendo 

as diferentes concentrações dos compostos utilizados como 

"scavengers", além do veneno irradiado com 2 00 0 Gy na 

ausência dos mesmos, foram utilizadas como referência nos 

ensaios. Todas as amostras, controles e irradiadas, foram 

liofilizadas, mantidas à -20°C e ressuspensas em água 

destilada no momento do uso. As amostras contendo nitrato de 

sódio foram previamente dialisadas contra solução salina. 

Todas as metodologias descritas a seguir, utilizando 

amostras irradiadas na presença de "scavengers", foram 

realizadas com o intuito de estudar o mecanismo de ação da 

radiação gama, através da comparação dos resultados obtidos 

com o veneno nativo, irradiado na ausência de "scavengers" e 

na presença de diferentes concentrações dos mesmos. 

2.2.1.- Concentração proteica 

A concentração proteica das amostras foi obtida 

seguindo a mesma metodologia descrita no Item 2.1.1.1 

(página 21). 

2.2.2- Espectro de absorção na região ultravioleta 

As amostras foram analisadas, na região de 235 a 

320 nm, nas concentrações de 250 e 500 pg/ml em salina, em 

espectrofotômetro Hitashi', modelo U-3200 , com registro 

automático de vários comprimentos de onda. 
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As densidades ópticas foram obtidas utilizando como 

branco a solução solvente. 

2.2.3.- Cromatografia em TSK G 3000 (HPLC) 

Esta metodologia foi utilizada em substituição a 

cromatografia em Sephacryl S-200, na tentativa de optimizar 

a separação das frações proteicas das amostras irradiadas 

com 2000 Gy. 

Procedimento 

A análise cromatográfica foi realizada em coluna de 

¿O X 0,75 cm, TSK G-3000-SW, cujo limite de fracionamento é 

de 1 a 300 KDa, acoplada a um equipamento Shimatzu C-R6A, 

que consta de dois sistemas automáticos de bombeamento, uma 

bomba injetora, um microcomputador, um detector 

espectrofotométrico e um registrador. 

Inicialmente todas as soluções utilizadas na 

cromatografia foram filtradas em membranas de nitrocelulose 

(poro de 0,22 p) e deaeradas. A coluna, após lavagem com 

metanol, foi equilibrada com tampão fosfato 50mM -

NaCl 250mM, pH 7,4. 

As eunostras, na concentração de 2 mg/ml em salina, 

foram aplicadas em um volume de 20 pl e a cromatografia 

processou-se em pressão constante de 180 Kgf/cm^ e fluxo de 

1 ml/minuto, à temperatura ambiente. 
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A densidade óptica das frações em 2 80 nm e o perfil 

cromatográfico, foram determinados automaticamente pelo 

detector e registrador acoplados à coluna. 

2.2.4.- Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, na 

ausência e presença de agentes redutores. 

As técnicas foram realizadas como descrito no item 

2.1.1.4 (página 25), utilizando-se somente a coloração com 

nitrato de prata. 

¿.2.5.- Atividades enzimáticas e biológicas 

2.2.5.1.- Atividade proteolítica 

A atividade proteolítica, tipo caseinolítica, das 

amostras foi determinada conforme descrito no item 

2.1.2.5.1. (página 30), utilizando-se a concentração de 

250 pq de proteína/ml. 

2.2.5.2.- Atividade coagulante 

A atividade coagulante das amostras foi determinada 

como descrito no item 2.1.1.5.2. (página 31), utilizando-se 

a concentração de 250 pg proteína/ml. A atividade coagulante 

específica foi determinada segundo a equação 39: 
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(39) Atividade coagulante em U/mg = I.C. x 0,1 

mg veneno 

Onde: (I.C) índice coagulante, calculado pela relação 

1000/tempo de coagulação. 

2.2.5.3.- Atividade hemorrágica 

A determinação de atividade hemorrágica das amostras 

foi realizada conforme o item 2.1,1.5.3. (página 34), 

inoculando-se os animais com 30 pg das amostras de veneno. 

2.2.5.4.- Atividade edemaciante 

A atividade edemaciante das amostras foi determinada 

segundo o item 2.1,1.5.4. (página 35), inoculando-se as 

patas posteriores dos animais com 3 pq das amostras de 

veneno. 

2.2.5.5. Cálculo do percentual de radloproteção 

A porcentagem de radloproteção das atividades 

proteolítica, coagulante, hemorrágica e edemaciante, 

conferidas pela adição de diferentes concentrações dos 

compostos utilizados como "scavengers", foi calculada a 

partir da unidade percentual de radloproteção (U.P.R.), 

obtida tomando-se como referência as atividades específicas 

das cimostras nativa (A' nat) e irradiada com 2000 Gy 

(A 2000), segundo a equação 40: 



5 7 

(40) U.P.R.= A nat - A 2000 
100 

A porcentagem de radloproteção conferida pelas 

diferentes concentrações dos compostos utilizados, foi 

obtida pela equação 41: 

(41) % radioproteção= A se - A 2000 
U.P.R. 

Onde; (A se) atividade especifica das amostras irradiadas na 

presença de "scavengers". 

2.3.- Análise estatística 

Os valores de "A", "B", seus respectivos desvies e o 

coeficiente de correlação linear (r) das curvas padrão de 

albumina, calibração de peso molecular da coluna de 

Sephacryl e das atividades proteolítica, coagulante, 

hemorrágica e edemaciante das amostras foram determinados 

pelo método dos mínimos quadrados do programa SAS^^l^ 

implantado no Depto de Processamento de Dados do IPEN. 

A existência das regressões lineares foi testada pela 

análise de variância devido à regressão, residual amostrai e 

total, determinando-se o valor de F (valor de variância) e o 

nivel de significância no "qual F é maior que F crítico. 



58 

O teste t - Student foi aplicado para comprovar a 

significancia entre as diferenças observadas nas atividades 

enzimáticas e biológicas das amostras irradiadas com a dose 

de 2000 Gy na presença de "scavengers", em relação as 

amostras controle e entre os resultados obtidos nas dosagens 

proteicas. 



VI- RESULTADOS 

1.- Irradiação em diferentes doses 

1.1.- Análise bioquímica e biológica 

1.1.1.- Concentração proteica 

Os teores proteicos das amostras foram estimados 

a partir de uma curva padrão de albumina bovina, 

cujos parâmetros e seus respectivos desvios foram; 

A= 0,0033 + 0,0000; B= 0,0129 + 0,0025; r= 0,9967. A 

'análise de variância aplicada à regressão linear dessa curva 

indicou a existência da regressão a nível de significância 

de 0,1%. 

A tabela VIII mostra as concentrações, teores proteicos 

e respectivos desvios, estimados a partir da curva padrão de 

albumina bovina, evidenciando a manutenção da concentração 

das amostras submetidas às doses de radiação utilizadas. O 

conteúdo proteico das alíquotas de veneno nativo, incubadas 

à temperatura ambiente durante o período de irradiação de 

cada amostra, também foram iguais ao da amostra nativa. 
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TABELA VIII 

CONCENTRAÇÃO PROTEICA DE VENENOS DE JARARACA NATIVO 
E SUBMETIDO À DIFERENTES DOSES DE RADIAÇÃO 

AMOSTRAS Concentração ug PROTEÍNA/ 
(mg/ml) mg VENENO 

NATIVA 1879±10 * 939+5 
500 Gy 1872112 * 936+6 
1000 Gy 1902118 * 951+9 
2000 Gy 1872114 * 936+7 
3000 Gy 1925112 * 962+6 
4000 Gy 1895110 * 947+5 

* Diferenças não significativas segundo teste 
t-Student (nível de significância de 5%) 

1.1.2.- Espectro de absorção em ultravioleta 

Os controles de temperatura de irradiação mostraram 

absorção idêntica à amostra nativa, enquanto as irradiadas 

apresentaram aumento do coeficiente de extinção molar, 

proporcionalmente ao aumento da dose de radiação, na faixa 

de 235 a 330 nm (figura 1 ) . 

O gráfico inserido na figura, mostra a diferença da 

absorção mínima a 249 nm, entre o veneno nativo e os 

irradiados. 
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Figura 1 : Espectro de absorção na regido ultravioleta, 

de venenos de jororoca nativo e irradiados, na 

concentração de 200 p g / m l , sendo os leituras 

realizadas contra solução salina. 



1.1.3.- Cromatogramas em Sephacryl S-200 

O perfil cromatográfico do veneno de jararaca nativo 

(figura 2) foi semelhante ao obtido por Denson e Rousseau-", 

evidenciando a presença de 6 frações. 
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F i g u r a 2: C r o m a t o g r a m a d e v e n e n o de 

¡araraca n a t i v o e m S e p h a c r y l S - 2 0 0 . 



Os perfis cromatográficos em Sephacryl S-200, das 

amostras irradiadas comparadas com a amostra nativa, são 

mostrados nas figuras 3 a 7. 

6 0 9 0 1 2 0 1 5 0 

V o l u m e e f l u e r r t s ( m i ) 

• I r r a d i a d o 5 0 0 Gy * N a t i v o 

Figura 3: C r o m o t o g r a m a s de venenos de 

(a ra raca na l l vo e I r r ad i ado c o m 500 Gy. 

SO 9 0 1 2 0 1 5 0 

V o l u m e e f l u e n t e ( m l ) 

I r r a d i a d o 1 0 0 0 Gy ' N a t i v o 

Figura 4: C r o m a t o g r a m a s de venenos de 

\araraca nat ivo e I r r a d i a d o c o m IQOO Gy. 
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Figura 5; C r o m a t o g r a m a s de venenos de 
\araraoa nat ivo e I r r ad i ado c o m 2000 Gy. 
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Figura 6: C r o m a t o g r a m a s de venenos de 
j a r a r a c a nat ivo e I r r ad iado c o m 3 0 0 0 Gy. 
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Figura 7: C r o m a t o g r a m a s de venenos de 
I a ra raca nat ivo e i r r a d i a d o c o m 4000 Gy. 

Croinatografias em Sephacryl S—200, em coluna de 1,5x90 cm, 
equilibrada com tampão Tris-HCl 50 m M - NaCl 80 mM, 

pH 7,5, em f luxo contmuo de 12 m l /ho ra . 
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Os cromatogramas das alíquotas de veneno nativo 

incubadas à temperatura ambiente, durante o período de 

irradiação de cada amostra, foram idênticos ao da amostra 

não irradiada. 

Pela cromatografia dos padrões de peso molecular 

conhecido (tabela II, página 23), foi construída a curva de 

calibração de peso molecular da coluna de Sephacryl, 

cujos parâmetros e seus respectivos desvios foram; 

A= 2,2367 + 0,2644; B= -0,1766 + 0,0247 e r= 0,9260. O 

tratamento estatístico aplicado para comprovar a existencia 

da regressão linear indicou nível de significância de 0,56% 

para a mesma. 

Com o intuito de analisar, de forma quantitativa, as 

alterações promovidas pela radiação no veneno de jararaca, 

foram calculadas as áreas das principais frações, obtidas 

por cromatografia (picos 1, 2 e 3 ) . Pela observação da 

figura 8 notamos que a área dos picos da amostra irradiada 

com 500 Gy não foi alterada significativamente, enquanto na 

amostra irradiada com 1000 Gy observou-se um aumento de 107% 

da fração "1", em relação à mesma da amostra nativa. Por 

outro lado, nas doses de 2000, 3000 e 4000 Gy a área da 

fração "1" apresentou um aumento de 338%, 418% e 567%, 

respectivamente, proporcional à diminuição das demais 

frações ("2" e " 3 " ) . 
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Figura 8: Areo das principais frações dos venenos de 

¡araraca nativo e i r radiados, separadas por c romatograf ia 

em Sephacryl S-200, estimadas pelo programa "Analysis" . 



fe / 

1.1.4.- Perfis eletroforéticos em EGPA-SDS 

1.1.4.1.- EGPA-SDS na presença de agentes redutores 

Os perfis eletroforéticos das amostras mostraram 

difusão crescente das proteínas no gel, à medida que a dose 

de radiação aumentou e confirmaram, em parte, os resultados 

obtidos nas cromatografías, pois além das alterações 

descritas nas mesmas, evidenciaram frações de peso molecular 

menor que as reveladas na amostra nativa. 

Essas alterações foram observadas tanto pelo método de 

coloração com Coomassie (figura 9) quanto pelo método com 

nitrato de prata (figura 10). 

Os perfis eletroforéticos das alíquotas de veneno 

nativo, controles de temperatura de irradiação, foram 

idênticos à amostra não irradiada. 



(KDa) 

66 

45 

36 

29 
24 

2 0 ' ^ . . „ 

1 4 , Z -*• * 

12 10 9 8 7 1 6 5 4 3 2 1 

(1) NATIVO (2) 500 Gy 
(5) 3000 Gy (6) 4000 
(8) CONTROLE 1000 Gy 
(10) CONTROLE 3000 Gy 

(3) 1000 Gy (4) 2000 Gy 
Gy (7) CONTROLE 500 Gy 

(9) CONTROLE 2000, Gy 
(11) CONTROLE 4 000 Gy 

FIGURA 9; ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 
12,5% COM SDS, DE VENENOS NATIVO, CONTROLE E 
EXPOSTOS À TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE O PERÍODO 
DE IRRADIAÇÃO DE CADA AMOSTRA E IRRADIADOS, CORADA 
COM COOMASSIE. AS AMOSTRAS FORAM PRÉ-TRATADAS 

COM URÉIA, 2-MERCAPTOETANOL E SDS. 
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FIGURA 10: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 
12,5% COM SDS, DE VENENOS NATIVO E IRRADIADOS, 
CORADA COM NITRATO DE PRATA. AS AMOSTRAS FORAM 
PRÉ-TRATADAS COM URÉIA, 2-MERCAPTOETANOL E SDS. 

Os perfis eletroforéticos das amostras, representados 

nas figuras 10 e 11, mostram que as proteínas têm afinidades 

diferentes pelos corantes utilizados e o método que utiliza 

nitrato de prata evidencia um maior número de frações 

proteicas do que o que utiliza Coomassie como corante. Os 

resultados sugerem que a' radiação altera a afinidade pelos 

corantes, uma vez que menor intensidade de coloração toi 

detectada nas amostras irradiadas.. 
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1.1.4.2.- EGPA-SDS na ausência de agentes redutores 

A eletroforese na ausência de agentes redutores não 

evidenciou a presença de proteínas de baixo peso molecular 

nas amostras irradiadas (figura 11), concordando com os 

resultados obtidos nas cromatografías. 

(1) NATIVO 
(4) 2000 Gy 

(2) 500 Gy 
(5) 3000 Gy 

(3) 1000 Gy 
(6) 4000 Gy 

FIGURA 11: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 
10%, COM SDS, DE VENENOS NATIVO E IRRADIADOS, 
CORADA COM NITRATO DE PRATA. AS AMOSTRAS 

FORAM PRÉ-TRATADAS COM SDS. 



1.1.5.- Atividades enzimáticas, biológicas e tóxicas 

1.1.5.1.- Atividades enzimáticas e biológicas 

As curvas das atividades proteolltica, coagulante, 

hemorrágica e edemaciante, em relação à concentração de 

veneno, indicam a atenuação de todas as atividades à medida 

que a dose de radiação aumenta. As curvas teóricas, obtidas 

por regressão linear dos dados experimentais, são mostradas 

nas figuras 12, 13, 14 e 15, respectivamente, sendo as 

amostras identificadas pela seguinte numeração: 

(1) AMOSTRA NATIVA (2) IRRADIADA COM 500 Gy 
¡3) IRRADIADA COM 1000 Gy (4) IRRADIADA COM 2 000 Gy 
(5) IRRADIADA COM 3 000 Gy (6) IRRADIADA COM 4 000 Gy 
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Figura 12: Atividade proteolitica tipo 
caseinolítica de venenos de jararaca 

nativo e irradiados. 
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Figura 15: At iv idade edemac ian te de 
venenos de j a ra raca nat ivo e 

i r rad iados , em c a m u n d o n g o s . 



TABELA IX 

ATIVIDADE PROTEO LÍTICA. TIPO CASEINOLfrlCA. DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS 

D E N S I D A D E Ó P T I C A 

AMOSTRAS 

50 100 

M I C R O C R A M A S 

150 200 300 

A T I V I D A D E 

ESPEC. RELATIVA 

U/mg % 

NATIVA 0.0147 0.0353 0.0473 0,0737 0.117 0.1S 0,0004 -0.0061 34,93 

•0.0021 ^0.0058 +0,0029 »0.0006 ±0,0025 +0 +0 +0,002 +3,72 
0,9919 

100.0 

+ 10,6 

500 Qy 0,015 0.039 0.0393 0,0545 0.0793 0,1 0.0002 0.0018 26.4S 75.8 
» 

+0.001 +0.0026 +0.0023 +0.0045 +0.0023 +0.002 +0 +0,001 +2,07 +2.7 
0,9990 

1000 Oy 0,0143 0,028 

«0,0032 +0.084 
0,0317 0.05 0.0687 0.097 0.0002 0,0018 23.31 
•0,0047 +0.0035 +0,0046 +0,003 +0 +0.0021 +5,78 

0,9748 

66,7 

•6,5 

2000 Cy 0,0887 0.0173 0.022 0.0257 0.0393 

+0.0012 +0,0061 +0.0035 +0.0025 +0.0042 
0.0054 0.0001 0.0029 14.8 42,4 

+0 +0 +0,0016 +2,07 Í 5 . 9 

0,9532 

3000Gy 0.006 0.011 0.0147 0.0207 0.0287 0.044 0.0001 0.0002 10,62 30.4 

±0 +0.001 +0.0085 +0.0012 +0,0012 +0 +0 +0,0009 +0,9 +2.6 

0,9772 

4000 Oy 0,0047 0.0113 0,0147 0,0193 0,0247 0.03 0 

•0,0015 ±0.0023 +0.0023 +0.0012 +0.0023 +0 +0 
0,0036 9.6 

+0,001 +1,6 

0.9385 

27,5 

+4,6 



TABELA X 

ATIVIDADE HEMORRÁGICA DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS, EM CAMUNDONGOS 

PRODUTO DAS MEDIDAS DA LESÃO 

AMOSTRAS • 

M I C R O G R A M A S 

18 30 45 60 

A T I V I D A D E 

ESPECIFICA RELATIVA 

O/mg % 

NATIVA 43,2 

¿9.0 

600 Oy 58.5 

±17.2 

100,0 

t23.0 

105,2 

t l2 .6 

152.5 

t20,69 

130.23 

•2,2 

195.0 

t i 1.8 

163.0 

4-21.9 

3,3850 -4.2500 

10.243 i9.997 

0,9277 

2,3767 28.125 

+0,226 

0.8796 

+9,283 

31,66 

+3,2 

33.17 

+4,9 

100,0 

+ 10.1 

104.8 

+ 15.5 

1000 Gy 27,0 79,5 101.2 118.0 

+6.3 +7,4 ±10,0 ±28,9 

1,49 

t0,234 

0.7250 

31,5 

+9,612 

25,62 

+6,1 

80,9 

+ 19,4 

2000 Gy 27.77 34.5 54.2 66.2 

±7.8 ±1.7 ±3.5 ±4.0 

0,9017 

±0.078 

0.8990 

11,875 

±3.194 

13,27 

•3,5 

41,9 

+ 11,1 

3000 Gy 16,7 

±2.2 

30.7 

±3,0 

31.5 

±18.6 

58.5 

±11.0 

0,9233 

±0,11 

0,8218 

2.8750 

±4,528 

10,24 

±0,6 

32,3 

+2,1 

4000 Oy 0 6.6 

+2.3 

17.7-

+1.7 

26.2 

±4.8 

0.6033 

±0.043 

0.9292 

•10,125 

+ 1,762 

3.43 

• 1,28 

10,8 

•4,0 



TABELA XI 

ATIVIDADE EDEMACIANTE DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS 

E D E M A % A T I V I D A D E 

AMOSTRAS 

M I C R O G R A M A S 

4 3 2 

NATIVA 120.1 88,3 88,1 34,7 30,0 

+22.4 +10,0 +9.3 +2.6 +3.7 

23,2233 -1.2506 

+ 1,727 +5.736 

0,8657 

ESPECIFICA RELATIVA 

U/mg % 

23,25 

+3,16 

100,0 

+ 13,5 

500 Gy 90.6 

±8,8 

70.1 

±10.0 

51.6 

t7.5 

27.2 

+3,9 

22.4100 -19.3233 

±0.923 ±3.062 

0.9530 

16,61 

±2,04 

71,4 

±8,8 

1000 Oy 56.2 

+7,3 

35.5 

+ 12,2 

29.1 

+7,3 

23,9 

t6.1 

12.3883 -8,2217 

±1.138 ±3,775 

0,8620 

10,44 

±1,41 

44,9 

+4,9 

2000 Gy 35,2 

+4,4 

24.4 

+4.5 

U.4 

+3.5 

9.4817 -14.2417 

+0,598 +1,984 

0,8962 

5,65 

+ 1,67 

24,3 

+7.1 

3000 Gy 29,4 

+7.1 

16.6 

+5.2 

5,01 

+ 1,22 

21.9 

+5,2 

4000 Gy 18.7 

±4.6 

8.7 

+13.3 

2,61 

•0,01 

9,3 

+0,1 



T A B E L A X I I 

Í N D I C E C O A G U L A N T E no D E V E N E N O S N A T I V O E I R R A D I A D O S , 

C A L C U L A D O S E G U N D O E Q U A Ç Ã O : K > 1 0 0 0 / T E M P O D E C O A O U L A Ç A O 

I N D I C E C O A G U L A N T E 

A M O S T R A • 

C O N C E N T R A Ç Ã O Img/ml) 

1.000 0.500 0,250 0.125 0,062 0,031 

N A T I V A 89.60 69,27 41.67 26.60 15.37 10,49 

500 Oy 58.85 41.72 28.64 19,19 11,87 7.21 

1000 Oy 45.65 39.86 20,05 12,08 6,18 • 

3000 Oy 25.44 16.79 10.02 5,91 • * 

3000 Gy 10.47 5.56 3.24 • • • 

4000 Oy • • • • 

• I N C O A G U L A V E L 

T A B E L A W D 

A T I V I D A D E C O A O U L A N T E D E V E N E N O S D E J A R A R A C A N A T I V O E I R R A D I A D O S , S O B R E P L A S M A H U M A N O 

A M O S T R A S • 

N A T I V A 11.2 

+0.7 

T E M P O D E C O A G U L A Ç Ã O ( S E G U N D O S I 

C O N C E N T R A Ç Ã O ( m g / m l | 

1,000 0.500 0.250 0.125 0.062 0,031 

16.9 

tO.6 

24.0 

+ 1.3 

37.6 

+0.3 

65.1 

+2.4 

9S.3 

+ 1,5 

-0,6240 0.0106 

+2,3833 +0.0223 

0,0934 

A T I V I D A D E 

R E L A T I V A 

% 

100,0 

500 Oy 17.1 23.0 34,7 52,1 86,0 138,8 

tO.3 +1.0 +0.5 »0 ,6 +1,6 i2,6 

-0,6054 0,0103 

+2,7683 +0,0213 

0,9984 

70,3 

+3,4 

1000 Oy 22.1 

+1.8 

32,4 

•1.3 

49.9 

+0.7 

82.8 

+2.7 

161,9 

+4.3 

•0,7104 0,0214 

+3,0114 ±0.0364 

0.S83Q 

47,3 

2000 Gy 39.3 

+0.9 

59.6 

t l . O 

99.8 

+1.5 

169.2 

+ 1.8 

0.7065 0,0114 

+3,6385 +0.0148 

0,9961 

25,7 

+3,1 

3000 Oy 99.5 

± J . 4 

179.9 

±7.8 

9,6 

+2.0 

4000 Oy 0,0 

• I N C O A G U L A V E L 



As alíquotas de veneno nativo, incubadas à temperatura 

ambiente durante o período de irradiação de cada amostra, 

não apresentaram diferenças significativas nas atividades 

testadas, em relação à amostra nativa. 

1.1 .5 .2 . - Toxicidade 

Os valores de D L 5 Q , em mg de veneno seco/Kg de peso, 

com os seus respectivos limites fiduciais, estão 

representadas na tabela XIV, indicando a atenuação da 

toxicidade à medida que a dose de radiação aumenta. 

TABELA HV 

DOSE LETAL 50% DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS. 

INOCULADOS POR VIA INTRAPERITONEAL 10.5 ml). EM CAMUNDONGOS MACHOS DE 20-22g 

AMOSTRAS 

D O S E E M M I C R O G R A M A S / 

M O R T A L I D A D E 

DL50 TOXICIDADE 

mg/Kg RELATIVA(%) 

NATIVA 

500 Oy 

1000 Gy 

2000 Gy 

doMtug) 27.0 

mort(%) 0 

doictugj 27.0 

mort(%) 0 

do»c(ug) 60,7 

mort(%) 0 

doaelug) S1.2 

mort%) o 

40.5 

80.0 

40,5 

60,7 

60,7 

20.0 20.0 

91.1 136.7 

0 40,0 

91.1 136,7 205,0 

100,0 80.0 

91.1 

100,0 

60.0 

100.0 

136,7 

100.0 

205,0 

100.0 100.0 

205.0 307.5 461,2 

80.0 100,0 

136.7 205.0 307,5 460,0 690.0 

1.94 100,0 

(1,52-2,48) 

3,16 61,4 

(2,44-4,1) 

9.08 21.4 

16,42-12,64) 

20.0 100,0 

12.55 15,5 

100,0 19,82-16,04) 

do.dug) 136.5 205,0 307,0 460,0 688,0 1032,0 

3000 Gy 

4000 Gy 

mort(%) 0 

doídug) 460,0 

moiK%) 0 

20.0 

507.0 760,0 

80,0 

80,0 80.0 

20.93 9,3 

100,0 (15,13-27,6) 

1140,0 1708,0 2500,0 

36,49 6,3 

80,0 100.0 100,0 (28-47.56) 



As curvas de atividade relativa das amostras, em função 

da dose de radiação, são mostradas na figura 16. Os 

resultados indicam diferenças no grau de 

radiossensibilidade, apresentando em ordem crescente as 

atividades coagulante, tóxica, edemaciante, hemorrágica e 

proteolítica. 

100 
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T o x i c o 

Protsolftjça 

C o a g u l a n t * 

H e m o r r á g i c a 

~ ~ Edemac lgn t» 

0 1 2 3 4 

Dose (Gy x 1000) 

Figura 16; Efeito da radiação goma nas atividades toxica, 

proteolítica, coagulante, hemorra'gica e edemaciante 

do veneno de ¡araraca. As curvas foram obtidas por 

regressão linear dos dados experimentais. 



1.2.- Análise imunológica 

1.2.1.- Imunodifusão dupla radial 

A figura 17 mostra a semelhança entre as linhas de 

precipitação das amostras nativa e irradiadas, contra o soro 

antibotrópico. 

(1) NATIVO (2) 500 Gy (3) 1000 Gy (4) 2000 Gy 
(5) 3000 Gy (6) 4000 Gy (S) SORO ANTIBOTRÓPICO 

FIGURA 17: IMUNODIFUSÃO DUPLA RADIAL DE VENENOS 
NATIVO E IRRADIADOS, EM GEL DE AGAROSE 1%, AS 
AMOSTRAS, NA CONCENTRAÇÃO DE 2 mg/ml, FORAM 
ANALISADAS FRENTE AO SORO ANTIBOTRÓPICO. 
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1.2.2.- "Inununoblotting" 

A comparação entre os perfis eletroforáticos das 

amostras em EGPA-SDS (figura 9) e os perfis revelados por 

"inununoblotting" (figura 18), indica que todas as frações 

separadas eletroforeticamente, tanto da amostra nativa 

quanto das amostras irradiadas, reagiram com os anticorpos 

do soro antibotrópico. 

PM 

(KDa) ~ ~~ 

36 

29 
24 

20.1 

14,2 

P 6 5 4 3 2 1 

(1) NATIVO (2) 500 Gy (3) 1000 Gy 
(4) 2000 Gy (5] 3000 Gy (6) 4000 Gy 
(P) PROTEÍNAS PADRÃO (PM) PESO MOLECULAR 

FIGURA 18: VENENOS DE JARARACA NATIVO E 
IRRADIADOS, FRACIONADOS POR EGPA-SDS E 

REVELADOS POR "IMMUNOBLOTTING" COM 
SORO ANTIBOTRÓPICO. 



1.2.3.- Imunoprecipitação 

A figura 19 refere-se às porções ascendentes das curvas 

de imunoprecipitação, construídas a partir da quantidade de 

veneno em função da ligação antígeno-anticorpo, representada 

pela densidade óptica. 

1.2 

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 

V e n e n o (mg) 

- * - Nativo —t— 500 Gy 1000 Gy 

~ A ~ 2000 Gy - X - 3000 Gy -4- 4000 Gy 

Figura 19: Comparação entre as porpoes ascendentes 

das curvas de Imunoprecipitação, dos venenos nativo 

e irradiados, contra soro antíbotro'pico. 



Esses resultados sugerem que a capacidade antigênica da 

amostra irradiada com 500 Gy não foi alterada e que embora 

os venenos irradiados com maiores doses possuam a capacidade 

de ligar-se aos anticorpos, existem modificações na 

interação antígeno-anticorpo, uma vez que foram necessárias 

maiores quantidades de antígeno irradiado para que a mesma 

ligação antígeno nativo-anticorpo fosse obtida. 

Por outro lado, notamos que a densidade óptica do 

último ponto da porção ascendente das curvas é maior nas 

amostras irradiadas do que na amostra nativa. 

1.2.4.- Capacidade imunogênica 

A figura 20 indica a semelhança entre o titulo de 

anticorpos do soro de camundongos imunizados com venenos 

nativo e irradiados. As diferenças observadas, representam 

somente uma diluição na metodologia de ELISA, não sendo 

estatisticamente significantes. 

A sobrevida dos animais imunizados após desafio com 

cinco DL 5 o de veneno nativo é mostrada na mesma figura, ao 

final da última semana de coleta. Maior sobrevida foi 

observada nos animais imunizados com venenos irradiados com 

500, 1000 e 2000 Gy em relação ao grupo imunizado com veneno 

nativo. Por outro lado, os animais imunizados com 3 000 e 

4000 Gy parecem não ser protegidos contra os efeitos letais 

do veneno de jararaca nativo. 
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Figura 20: irtuíos de anticorpos obtidos no soro de 

camundongos imunizados com venenos de jararaca 

nativo e irradiados com diferentes doses de raios gama. 

Os valores em parênteses, dispostos ao lodo do h is to ­

grama representam a porcentagem de sobrevida dos 

animais, apo's desafio com 5 DL50 de veneno nativo. 



1.2.5.- Capacidade neutralizante 

1.2.5.1.- Imunização 

Durante o processo de imunização dos coelhos, as 

reações observadas no local do inoculo foram sempre mais 

pronunciadas nos grupos imunizados com venenos nativo, 

irradiado com 500 e 1000 Gy. A sobrevida desses animais 

durante o período de imunização, foi 33,3%; 66,6% e 66,6%, 

respectivamente, enquanto nos grupos inoculados com 2000, 

3000 e 4000 Gy a sobrevida foi de 100%. 

1.2.5.2.- Concentração proteica da fração IgG 

O conteúdo proteico das soluções de IgG, obtidas por 

precipitação com sulfato de amonio, do "pool" de plasma 

de coelhos imunizados com venenos nativo e irradiados, 

foi estimado pela curva padrão de albúmina bovina, 

cujos parâmetros e seus respectivos desvios foram: 

A= 0,0125 + 0,0025; B= 3,0222 + 0,0000 e r= 0,9965. 

As concentrações proteicas das soluções de IgG, seus 

respectivos desvios e os rendimentos da fração IgG para cada 

grupo são mostrados na tabela XV. As diferenças observadas 

não são significativas, levando-se em consideração o número 

de animais utilizados. 
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TABELA XV 

CONCENTRAÇÃO PROTEICA DAS SOLUÇÕES DE IgG 
PURIFICADAS DO PLASMA DE COELHOS IMUNIZA­

DOS COM VENENOS NATIVO E IRRADIADOS 

Antígeno Concentração 
IgG (mg/ml) 

veneno nativo 49,48 + 0,50 
veneno 500 Gy 54,89 + 0,73 
veneno 1000 Gy 40,07 + 0,60 
veneno 2000 Gy 64,81 + 0,16 
veneno 3000 Gy 7 1 , 8 0 + 3 , 0 2 
veneno 4000 Gy 51,38+0,06 

1.2.5.3.- Neutralização de atividade hemorrágica 

Na tabela XVI encontram-se as porcentagens de atividade 

hemorrágica para cada grupo inoculado com as misturas 

antiveneno-veneno, os parâmetros das regressões lineares das 

curvas obtidas a partir desses dados e as doses efetivas 50% 

( D E 5 0 ) . Os resultados indicam a mesma capacidade 

neutralizante dos anticorpos induzidos pelos venenos 

irradiados com 500, 1000 e 2000 Gy, em relação aos 

anticorpos induzidos pelo veneno nativo, e a diminuição 

dessa capacidade nos anticorpos induzidos por venenos 

irradiados com maiores doses. 



TABELA XVI 

NEUTRALIZAÇÃO DE ATIVIDADE HEMORRÁGICA POR IgG PURinCADA DO PLASMA 

DE COELHOS IMUNIZADOS COM VENENOS NATIVO E IRRADIAIXXS 

AMOSTRAS • 

16.67 

ANTl 68.6 

NATIVO +1.4 

ATIVIDADE HEMORRRAGICA (%) 

mg IgG/ mg VENENO 

8.33 4.17 2.88 

63.4 

+9.9 

82.6 

±7.7 

96,5 

+26.3 

1.44 

MMavBHa 

100.0 

+28.7 

A B 

r 

-2.0654 3.9220 

0.9766 

RE 50 

mglgO/ 

mg veneno 

13.27 

ANTI 35.8 

600 Oy +3.1 

76.8 

+9.5 

88.0 

+21.0 

97.1 

+9.1 

106.3 

+ 11.7 

-2,5344 4.3468 

0.9990 

13.23 

ANTI 29,8 

1000 Gy +4.3 

65.3 

±9,2 

85.6 

±16.5 

92.3 

±16.3 

101.0 

±10.5 

•3,2378 4.4302 

0.9990 

12,02 

ANTI 38.1 

2000 Gy ±7.6 

55,0 

±4.4 

74.7 

±1.8 

84.1 

±7,3 

107.2 

±4.6 

6,0666 3.6370 

0.9543 

12,08 

ANTI 54.3 

3000 Gy ±5,4 

69.1 

tll .3 

85.0 

±5.3 

106.0 

±13.4 

103.7 

±5.8 

1.0565 2,6770 

0.9391 

18,28 

ANTI 68,8 

4000 Gy ±5,8 

75,6 

±13.6 

80.0 

±18.2 

92.9 98,9 2,7708 2,4660 

+16.2 ±5,1 0,9634 

19,15 



0 0 

1.2.5.4.- Neutralização de atividade edemaciante 

Os valores de D E 5 0 , encontrados no experimento de 

neutralização de atividade edemaciante, mostram que os 

anticorpos induzidos pelos venenos irradiados possuem a 

mesma capacidade neutralizante dos induzidos pelo veneno 

nativo. Na tabela XVII, encontram-se as porcentagens de 

atividade edemaciante para cada grupo inoculado com as 

misturas antiveneno-veneno, os parâmetros das regressões 

lineares das curvas obtidas a partir desses dados e as dose 

efetivas 50%. 

TABELA X V n 

NEUTRALIZAÇÃO DE ATIVIDADE EDEMACIANTE POR IgQ PURIFICADA DO PLASMA 

DE COELHOS IMUNIZADOS COM VENENOS NATIVO E IRRADIADOS 

ATIVIDADE EDEMACIANTE 1%) 

AMOSTRAS. 

mg IgG/ mg VENENO 

1960 980 490 346 

DE 50 

mgIgC/ 

mg veneno 

Aifn 44.1 55.6 82.9 99,7 1,27 31.13 1560 

NATIVO .10.2 •9.0 t l l .2 •5,0 0,9123 

ANTI 50.9 62.4 65.3 98.2 10,90 22.09 1770 

SOOOy tB.2 tI2.6 tl2.8 ±6,1 0,8113 

ANTI 41.0 54.5 60.4 72.5 27,99 16,40 1340 

3000 Oy í6.3 t9.7 ±5.0 ±12,8 0,9571 

ANTI 63.9 70.2 83.4 87,1 17,90 12,60 2540 

3000 Gy tl2.7 tlO.2 ±10,0 •7,8 0,9465 

ANTI 54.7 56.8 68.0 73,1 32,28 10,0 1770 

4000 Gy • 7.9 •9.5 • 10,7 •9,2 0,8827 

BBBBBBSBBB B B B B B B S B B B B B S B S B S n » 

* A amostra de plajima do» animals Imuntzados com veneno Irradiado com 

1000 Gy nho pode ser anallsads por apresenlar quaiiUdade Insullclente 

para o ensalo. 



2.- Irradiação com a dose de 2000 Gy na ausência e 

presença de "scavengers". 

2.1. Concentração proteica 

As concentrações proteicas das amostras nativa, 

irradiada 

irradiado) e na presença de diferentes concentrações 

de nitrato de sódio e álcool butílico terciário, 

foram estimadas a partir de uma curva padrão de albumina 

bovina, cujos parâmetros foram; A= 0,0158 + 0,0021; 

B= 0,0032 + 0,0000 e r= 0,9982. A análise de variância 

'aplicada à regressão indicou nível de significância zero até 

a sexta casa decimal. 

Os resultados mostram a manutenção da concentração 

proteica das amostras, com exceção das irradiadas na 

presença de 1, 5M e 2,0M de álcool butílico terciário, que 

apresentaram diminuição do conteúdo proteico da ordem de 

51,5% e 68,2%, respectivamente (tabela XVIII). 

As alíquotas de veneno nativo também apresentaram 

manutenção do conteúdo proteico após incubação com as 

diferentes concentrações de nitrato de sódio e álcool 

butílico terciário utilizadas. 



TABELA XVIII 

CONCENTRAÇÃO PROTEICA DAS AMOSTRAS NATIVA E 
IRRADIADAS NA AUSÊNCIA E PRESENÇA DE DIFERENTES 

CONCENTRAÇÕES DE NITRATO DE SÓDIO (NS) E 
ÁLCOOL BUTÍLICO TERCIÁRIO (BUT) 

AMOSTRAS CONCENTRAÇÃO CONCENTRAÇÃO 
Jig/ml RELATIVA(%) 

NATIVA 1895+5 * 100,0 
2000 Gy 1902+8 * 100,4 
NS0,001M 1879+6 * 99,1 
NS 0,005M 1895+8 * 100,0 
NS 0,01M 1875+10* 98,9 
NS 0,05M 1887+4 * 99,5 
NS 0,1M 1925+8 * 101,6 
BUT 0,1M 1872+6 * 98,7 
BUT 0,5M 1895+5 * 100,0 
BUT 1,0M 1800+10* 95,0 
BUT 1,5M 919+6 ** 48,5 
BUT 2,0M 603+3 ** 31,8 

* Diferenças não significativas 
** Diferenças significativas 
Segundo teste t-Student (P= 0,005) 

2.2.- Espectro de absorção em ultravioleta 

Os espectros de absorção, na região ultravioleta, das 

amostras irradiadas na presença de diferentes concentrações 

de nitrato de sódio, foram semelhantes à amostra controle 

irradiada com 2000 Gy e aumentados em relação à amostra 

nativa (figuras 21 a 26). 
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COMPRIMENTO DC ONDA ( m n ) 

2000 By 

Figura 2 1 : Espectros de abso rção de 
venenos nativo e i r radiados com 2000 Gy. 
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235 25S 273 2J5 313 M 3 

COMPRIMENTO D E ONDA ( n m ) 
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Figura 2 2 : Espectros de absorção de 
venenos nativo e i r radiados com 2000 Gy, 

controle e na presença de 0 ,001 M de N a N 0 3 . 



235 235 275 295 J15 3.35 
COMPRIMENTO DE ONDA ( n m ) 

—• NATIVO 2000 Gy """ NaN03 0.005M 

Figura 23: Espectros de absorpão de 

venenos nativo e irradiados com 2000 Gy, 

controle e na presença de 0.005M de NaN03. 

Figura 24: Espectros de absorção de 
venenos nativo e irradiados com 2000 Gy, 

controle e na presença de 0,01 M de NaN03. 
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Figura 26: Espectros de absorção de 
venenos notivo e irradiados com 2000 Gy, 
controle e na presença de 0,1M de NaN03. 
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Por outro lado, as amostras irradiadas na presença de 

0,5M; IM e 1,5M de álcool butílico terciário apresentaram 

coeficiente de extinção molar semelhante à amostra nativa 

(figuras 27,28 e 29). 

o 
? 3 n 2S3 2 7 3 7»S S i n 

COMPRIMENTO O f ONOA ( m n ) 

NATIVO 2000 Oy • • - BUTANOL O, I M 

Figura 27: Espectros de absorção de venenos 
nativo e irradiados com 2000 Gy, controle 

e na presença de 0,1M de butanol. 
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Figura 28: Espectros de absorção de venenos 
nativo e irradiados com 2000 Gy, controle 

e na presença de 0,5M de butanol. 
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Figura 29: Espectros de absorção de venenos 

nativo e irradiados com 2000 Gy , controle 

e na presença de IM de butanol. 

O espectro de absorção da amostra contendo 1, 5M de 

álcool butílico terciário apresentou absorção em 249 nm 

intermediária entre os venenos controles nativo e irradiado, 

e na região de 260 a 295 nm, aumentado em relação ao 

irradiado (figura 30). 

A figura 31 mostra o aumento do coeficiente de extinção 

molar da amostra contendo 2M do mesmo "scavenger", em 

relação às amostras nativa e controle irradiado. 
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Figura 30: Espectros de absorção de venenos 
nativo e irradiados com 2000 Gy, controle 

e na presença de 1,5M de butanol. 
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Figura 3 1 : Espectros de absorção de venenos 
nativo e irradiados com 2000 Gy, controle 

e na presença de 2M de butanol. 
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2.3.- Cromatogreunas em TSK G 3000 (HPLC) 

As figuras 32 e 33 apresentcun os cromatogramas dos 

venenos nativo e irradiado com 2000 Gy (controle) em coluna 

de TSK G3000 SW, evidenciando a melhoria da separação em 

relação à obtida pela coluna de Sephacryl S-200, apresentada 

na figura 5 (página 62). 

1 0 2 0 iO 
Tempo da re tenção ( m i n ) 

F igu ra 3 2 : C r o m a t o g r a m a de v e n e n o de 

I a r a r a c a n a t l v O / e m HPLC. 

5 0 

0 . 0 6 

1 0 2 0 3 0 40 

Tempo de re tenção ( m i n ) 

F igu ra 3 3 : C r o m a t o g r a m a de v e n e n o de 
j a r a r a c a I r r a d i a d o c o m 2 0 0 0 Gy, e m HPLC. 

5 0 
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As figuras 34 a 38 mostram a identidade entre os perfis 

cromatográficos das amostras irradiadas na presença de 

diferentes concentrações de nitrato de sódio e da amostra 

controle irradiada. 
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C o n t r o l e N a N 0 3 0 , 0 0 1 M 

F i g u r a 54.: C r o m a t o g r a m a s de v e n e n o s 

i r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e na 

p r e s e n ç a de 0 , 0 0 1 M de N a N 0 5 . 
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F i g u r a 5 5 : C r o m a t o g r o m a s de v e n e n o s 

I r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e na 

p r e s e n ç a de 0 , 0 0 5 M de N a N 0 5 . 
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F i g u r a 35: C r o m a t o g r a m a s de v e n e n o s 

i r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e na 

p r e s e n ç a de 0 ,01 M de N a N 0 5 , 
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F i g u r a 57: C r o m a t o g r a m a s de v e n e n o s 

i r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e na 

p r e s e n ç a de 0 , 0 5 M de N a N 0 5 . 
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F i g u r a 58: C r o m a t o g r a m a s de v e n e n o s 

i r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e no 

p r e s e n ç a de 0,1 M de N a N 0 5 . 
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As alterações nos cromatogramas das amostras irradiadas 

na presença de 0,1M; 0,5M e IM de álcool butílico terciário 

em relação à amostra controle irradiada podem ser vistas nas 

figuras 39, 40 e 41, indicando quebra de proteínas em 

solução. 
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F igu ra 59: C r o m a t o g r a m a s de venenos 
i r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e no 

p r e s e n ç a de 0 ,1M de b u t a n o l . 
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F igu ra 4 0 : C r o m a t o g r a m a s de venenos 

i r r a d i a d o s c o m 2 0 0 0 Gy, c o n t r o l e e na 

p r e s e n ç a d e 0 ,5M de b u t a n o l . 



0.06 

101 

10 20 3 0 4 0 

Tempo de retenção (min) 

Controle Butonol 1M 

Figura 4 1 : C romatog ramas de v e n e n o s 
i r rad iados com 2000 Gy, controle e na 

presença de 1M de butano l . 

Na figura 4 2 nota-se o aparecimento de uma fração de 

peso molecular elevado, enquanto a figura 43 indica o 

aumento de frações de baixo peso molecular. Cabe ressaltar 

que somente a parte solúvel das amostras irradiadas na 

presença de 1,5M e 2M de álcool butílico terciário foi 

analisada. 
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Figura 42 : C r o m a t o g r a m a s de venenos 
i r r ad i ados c o m 2000 Gy, con t ro le e no 

p resença de 1,5M de b u t a n o i . 
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Figura 43: C r o m a t o g r o m a s de venenos 
I r r ad iados c o m 2000 Gy, con t ro le e na 

p resença de 2W de b u t a n o l . 
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Os perfis cromatográficos das amostras de veneno nativo 

incubadas com 0,001M a 0,1M de nitrato de sódio e 0,1M a 2M 

de álcool butílico terciário apresentaram-se idênticos ao da 

amostra nativa. 
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2.4.- Eletroforese em EGPA-SDS 

Os resultados apresentados nas figuras 4 4 e 4 5 , 

concordam com os obtidos nas cromatografías (mostradas no 

item anterior), porém não evidenciam o aumento da fração de 

baixo peso molecular, observado nas amostras irradiadas com 

2000 Gy na presença de 1, 5M e 2M de álcool butílico 

terciário. 

10 

(1) BUT 2M (2) BUT 1,5M (3) BUT IM (4) BUT 0,5M 
(5) BUT 0,1M (6)NS 0,1M (7) NS 0,05M 
(8) NS 0,01M (9) NS 0,005M (10) NS 0,001M 

FIGURA 44; ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 
12,5% COM SDS, DE VENENOS NATIVO, IRRADIADOS COM 
2000 Gy NA AUSÊNCIA E PRESENÇA DE DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE NITRATO DE SÓDIO (NS) E ÁLCOOL 
BUTÍLICO TERCIÁRIO (BUT), CORADA COM NITRATO 

DE PRATA. AS AMOSTRAS FORAM PRÉ-TRATADAS 
COM URÉIA, 2-MERCAPTOETANOL E SDS. 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

(1) BUT 2M 
(5) BUT 0,1M 
(8) NS 0,01M 

(2) BUT 1,5M (3) BUT 1M 
(6)NS 0,1M 

(9) NS 0,005M 

(4) BUT 0,5M 
(7) NS 0,05M 

(10) NS 0,001M 

FIGURA 45: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 
10% COM SDS, DE VENENOS NATIVO, IRRADIADOS COM 
2000 Gy NA AUSÊNCIA E PRESENÇA DE DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE NITRATO DE SÓDIO (NS) E ÁLCOOL 
BUTÍLICO TERCIÁRIO (BUT), CORADA COM NITRATO DE 
PRATA. AS AMOSTRAS FORAM PRÉ-TRATADAS COM SDS. 

As amostras de veneno nativo incubadas com as 

diferentes concentrações dos "scavengers" utilizados 

mostraram padrões eletroforéticos idênticos à amostra 

nativa, em ambas eletroforeses. 
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2.5.- Atividades enzimáticas e biológicas 

As atividades proteolítica, coagulante, hemorrágica e 

edemaciante foram protegidas conforme a concentração do 

"scavenger" presente durante a irradiação (figuras 49 a 57). 

C o n c e n t r a ç ã o NaN03 ( m o l a r ) 

F i g u r a 4-6: E f e i t o d a c o n c e n t r a ç ã o d e 

N a N 0 3 n a a t i v i d a d e p r o t e o l ' t i c a do v e ­

n e n o de f a r a r a c a i r r a d i a d o c o m 2 0 0 0 Gy. 

0.02 

O 0.5 1 1.5 2 

C o n c e n t r a ç ã o b u t a n o l ( m o l a r ) 

F i g u r o 47: E f e i t o d a c o n c e n t r a ç ã o de 

b u t a n o l n a a t i v i d a d e p r o t e o l í t i c a d o v e ­

n e n o d e i a r a r a c a i r r a d i a d o c o m 2 0 0 0 Gy. 
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Figura 48 : Efeito da concentropao de 
NaN03 na at iv idade coagulante do v e ­
neno de [araraca i r rad iado com 2000 Gy. 
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Figura 49 : Efeito da concent ração de 
butanol na at iv idade coagulante do v e ­
neno de [araraca i r rad iado com 2000 Gy. 
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Figura 50: Efeito da concentração de 
NaN05 na atividade hemorra'gica do v e ­
neno de jararaca irradiado com 2000 Gy. 
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Figura 5 1 : Efeito do concent.'-acoo de 
butanol na atividade hemorrágica do v e ­
neno de jararaca irradiado com 2000 Gy, 
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(1) NATIVO (2) 2000 Gy (3) NS 0,001M (4) NS 0,005M 
(5) NS 0,01M (6) NS 0,05M (7) NS 0,1M (8) BUT O,IM 
(9) BUT 0,5M (10) BUT IM (11) BUT 1,5M (12) BUT 2M 

FIGURA 52: ATIVIDADE HEMORRÁGICA DE VENENOS DE JARARACA 
NATIVO E IRRADIADOS COM 2000 Gy, CONTROLE E CONTENDO 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE NITRATO DE SÓDIO (NS) E 
ÁLCOOL BUTÍLICO TERCIÁRIO (BUT), EM CAMUNDONGOS. 
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Figura 53 : Efeito da concentração de 
NaN03 na at iv idade edemaciante do v e ­
neno de [araraca i r rad iado com 2000 Gy. 
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Figura 54 : t f e i t o da concent ração de 
butanol na at iv idade edemaciante do v e ­
neno de [araraca i r rad iado com 2000 Gy. 



As atividades específicas de cada amostra e as 

porcentagens de radioproteção das diferentes concentrações 

de "scavengers" para cada atividade testada são mostradas na 

tabela XIX. 

T A n e w X I X 

CAPACIDADE RADIOPROTETORA DE DIFERJEOTES CONCENTRAÇÕES DOS 'SCAVENGERS", 

NITRATO DE SÓDIO (NS) E BUTANOL (BUTI, SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 

E BIOLÓGICAS DO VENENO DE JARARACA IRRADL^DO COM 2000 Oy 

AMOSTRAS 

NATIVA 

U NI DA D E S / oig R A D 1 0 P R O T B Ç Á O 

ATIVIDADES ATIVIDADES 

PROTEOL. COAGUL. HEMOR. EDEMAC, 

35.17 23.07 34,0 21,92 

PROTEOL. COAGUL, HEMOR. EDEMAC, 

2000 Gy 

NSO.OOIM 

15,43 6.32 8.9 

14.17 5,39 9.0 

7,37 

8,34 

NS O.OOSM 

NSO.OIM 

NS O.OSM 

NSO.IM 

16.93 6.61 23.2 10,5 

22.1 6,32 38,1 11.0 

19.54 5.82 9.9 4.02 

16.77 5.51 7.2 6,48 

33,S 

20,3 

67.0 21,5 

76,5 24,9 

BUT 0,1M 

BUT 0,5M 

BUT IM 

23,23 16.36 20.2 14.92 

25.17 16.06 21.1 

25.0 17,56 19.2 

16.46 

11.65 

39,5 85.3 80.9 51.9 

49,3 64.1 48.6 62.5 

48.5 73.0 41.0 29.4 

BUT 1,5M 19.67 22,58 18,7 17,78 21,5 100,0 39,0 71,1 

BUT2M 10,6 22,52 9,8 5,8 100,0 

• « • B B B B B B B V a B B 8 B B « B B B a « B 



A ausência de radioproteção foi determinada pelos 

resultados do teste t-Student, aplicado para testar a 

significância das diferenças observadas nas atividades da 

cunostra irradiada com 2000 Gy, em relação as amostras 

irradiadas na presença de "scavengers". 

A determinação das atividades enzimáticas e biológicas 

das alíquotas de veneno nativo incubadas com 0,001 a 0,1M de 

nitrato de sódio e 0,1 a 2M de álcool butílico terciário, 

apresentou resultados estatisticamente iguais aos da amostra 

nativa para todas as atividades, com exceção da amostra 

contendo 2M de álcool butílico terciário, que apresentou 

redução das atividades proteolítica e hemorrágica, da ordem 

de 35,8% e 45,5%, respectivamente. 
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V - DISCUSSÃO 

Estudos sobre os aspectos bioquímicos de proteínas 

isoladas submetidas à irradiação são numerosos. Nayar & 

Srinivasan-'-^^, irradiando acetilcolinesterase, observaram a 

quebra da enzima em duas partes, aumento da densidade óptica 

na região ultravioleta e decréscimo da atividade da enzima. 

Mudanças na estrutura secundária também foram descritas por 

Dertinger & Jung^'* em pesquisas com ribonuclease irradiada. 

Por outro lado, trabalhos envolvendo venenos ofídicos, 

na sua maioria, restringiram-se à determinação da 

toxicidade, das atividades enzimáticas e da capacidade 

imunológica das proteínas irradiadas. 

Excetuando Baride e colaboradores^^, que demonstraram 

que o trateunento de venenos das serpentes Naja naja, Echis 

carinatus e Vipera russeli com radiação gama, resultou na 

formação de polímeros, e os estudos de Murata-^^-^, Costa'^' , 

Nascimento^^^ e Souza Filho e colaboradores^^^, com veneno 

de Crotalus durissus terrificus e suas toxinas isoladas 

(crotamina e crotoxina), respectivamente, que demonstraram 

mudanças conformacionais e precipitação das proteínas do 

veneno total irradiado, determinaram o radical livre ativo 

na alteração da antigenicidade da crotamina irradiada, e a 

formação de agregados e mudanças conformacionais na 

crotoxina irradiada; pouca ênfase foi dada à determinação 

das alterações bioquímicas dos venenos irradiado e mecanismo 

de ação dos raios gama. 



Souza Filho e colaboradores^^^ e Murata^^-^ observaram a 

precipitação de 59% e 65% do conteúdo proteico da crotoxina 

e veneno total de cascavel irradiados com a dose de 2 000 Gy, 

na concentração de 2 mg/ml, respectivamente; enquanto 

Nascimento^^^ conseguiu inibir a precipitação da crotoxina 

irradiada nas mesmas condições, acidificando o meio de 

irradiação. Lauhratinananda e colaboradores^"^ mostraram que 

a precipitação do veneno de serpentes da Tailândia era 

inibida, se a concentração das soluções submetidas à 

irradiação fosse reduzida de 20 mg/ml para 10 mg/ml. 

P u r a n a n a n d a ^ e Kankonkar e colaboradores^^, não observaram 

precipitação de venenos, de diferentes espécies de 

serpentes, irradiados com doses de 20000 a 30000 Gy. 

Sabendo-se que, dependendo das características do 

material irradiado e das condições utilizadas, a radiação 

gama pode causar precipitação de proteínas, o primeiro i 
i 

aspecto abordado no estudo dos efeitos da radiação no veneno ; 

de Bothrops jararaca foi a determinação da concentração ^ 

proteica do material irradiado com as doses de 500, 1000, 

2000, 3000 e 4000 Gy. 

A manutenção do conteúdo proteico, em todas as doses de 

radiação, facilitou o estudo, a possibilidade do uso do 

material irradiado no processo de obtenção de antissoros e 

comprovou a importância das condições empregadas para 

obtenção do efeito final da irradiação. 
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As mudanças nas propriedades bioquímicas do veneno de 

jararaca foreun detectadas pela presença de agregados 

proteicos nas amostras irradiadas com as doses de 2000, 3000 

e 4000 Gy e aumento do coeficiente de extinção molar, 

proporcionalmente ao aumento da dose de radiação. 

Embora a indução de agregados em proteínas irradiadas 

tenha sido frequentemente detectada, a natureza das ligações 

químicas envolvidas nesse processo ainda não foi determinada 

exatamente. Hajos & Delinncée^'' e Cheung e colaboradores^-^, 

através do estudo de ribonuclease e colágeno irradiados, 

respectivamente, evidenciaram a existência de ligações 

covalentes e não covalentes entre os agregados, sendo 4 0 a 

45% das covalentes consistindo em pontes dissulfeto; Baride 

e colaboradoresconcluíram que os agregados detectados nos 

venenos de serpentes indianas irradiados eram formados por 

ligações fracas; enquanto Schussler & Herget^-^^ e Garrison'^'^ 

observaram que a presença de oxigênio inibia a agregação, e 

quando este não estava presente, os complexos proteicos eram 

formados por eunbas ligações. 

Os resultados obtidos nas cromatografías e 

eletroforeses dos venenos de jararaca nativo e irradiados 

concordam com os obtidos por Hajós e Dellincée^^, indicando 

que na formação de agregados estão envolvidas tanto ligações 

não covalentes, quanto covalentes. 

O aumento da densidade óptica das proteínas do veneno 

de jararaca, na região ultravioleta, à medida que a dose de 

radiação aumenta, indica mudanças conformacionais que podem 
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ser decorrentes da exposição de grupos cromóforos, antes 

"escondidos" em regiões hidrofóbicas, para regiões 

relativcunente polares, pelo desdobramento de cadeias 

polipeptídicas. Esses resultados concordam com os achados de 

Nayar & Srinivasan-'-^^, com acetilcolinesterase; Chanderkar e 

colaboradores^^, com fibrinogênio bovino; Sundaram e 

colaboradores ̂  ̂ , com veneno de Naja naja e Baride e 

colaboradores^^, com venenos de serpentes indianas. 

Além das alterações bioquímicas, as atividades 

consideradas relevantes (proteolítica, coagulante, 

hemorrágica e edemaciante) foram avaliadas, detectando-se o 

decréscimo das mesmas, proporcionalmente ao aumento da dose 

de radiação e diferenças no grau de radiossensibilidade das 

proteínas. A menor resistência à radiação das enzimas com 

atividade coagulante e maior das enzimas caseinolíticas 

concordam com os resultados obtidos por Yarleque^ ̂  •'̂ e 

Herrera e colaboradores^^, com venenos de Lachesis muta e 

Bothrops atrox irradiados. 

Os resultados das metodologias realizadas com as 

alíquotas de veneno nativo, incubadas à temperatura ambiente 

durante o período de irradiação de cada amostra, excluíram a 

possibilidade das alterações observadas nas amostras 

irradiadas terem sido causadas pelo tempo de exposição a 

temperatura ambiente e não por ação dos raios gama. 
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Ao avaliarmos a toxicidade das eunostras em relação à 

amostra nativa, obtivemos a atenuação de forma exponencial 

com o aumento da dose de radiação. Quando comparamos o 

nível de atenuação obtido nas mesmas condições 

experimentais, na dose de 2000 Gy, com os resultados 

relativos à irradiação do veneno de cascavel e crotoxina, 

apresentados por Murata^^^ e Nascimento-'-^^, respectivamente, 

notcunos que o nível de atenuação é semelhante para os 

venenos totais de jararaca (6,8 vezes) e cascavel (5 vezes) 

e de 15 vezes para a crotoxina. Esse fato sugere que toxinas 

purificadas são mais sensíveis à radiação do que amostras 

^ não purificadas, provavelmente, devido à proteção mútua dos 

componentes presentes, corroborando as conclusões de Baride 

e colaboradores^^ e Skalka & Antoni^'^^. 

Uma vez analisados os aspectos bioquímicos, as 

alterações nas atividades enzimáticas, biológicas e tóxicas, 

promovidas no veneno de jararaca, tornava-se importante 

estabelecer os efeitos da radiação nas propriedades 

imunológicas do veneno. 

T 

Os resultados da imunodifusão dupla radial, que 

permitiu o estudo do comportamento antigênico das amostras 

nativa e irradiadas, frente ao mesmo sistema de anticorpos, 

indicam que a capacidade antigênica das amostras foi mantida 

em todas as doses de radiação testadas. 

A manutenção da antigenicidade das amostras irradiadas, 

foi confirmada pelas técnicas de "immunoblotting" e 
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imunoprecipitaçao. A primeira, evidenciando a reação das 

frações proteicas da amostra nativa e das irradiadas, com os 

anticorpos do soro antibotrópico, e a segunda, cuja análise 

quantitativa, demostrou a capacidade de ligação dos 

antígenos irradiados aos anticorpos induzidos por venenos 

botrópicos, embora tenha detectado modificações na interação 

antígeno-anticorpo nas amostras irradiadas com doses maiores 

que 500 Gy. 

Os estudos das propriedades imunológicas do veneno de 

jararaca irradiado, in vivo, foram incentivados pelos 

estudos de P u r a n a n a n d a ^ ^ ^ ' o n d e mesmo amostras 

irradiadas, cujas características antigênicas não puderam 

ser detectadas por imunodifusão, foram capazes de induzir a 

produção de anticorpos efetivos na neutralização dos efeitos 

tóxicos do veneno nativo; e pelos estudos de Murata-'-^^' 

com veneno crotálico irradiado, onde apesar de resultados 

semelhantes aos descritos para o veneno de jararaca, nas 

técnicas de imunodifusão e imunoprecipitaçao, foi 

evidenciada a habilidade do veneno irradiado de induzir a 

formação de anticorpos efetivos na proteção contra o veneno 

homólogo. 

Os experimentos de imunização de camundongos com as 

amostras nativa e irradiadas, desafio desses camundongos com 

veneno nativo; imunização de coelhos, purificação dos 

anticorpos e determinação das doses efetivas 50% para as 

atividades hemorrágica e edemaciante, tiveram o intuito de 

comparar a capacidade imunogênica das amostras e a 
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capacidade neutralizante doa anticorpos produzidos a partir 

das mesmas. 

A manutenção da capacidade imunogênica dos venenos 

irradiados foi demonstrada pela semelhança dos títulos de 

anticorpos dos soros de camundongos e das concentrações de 

imunoglobulinas (IgG), purificadas do plasma dos coelhos. 

É importante salientar que os animais imunizados 

sofreram os efeitos tóxicos dos venenos, durante o processo 

de imunização, tanto menores quanto maiores foram as doses 

de radiação utilizadas no tratamento dos mesmos. 

Quanto à neutralização da toxicidade, a partir da 

sobrevida dos camundongos imunes após o desafio com veneno 

nativo, podemos inferir que os venenos irradiados com 500, 

1000 e 2000 Gy induzem a formação de anticorpos com alta 

capacidade neutralizante. Por outro lado, as amostras 

irradiadas com 3000 e 4000 Gy, embora induzam a formação de 

anticorpos, estes mostram-se ineficientes na proteção contra 

o veneno homólogo. 

Cabe ressaltar que Baride e colaboradores^^ salientam a 

eficiência de proteínas de alto peso molecular na imunidade 

contra fatores tóxicos, e Nascimento^^^, a partir dos 

resultados da biodistribuição de crotoxina nativa e 

irradiada, em camundongos, sugere que a formação de 

agregados proteicos dificulta a disseminação da crotoxina 

irradiada pelo organismo dos animais, impedindo a chegada da 

mesma em concentrações ótimas nos locais de ação. 
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Em relação aos experimentos de neutralização das 

atividades biológicas, os resultados mostraram que os 

anticorpos induzidos pelos venenos nativo e irradiados com 

todas as doses utilizadas possuem a mesma eficiência na 

neutralização da atividade edemaciante do veneno nativo, 

enquanto a capacidade de neutralizar a atividade hemorrágica 

do veneno nativo foi reduzida nas amostras irradiadas com 

3000 e 4000 Gy. As evidências experimentais corroboram as 

conclusões de Gené e colaboradores'*^, sugerindo que a 

neutralização dos efeitos letais do antissoro pode não estar 

relacionada à neutralização dos efeitos patofarmacológicos. 

Uma vez determinados os aspectos bioquímicos, 

biológicos e imunológicos do veneno de B.jararaca submetido 

a diferentes doses de radiação gama, tornava-se necessária a 

utilização de "sequestradores" de radicais livres, para o 

estudo do mecanismo de ação dos raios gama e determinação 

dos radicais livres responsáveis pelas alterações 

observadas. 

Em função dos resultados obtidos e da importância dos 

radicais hidroxila e elétron hidratado no efeito indireto da 

radiação, a dose de 2000 Gy e os "scavengers", nitrato de 

sódio e álcool butílico terciário, foram escolhidos como 

parâmetros para esse estudo. 

Em todas as metodologias realizadas com as amostra 

irradiadas na presença desses compostos, tornou-se evidente 

a importância da concentração dos mesmos para que a 
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radloproteção fosse obtida, conforme destacado por 

Adamsl ' 2 , 3 Q Czapski^^/30. 

Concordando com as afirmações de Garrison'^, 

Greenstock^^, Adams^'^'"^ e Chanderkar e colaboradores^^, o 

radical hidroxila mostrou-se o maior promotor do dano, sendo 

responsável pelas alterações no peso molecular e na 

conformação das proteínas irradiadas. 

Os resultados do espectro de absorção na região 

ultravioleta mostraram a capacidade radioprotetora do álcool 

butílico terciário, nas concentrações de 0,1; 0,5 e 1 

molar. Os semelhança entre os espectros de absorção das 

amostras de veneno nativo, incubadas com diferentes 

concentrações desse "scavenger", indicam que a radioproteção 

foi obtida pela interação "scavenger"-radical livre. 

Nas cromatografías, em TSK, e eletroforeses, na 

presença e ausência de agentes redutores, ficou demonstrada 

a importância do radical hidroxila na promoção das 

alterações no peso molecular das proteínas, embora não tenha 

sido possível identificar uma concentração onde fosse obtida 

a radioproteção. 

Os resultados da determinação da concentração proteica 

das amostras irradiadas na presença de "scavengers", aliados 

aos resultados do espectro de absorção, cromatografías e 

eletroforese, demonstraram que o álcool butílico terciário, 

na concentração de- 2 M , atuou como agente 

radiossensibilizador, promovendo precipitação das proteínas, 

aumentando a formação de agregados e induzindo a formação de 
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veneno nativo não mostraram alterações na concentração 

proteica e peso molecular, após incubação com os 

"scavengers", nas várias concentrações utilizadas. 

Os resultados da determinação das atividades 

proteolítica, hemorrágica e edemaciante, indicam que a 

atenuação das mesmas não pode ser atribuída, exclusivamente, 

às alterações promovidas por ação do radical hidroxila, mas 

também por alterações causadas pelos elétrons hidratados. 

Por outro lado, a participação do radical hidroxila na 

atenuação da atividade coagulante, foi demonstrada pela 

total proteção conferida pelas concentrações de 1,5 e 2M de 

álcool butílico terciário às enzimas responsáveis por essa 

atividade. 

Os níveis de radioproteção e as concentrações dos 

"scavengers", onde a proteção máxima foi obtida, não foram 

coincidentes para as atividades testadas, indicando que 

enzimas diferentes são responsáveis por essas ações. 

A radiossensibilização das enzimas caseinolíticas e 

ausência de radioproteção das proteínas com atividade 

hemorrágica, induzida pela presença de 2 molar de álcool 

butílico terciário, pode ter sido decorrente da atenuação 

dessa atividade pela própria presença do álcool. Cabe 

salientar que os resultados da determinação das atividades 

enzimáticas e biológicas, das alíquotas de veneno nativo 

incubadas com as diferentes concentrações dos "scavengers" 
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utilizados, com exceção das descritas acima, foram iguais às 

da amostra nativa. 

Pelas metodologias utilizadas e característica das 

amostras ("pool" de proteínas), não foi possivel determinar 

o tipo de alteração que os elétron hidratados induziram. 

Porém, diante dos trabalhos de Butler e colaboradores-'^^ e 

Garrison**, sugerimos que a atenuação das atividades 

proteolítica, hemorrágica e edemaciante possa também ter 

sido causada pela alteração de aminoácidos específicos, 

importantes na ligação enzima-substrato ou localizados no 

centro ativo das enzimas responsáveis por essas atividades. 

Os resultados apresentados justificam a utilização da 

radiação gama como técnica de atenuação, visando a melhoria 

do processo de obtenção de imunógenos mais adequados à 

produção de soros hiperimunes e como ferramenta para estudos 

de estrutura e de aminoácidos relevantes nas funções 

proteicas. 



VI- CONCLUSÕES 

A partir da irradiação do veneno de Bothrops jararaca, 

nas condições e pelas metodologias utilizadas, podemos 

concluir que: 

1- As doses de 500 e 1000 Gy não induzem alterações 

significativas nas propriedades bioquímicas, imunológicas e 

tóxicas. 

2- A dose de 2000 Gy promove alterações bioquímicas, 

diminuição significativa das atividades enzimáticas, 

biológicas e tóxicas, manutenção das propriedades 

antigênicas e da capacidade de induzir a produção de 

anticorpos com a mesma eficiência na neutralização de 

atividades biológicas e maior eficiência na neutralização da 

toxicidade, em relação aos induzidos pelo veneno nativo. 

3- Nas doses de 3000 e 4000 Gy ocorrem modificações 

bioquímicas e tóxicas significativas. O veneno irradiado 

nessas doses mantém a capacidade de induzir a produção de 

anticorpos com a mesma eficiência na neutralização de 

atividade edemaciante, embora estes possuam menor capacidade 

neutralizante da atividade hemorrágica e toxicidade. 
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4- A dose de 2000 Gy deve ser utilizada no tratamento de 

venenos, visando a melhoria do processo de imunização, para 

obtenção de soros antibotrópicos. 

5- O radical hidroxila é o responsável pela atenuação da 

atividade coagulante, alterações na estrutura, no peso 

molecular, além das alterações conformacionais, 

identificadas nas amostras irradiadas. 

6- A atenuação das atividades proteolítica, hemorrágica e 

edemaciante do veneno de jararaca, foi decorrente da ação 

, conjunta dos radicais hidroxila e elétron aguoso, durante o 

processo de irradiação. 
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