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(10) CONTROLE 3000 Gy (11) CONTROLE 4000 Gy

FIGURA 9: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

12,5% COM SDS, DE VENENOS NATIVO, CONTROLE E

EXPOSTOS A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE O PERIODO

DE IRRADIAGAO DE CADA AMOSTRA E IRRADIADOS, CORADA

COM COOMASSIE. AS AMOSTRAS FORAM PRE-TRATADAS
COM UREIA, 2-MERCAPTOETANOL E SDS.
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1.1.5.- Atividades enziméticas, biolégicas e toéxicas

1.1.5.1.~ Atividades enziméticas e biolégicas

As curvas das atividades proteolitica, coagulante,
hemorrdgica e edemaciante, em relagdo a concentragdo de
veneno, indicam a atenuagdo de todas as atividades a medida
que a dose de radiagdo aumenta. As curvas tebricas, obtidas
por regressdo linear dos dados experimentais, sdo mostradas
nas figuras 12, 13, 14 e 15, respectivamente, sendo as
amostras identificadas pela sequinte numeragéo:

(1) AMOSTRA NATIVA ) IRRADIADA COM 500 Gy

(2
(3) IRRADIADA COM 1000 Gy (4) IRRADIADA COM 2000 Gy
(5) IRRADIADA COM 3000 Gy (6) IRRADIADA COM 4000 Gy
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Figura 12: Atividade proteolitica tipo
caseinolitica de venenos de jararaca
nativo e irradiados.
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Figura 13; Atividade coagulante, sobre plasma humano

citratado, de venenos de -araraca nativo e irradiados,
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Figura 14: Atividade hemorrdgica de venenos de
jararaca nativo e irradiados, em camundongos.
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Figura 15: Atividade edemaciante de
venenos de jararaca nativo e
irradiados, em camundongos.



TABELA IX

ATIVIDADE PROTEOLITICA, TIPO CASEINOL{TICA, DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS

DENSIDADE OPTICA ATIVIDADE
AMOSTRAS A B eeemsam—e—————
MICROGRAMAS ESPEC. RELATIVA
50 100 150 200 300 400 r u/mg %
NATIVA 00147 00353 00473 00737  0.117 0,16 0,0004 -0,0061 34,93 100,0
10,0021 40,0088  $0,0029  +0,0006  +0,0025 +0 40 10,002  +3,72 +10,6
0,9919
§00Gy 0,015 0.029 00393 00545  0.0793 0,1 0.0002 0.0018 26.48 75.8
»
$0.001 30,0026 40,0023  $0.0045  +0,0023  +0,002 0 40,001 2,07 +2.7
0,8980
1000Gy 00143 0,028 00317 0,05 0,0687 0,097 00002 0,0018 23.3) 66,7
10,0032 30,084  +0,0047  4+0D,0035  $0,0048 0,003 40  +0,0021 45,78 46,5
0,9748
2000Gy 00887 00173 0,022 0.0257  0,0393  0,005¢ 0,000] 0.0029 14,8 42,4
10,0012 00061 10,0035  +0,0025  +0,0042 40 40  +0,0016 42,07 £5.9
0,9532
3000Gy 0,006 0.011 00147  0,0207 00287 0,044 00001 0,0002 10,62 30.4
&0 10,001 40,0085 +0.0012 40,0012 0 0 40,0009 40,9 22,8
0,8772
4000Gy ' 00047 00113 00147 00193 00247 003 0 00036 8.8 27,5
+0.0015 10,0023 30,0023 00012  $0.0023 0 40 10,001 41,6 246

0.9385




TABELA X

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

PRODUTO DAS MEDIDAS DA LESAO ATIVIDADE
AMOSTRAS A B
MICROGRAMAS ESPECIFICA RELATIVA
1 4
15 30 45 60 U/mg %
NATIVA 43,2 100,0 152,5 195.0 3,3850 -4,2500 31,66 100,0
9.0 $23.0 120,69 £11.6 £0.243 19,997 $3.2 +10.1
0,9277
500 Gy 58,5 106,2 139,23 163.0 2,3767 28,126 33.17 104.8
$17.3 £12.8 +2.2 +21,9 +0,226 9,282 +4,9 +15.5
0.8796
1000Gy 27,0 79.5 101.2 118,0 1,49 31,6 25,62 80,9
+6.3 174 $10,0 128.9 $0.234 19,612 6.1 +19,4
0,7250
2000Gy  27.77 34,5 54,2 66,2 0,8017 11,875 13,27 41,9
17.8 1,7 +3.5 4.0 $0.078 3,194 . 435 ISEN
0.8990
8000Gy 16,7 30,7 315 58,5 0,9233 2.8750 10,24 32,3
2.2 13,0 18,6 2110 10,11 14,528 0.6 42,1
0,8218
4000Gy © 6.6 17,7 _ 26.2 0.6033 -10,125 343 10,8
42,3 +1.7 4.8 40,043 +1,762 41,26 4.0

0,8292




TABELA X1

ATIVIDADE EDEMACIANTE DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS

EDEMA % ATIVIDADE
AMOSTRAS A B
MICROGRAMAS ESPECIFICA RELATIVA
5 4 3 2 1 r U/mg %
NATIVA 1201 88,3 68,1 34,7 80,0 23,2233 -1,25906 23,25 100,0
22,4 +10,0 49,3 2,8 3.7 1,727 5,736 43,16 +13.5
0,8657
500 Gy 90,6 70.1 51.6 27,2 [ 22,4100 -19,3233 16,61 71,4
»
8.8 £10,0 7.5 +3.9 $0,823 $3,062 42.04 18,8
0.8530
1000Gy 56,2 355 29,1 23,9 0 12,3883 -8,2217 10,44 44,9
+7.3 £12.2 27,3 6.1 41,138 13,775 £1.41 +4.9
0,8620
2000 Gy 2 24,4 11,4 0 0 9,4817 -14.2417 5,65 24,3
4.4 .5 +3.6 +0,508 41,984 +1,67 $7.1
0.8962
3000Gy 29,4 16,6 Q 0 0 . . 5.01 21,9
+7.1 +5.2 . +1,23 45,2
4000Gy  18.7 8.7 0 0 0 . - 2,61 9.3
4.6 +18.3 - +0,01 40,1




TABELA Xl

{NDICE COAGULANTE (IC) DE VENENOS NATIVO E IRRADIADOS,
CALCULADO SEGUNDOQ EQUAGAO: ICx 1000/TEMPO DE COAGULAGAO

[NDICE COAGULANTE

AMOSTRA
CONCENTRAGAO (mg/m))

1,000 0,500 0,250 0,125 0.062 0,031
NATIVA 89,60 59,27 41,67 28,80 15,37 10,49
6000y 58,685 41,73 28,84 19.19 11,67 7.21
1000Gy 45,65 39,86 20,05 12,08 6.18 .
2000 Gy 25,44 16,79 10,02 5.91 . ’
3000 Gy 10,47 5,56 3,24 M M .
40000y  * . . . . '
¢ INCOAGULAVEL

TABELA X1t

ATIVIDADE COAGULANTE DE VENENOS DE JARARACA NATIVO E IRRADIADOS, SOBRE PLASMA HUMANO

TEMPO DE COAGULAGAO (SEGUNDOS)

AMOSTRAS A B ATIVIDADE
CONCENTRAGAQ (mg/ml} [ RELATIVA
1,000 0,500 0.250 0,125 0.062 0,031 %
NATIVA 11,2 16.9 24,0 37.6 65,1 95,3 -0,6240 0,0108 100,0
+0,7 0.6 +1.3 +0.3 +2.4 +1.6 +2,3833 +0,0223
0,0934
500 Gy 171 23.0 34,7 52,1 88,0 138,8 -0,6054 0,0103 70,3
10,3 $+1,0 $0,5 10,6 1.6 12,6 42,7683 £0,0218 3.4
0,0084
1000Gy 221 32,4 49,9 82,8 161,9 ¢ -0,7104 0,0214 47,3
1.8 +1.3 +0,7 2.7 +4,3 +3,0114 £0,0364 24,7
0.9830Q
2000Cy 39.3 59.6 $9,8 169.,2 . . 0,7065 0,0114 25,7
$0.9 +1,0 ¢1.8 $+1.8 $3,6385 £0,0148 3,1
0.8961
8000Gy 995 179.9 . . ¢ . . - 9.6
2.4 17.8 . 12,0
4000 Gy . . . . . . - - 0,0

* INCOAGULAVEL



As aliquotas de veneno nativo, incubadas a temperatura
ambiente durante o perfiodo de irradiagdo de cada amostra,
ndo apresentaram diferengas significativas nas atividades

testadas, em relagdo a amostra nativa.

1.1.5.2.~- Toxicidade
Os valores de DLgy, em mg de veneno seco/Kg de peso,
com oOs seus respectivos limites fiduciais, estao
representadas na tabela XIV, indicando a atenuagdo da
toxicidade a medida que a dose de radiagdo aumenta.
TABELA X1V

DOSE LETAL 50% DE VENENOS DE JARARACA NATIVQ E IRRADIADOS,
INOCULADOS POR VIA INTRAPERITONEAL (0.5 ml), EM CAMUNDONGOS MACHOS DE 20-22g

DOSE EM MICROGRAMAS/ Dlgo TOXICIDADE

AMOSTRAS
MORTALIDADE wg/Kg  RELATIVA(%)

dosclug) 27,0 405 60,7 91,1 136,7 206,0

NATIVA 1,04 100.0
mort(%) 0 80,0 100,0 80,0 100,0 100,0 {1,52-2,48)
dosclug) 27,0 405 60,7 o1.1 136,7 205.0

500 Gy 3,16 61.4
mort(%) 0 20,0 20.0 100,0 100.0 100,0 (2,44-4,1)
dosclug) 60,7 91,1 138,7 205,0 307.6 4612

1000 Gy 9,08 21.4
mort.(%) 0 0 40,0 60.0 80.0 100,0 (6,42-12,84)
dosclugl  91.2 136,7 205,0 3075 460,0 690,0

2000 Gy 12,56 15,5
mor{%) 0 0 20,0 100,0 80,0 100,0 (9,82-16,04)
dosclug) 136,56 205,0 307,0 460,0 88,0 1032,0

3000 Gy 20,93 9.3
mort(%} 0 0 200 80,0 80,0 100,0 (15,13-27.6)
dosc{ug) 4600 507.0 760,0 1140,0 17080  2500,0

4000 Gy 36,49 5.3

mort(%) Q [¢] 80.0 80,0 100.0 100.0 (28-47,56)

1o






1.2.- Anadlise imunolégica

1.2.1.- Imunodifusao dupla radial

A figura 17 mostra a semelhanga entre as linhas de
precipitagdo das amostras nativa e irradiadas, contra o soro

antibotrépico.

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

FIGURA 17: IMUNODIFUSAO DUPLA RADIAL DE VENENOS
NATIVO E IRRADIADOS, EM GEL DE AGAROSE 1%, AS
AMOSTRAS, NA CONCENTRACAO DE 2 mg/ml, FORAM
ANALISADAS FRENTE AO SORO ANTIBOTROPICO.



1.2.2,.- "Immunoblotting"

A comparagdo entre os perfis eletroforéticos das
amostras em EGPA-SDS (figura 9) e os perfis revelados por
"immunoblotting" (figura 18), indica que todas as fragdes
separadas eletroforeticamente, tanto da amostra nativa
quanto das amostras irradiadas, reagiram com os anticorpos

do soro antibotrépico.

PM
(KDa)
66 S
45 L L
36 L
29 g
24 L 4
20,1 wnalely
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) PROTEINAS PADRAO (PM) PESO MOLECULAR

FIGURA 18: VENENOS DE JARARACA NATIVQO E
IRRADIADOS, FRACIONADOS POR EGPA-SDS E
REVELADOS POR “IMMUNOBLOTTING" COM
SORO ANTIBOTROPICO,



1.2.3.- Imunoprecipitagao

A figura 19 refere-se as porgdes ascendentes das curvas
de imunoprecipitagdo, construidas a partir da quantidade de
veneno em fungido da ligagdo antigeno-anticorpo, representada

pela densidade 6ptica.

Q0o oo

3>

| ] A1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Veneno (mg)
—— Nativo —— 500 Gy %= 1000 Gy
=&~ 2000 Gy —% 3000 Gy —0— 4000 Gy

Figura 19: Comparag¢do entre as porg8es ascendentes
das curvas de imunoprecipitacdo, dos venenos nativo

e irradiados, contra soro antibotrdplico.



Esses resultados sugerem que a capacidade antigénica da
amostra irradiada com 500 Gy na3o foi alterada e gque embora
os venenos irradiados com maiores doses possuam a capacidade
de ligar-se aos anticorpos, existem modificagdes na
interagdo antigeno-anticorpo, uma vez que foram necessérias
maiores quantidades de antigeno irradiado para dque a mesma
ligagao antigeno nativo-anticorpo fosse obtida.

Por outro lado, notamos que a densidade ©&ptica do
dltimo ponto da porgdo ascendente das curvas € maior nas

amostras irradiadas do que na amostra nativa.
,1.2.4.- Capacidade imunogénica

A figura 20 indica a semelhanga entre o titule de
anticorpos do soro de camundongos imunizados com venenos
nativo e irradiados. As diferengas observadas, representam
somente uma diluigdo na metodologia de ELISA, ndo sendo
estatisticamente significantes.

A sobrevida dos animais imunizados apés desafio com
cinco DLgy de veneno nativo é mostrada na mesma figura, ao
final da dltima semana de coleta. Mailor sobrevida foi
observada nos animais imunizados com venenos irradiados com
500, 1000 e 2000 Gy em relagdo ao grupo imunizado com veneno
nativo. Por outro lado, os animais imunizados com 3000 e

4000 Gy parecem ndo ser ‘protegidos contra os efeitos letais

do veneno de jararaca nativo.
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TABELA XVIIX

CONCENTRAGAO PROTEICA DAS AMOSTRAS NATIVA E
IRRADIADAS NA AUSENCIA E PRESENCA DE DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE NITRATO DE SODIO (NS) E

Arcoor, BUTILICO TERCIARIO (BUT)

S e S s S e S T ot ST St Tt e S o D St Sl O S AP gy S S S g G Y S (el e S S S TS G S s SHY e} P Py WY g Bt Sy S S
R N I N S N T S S S T s N T R EEET=EEE=E

AMOSTRAS CONCENTRAGAO  CONCENTRAGAO
pg/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 919F6 ** 48,5
BUT 2,0M 603F3 ** 31,8

e o S e S S Bt St e Yo S P St S it S Tt S s S S e Sy i S T Sl T e T s S T S Ay v A S T s S0 P TP ot e Sy e S
— e N N T S S T S N S e T e e, e T m =

* Diferengas nédo significativas
** Diferengas significativas
Segundo teste t-Student (P= 0,005)

2.2.- Espectro de absorgao em ultravioleta

Os espectros de absorgdo, na regido ultravioleta, das
amostras irradiadas na presenga de diferentes concentragdes
de nitrato de s&édio, foram semelhantes a amostra controle
irradiada com 2000 Gy e aumentados em relagdo & amostra

nativa (figuras 21 a 26).
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(1) BUT 2M  (2) BUT 1,5M (3) BUT 1M  (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 45: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
108 COM SDS, DE VENENOS NATIVO, IRRADIADOS COM
2000 Gy NA AUSENCIA E PRESENGA DE DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE NITRATO DE SODIO (NS) E ALCOOL
BUTfLICO TERCIARIO (BUT), CORADA COM NITRATO DE
PRATA. AS AMOSTRAS FORAM PRE-TRATADAS COM SDS,

As amostras de veneno nativo incubadas com as
diferentes concentragoes dos "scavengers" utilizados
mostraram padrdes eletroforéticos 1idénticos & amostra

nativa, em ambas eletroforeses.
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