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EFEITOS DA DOIACY) G (D VEED X

Crotglus durissus terrificus

YOKD (LRATA

RESUMO

As radiacOes ionizantes podem promover alteracoes na estrutu-
ra protéica levando 3 nerda de sua atividade bioldgica. Desta forma & im
portante verificar se estas radiacOes podem reduzir a toxicidade sem al-
terar a capacidade immogenica do veneno de serpentes, pela escolha das
‘condicdes de irradiagdo adequadas. Estes dados poderdo ser explorados co
mo metodo rapido de preparacdo de toxdides.

Um "pool” de veneno de Crotalus durissus terrificus crotamina
positivo, foi dissolvido em cloreto de sodio 0,15 M e o sobrenadante irra
diado com radiac3o gama de uma fonte de $%Co, Foram utilizadas doses de
100, 250, S00, 750, 1.000, 1.500 e 2,000 Gy muma taxa de dose de
1,190 Cy/h. As deteminacGes de grupos sulfidrflicos livres, enzimas ca-
seinol{ticas, eletroforese em gel de noliacrilamida e cromatografia por
exclus3o molecular foram analisadas para verificar as possiveis modifica-
gles estruturais nas proteinas, presentes no sobrenadante das amostras ir
radiadas, assim como a toxicidade em cammdongos foi testada em todas as

arostras. As nropriedades antizénicas do veneno irradiado foram avalia-



das nor immnodifusdo e por imunoprecipitagio. Os resultados indicam que
as caracteristicas biocuimicas manter inalterada ateé a dose de 500 Gy.
Nas doses acima desta, ha modificacOes estruturais, assim como  aumento

das doses letais 50%, de modo pruporcicnal a dose.



EFFECTS OF GAMA RADIATION QM

Crotalus durissus terrificus VEIM

YOKD (URATA

ABSTRACT

Exposure to ionizing radiation is known to cause 1loss of
protein activity function due to destruction of critical structures of
the molecule. It was of interest to know if one could reduce the toxicity
of snake venom nroteins with the retention of their immmogenicity by a
suitable choice of radiation dose. If so, the method could be profitably

exploited for the rapid preparation of venom toxoid.

A pool of crotamine positive Crotalus durissus terrificus ven
om was dissolved in 0,15 } NaCl and the supernatant irradiated using
69Co, Doses of 100, 250, 500, 750, 1,000, 1,500 and 2,000 Gy were used
at a dose rate of 1.190 Gy/h. The presence of free SH, casein hydrolytic
degradation, SDS-PAGE and molecular exclusion chromatography analysis to-
gether with D¢, determination in mice were used to test the structural
properties of irradiatec and non irradiated fractions, The antisenic

properties of samples were investigsated by immmodiffusion and immmonre-
cipitation., The results indicate that the biochemical characteristics

were maintained up to 5C0 Gy. ™ the other hand hisher radiation doses
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1. INTRODUCA

T.1. IRRADIACYV) TE TOXINAS

A esnécie Crotalus durissus, wonhecida como cascavel, se acha
disseminada relos distritos secos e aridos do nordeste, leste, centro ,

ceste e sul do Brasill.

Na zona alta e seca da porgao sul-oriental e meridional, que
inclui S3o Paulo até o Rio Grande do Sul, encontramos a subespécie C. d.

terri ficusl.

Os acidentes com esta serpente sao muito frequentes, sendo
letais quando ndo s3o socorridos de forma rapida e adequada, Nestes ca-

sos, o inico tratamento de eficicia comprovada € a soroterania.

0 soro anticrotilico € obtido em cavalos por hiperimmiza-
gao, estimulando a producao de anticorpos. Entretanto a baixa immogeni
cidade somada a alta toxicidade do veneno de cascavel, impede a inocula-
clo de doses canazes de fornecer uma resnosta jrmoldrica adequada, além
de prejudicar o animal nrodutor, tendo como consequéncia uma baixa produ

tividade do soro?l,

Por essas razdes & necessario o desenvolvimento de técnicas
que reduzam a toxicidade e aumentem a resposta immoldgica, as quais di-
minuirdo o termo de resposta e o custo dismensado na manutencio dos ani-

mais e consequentemente, uma melhora acentuada na nroducdo de antisoro.

Na literatura, nodemos encontrar exermlos de diferentes agen
tes utilizados nas mais diversas toxinas, na tentativa de se obter oro-
dutos menos toxicos com todas as suas nronriedades immogénicas.

No trabalho de Tejasen e colaboradores®?, o veneno de Agkis-



trodon niscivorus foi submetido 3 radiagdo ultravioleta e teve a toxici
dade reduzida e as atividades fosfolipasica, proteinasica e fosfodieste-
rasica inativadas, com manutenc3o da immosenicidade. Baride e colabora-
dores®, verificaram as mudangas dos parametros bioquimicos dos  venenos
de Naja naja, Bungarus cheruleus, Echis carinatus e Vipera russelli, sub
metidos a radiagdo gama ou formalina, observando a nolimerizagdo das pro
teinas. Os autores concluem que a natureza dos polimeros produzidos ne-
la radiacdo gama € mantida nor ligagGes fracas envolvendo forgas secunda
rias, enquanto que a formalina envolve ligacOes quimicas fortes, além da
observagio da retengdo da canacidade de reagir com o antisoro correspan
dente. DNaniel e colaboradores?! detoxificaram o veneno de C. d. terri-

ficus por iodagao, mantendo a immogenicidade do veneno.

A radiagdo gama também vem sendo empregada como agente ate-
nuante pois observamos que ela provoca alteracGes nas estruturas prima-
ria, seandaria, terciaria e quaterniria das protefnas, que sio detecta-
veis pelas mudancas nas nropriedades quimicas e fisico-quimicas. As mo-
dificacOes se devem 3 excitac3o e ionizacdo das protefnas ao interagirem
com a radiag8o ionizante, ou quando em meio aquoso, essas  substancias
reagem com as espécies resultantes da radiolise da agua (Mi°,e” aquoso ,

H,0, e H*) altamente reativas!3l,

Os produtos da radidlise da agua podem, por exemplo, reagir
com proteinas abstraindo o hidrogénio do carbono alfa, o hidrogénio de
grupos sulfidrilas, reagir com anfis aromaticos de trintofano, tirosina
e fenilalanina, formando radiacais livres altamente reativos!3+18,  As
modificacOes nodem estar ligadas as atividades enzimiticas, toxicas e
immoldgicas das oroteinas.

Podemos citar alguns trabalhos neste sentido: Puranananda“?
verificou que solucSes do veneno de ofideos da familia Elanidae, quando



irradiadas com rains eama na dose de 3N XGy, nerdem a toxicidade e man-
tém a cmacidade de immizacdo. Salafranca’® submeteu solucio de veneno
de Yaja naja philinpinensis em 89Co nas doses de 2,5; 5,7 e 10,0 XGy
mantendo a toxicidade de 83, 66 e 43 nor cento resnectivamente em rela-
¢io a0 ndo irradiado, emuanto os comonentes antigenicos mantiveram-se
nraticamente inalterados. Kankonkar e colaboradores3® observaram que
nas solucGes de veneno de Naja naja, a dose de irradiagdo necessaria pa-
ra a detoxificacio depende da concentracao da solugao, e que até a dose
de 27 KGy a immonenicidade mantém-se inalterada. Herrera e colaborado-
res32 verificaram o efeito da radiac3o gama sobre a atividade bioldgica
e enzimaticas nos venenos de Lachesis ruta e Bothrops atrox, irradiados
a seco, nas doses de 1,0; 5,0 e 10,0 KGy; observando que o efeito hemor-
ragico foi reduzido proporcionalmente com o aumento da dose, assim como
ha inativacdo das atividades exonucleasica, fosfolipasica, caseinolftica,
tamesterasica, da enzima trombina-sfmile , fibrinolitica, 5°'nucleoti-

dasica e endonucledsica, sendo estas iltimas as mais sensiveis.

Desta fcrma, as caracterfsticas como rapidez e facilidade de
nadronizag3o, somadas aos resultados de atenuagdo cam manutencdo da imu-
nozenicidade das d:lfe'rentes toxinas, nos estimula a verificar a possivel
utilizacdo da metodologia de detoxicagdo por irradiagd@o em veneno crota-

lico.

1.2, CARACTERISTICA DO VENENN DE CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS

O veneno de cascavel tem caracteristicas neurotoxicas“s10,57
associadas em menor escala com a camacidade hemolftica*, nroteolftica® ,
coagulasica®?, nefrotoxica® e immodenressora’?, Até agora foram isola-
das as seguintes neurotoxinas: crotoxina®s9,11,23,25,26,27,28,31,33, 38,
Heeh3.35.83,80  otamina?s18:19,20,30,37,60  comaixing9.%8,  oiroxie

naé+%+61 o deltatoxinal®,



A crotoxina € a resnonsavel pela alta toxicidade, atuando a
nivel de jung3o neuromusculoer, bloqueando a transmissdo de impulsos nervo
sos10+23, A administrag3o via parenteral em camundongos provoca maralisia
flacida e rorte por paralisia respiratoria, sendo a dose letal 50% por
via intra-venosa 82 ug/Kg em média%. Seu peso molecular & estimedo ea
23,000 daltons, sendo composta por duas subunidades, uma basica, a fosfoli
pase, com cerca de 13.400 daltons; e uma acida, a crotapotin, com peso mo
lecular por volta de 8.300 daltoms.

A crotamina & un polipeptideo basico com pI 19,3 e peso role-
cular de 4,880 daltons3”, caracteristica de um variedade do venemo de
C. d terrificus encontrada no territorio Argentino, Boliviano, e no norte
do Parani e varte do estado de S3o Paulo!*10+60, Esta toxina altera a
permeabilidade ao sodio nas membranas das fibras musculares, dando 1lu-
gar a respostas iterativasl?, A dose letal 50% em cammndongos é er média
1.500 ug/Kg quando injetada por via intra venosad.

A convulxina produz convulsGes, perturbaces respiratorias e
circulatdrias assim como agresa e lisa nlaquetas!?., Sua N, en cammdon
gos & estimada em 524 ug/Kg por via intravenosa?,

A giroxina provoca uma sindrome convulsiva peculiar em camm-
dongos, caracterizada pelos movimentos circulatorios do corpo ao lonco de
um eixo longitudinal®, A deltatoxina & pouco comhecida, altera acentuada
mente a permesbilidade vascular causando hemoconcentracao!®,

0 quadro clinico do envenenamento crotalico &, em resumo, o
seguinte: 1o local da picada, dor de intensidade variavel, secuida de pa
restesias locais ou regionais (desordem nervosa caracterizada nor sensa-
gOes anormais e alucinagOes sensoriais), Freqgllentemente ndo se observa
nennma lesdo local, podendo, entretanto, ocorrer em alguns casos, discre-

to edema. Cerca de uma hora apds a picada, iniciam-se as manifestacdes



wr

neurotoxicas, com acometimento inicial da motricidade ocular extrinseca e
ptose palpebral. Em casos extremomente graves, esses sintomas progridem

rapicdamente e levam ao obito em poucas horas!®,



I1, BETIV

Desenvolver metodologia para irradiacao de veneno bruto de

cascavel em solucdo aquosa, particularizando os seguintes parametros:

a) estudo das alteragbes bioquimicas e biologicas vproduzidas
pela radiagio no veneno total.

b) determinac@o da dose de radiagio gama para reduzir ativida

de toxica e manutencao da atividade antigenica e immogenica,



111, "ATRRIAIS E VETODOS

II1.1. PREPARO E IRRADIACAD DAS A'DSTRAS DE VENENO DE CASCAVEL

Em funcao da metodologia de producao do soro no Instituto Bu-
tantan, foi escolhida a dissolucdo do veneno seco e cristalizado em solu-
¢3o de NaCl 0,15 ¥, como etapa inicial. A irradiac3o de proteinas em so-
luc3o apresenta vantagem em relagio a irradiagdo a seco, pois, requer uma
dose de radiac3o menor para ocorrer modificacOes estruturais nas protei-
nas devido aos produtos da radiolise da agua, que s3o altamente reativos

e provocam alteragOes seletivas na proteinal3."s,
A - REAGENTES
a) Veneno de cascavel - Crotalus durtssus terrificus - , CTO-
tamina positivo, na forma seca e cristalizada,
b) Solucdo de NaCl 0,15 M, em agua destilada
¢) Fonte de radiacio - Fonte de $9Co Gammacell 220 da Atomic
Energy of Canada Ltda.
B - PROCEDIMENTO

a) Foram preparados 120 ml de solugao de veneno de cascavel
na concentracao de 2 mg/ml em solugdo de NaCl 0,15 M.

b) A solugdo foi filtrada em papel WWhatman n® 1 e distribufda
em tubos de ensaio de 12,5 x 1,5 ml cada.

c) A amostra foi submetida 3@ radiagdo gama nas doses de 100 ,
250, soo, 7s0, 1.%00, 1,500 e 2,000 Gy muma taxa de dose
de 1,190 Gy/h,

d) Foram separados 2 tubos de amostra nio irradiada para se-

rem utilizados como referéncia nos ensaios.



I11.2. NOSAGEM DL PROTEINAS

‘letodo de Lowry3? modificado por "filler®0.

Para quantificar as possiveis perdas por nrecipitacao e pa-
dronizar as concentragbes nas reacoes, foram determinadas as  concentra-
goes protéicas das amostras irradiadas ou nao irradiadas.

A - REAGENTES

a) Na,0s 10% en solucdo de Nar 0,5 .

b) CaSO4 5%, em agua destilada,

¢) Tartarato de Na e K 13, em agua destilada,

d) Reagente de tartarato de cobre
0,5ml ded
4,5ml de c
50,0 m1 de a

e) Reagente de Folin Ciocauteau 0,17 N,
B - PARRD

Foram utilizadas solugOes de soro albumina bovina (Sigma) nas
concentracdes de 0,0625; 0,125; 9,250; 0,375 e 0,500 ma/mi,
C - PROCEDIMENTO

a) Em 200 ul de amostra foi adicionado 1 ml do reagente de
tartarato de cobre. Apos agitagdo foi deixado @ temperatu
ra ambiente por 10 min,

b) Adicionou-se 3 ml do reagente de Folin Ciocauteau, Agitou
-se e incubou~se a 50°C por 10 minutos.

c) Apds esfriamento foi 1ido a absorvancia em 650 mm,



D - TRATA'ENTO DOS DADOS

Os pontos utilizados na construcao da curva nadrao assim como

as amostras foram feitas em quintuplicatas.

0s dados da curva padrdo foram ajustados a uma fungdo linear

do tipo:
Y=AX +B (1)
ande
Y = concentragao e 0 Y = erro da concentracio;
X = absorvancia observada e o X = erro da absorvancia;

A = coeficiente angular da reta ¢ o A = erro do coeficiente ansular;

B = cpeficiente linear da reta. e o B = erro do coeficiente linear.

Pelo metodo dos minimos quadrados do Programa SASS! implamta
do no Departamento de Processamentos d: Dados do IPEN, obtivemos os valo-
Tes de A e B,

A = 248,08 c A=1,67

B= 0,00 o B = 0,00

A partir das absorvancias obtidas experimentalmente temos as
concentracoes das amostras, utilizando a anrva padrdo. O erro da concen-

tracdo (o conc), resultante da propagacao de erros foi calculado segundo
a equacac 2: |

oY= \/X.oN2+ (A, o2+ 082 2

I11.3, DETERMINACRO DE GPUPOS SULFIDRTLIODS LIVRES

‘@todo de Ellman22,

Para deteminar grupamentos SH-livres que podem se formar du-
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rante a irradiacio pela quebra de nontes S-S, erpregou-se 0 processo co-
loriretrico de Ellman modificado®*, que utiliza o acido §,5' ditiobis-2-
ni trobenzdico.
A - REAGENTES

a) Tampao Tris-HC1 0,1 ! pil 8,0

b) EDTA 0,1 [ em tampdo Tris-HCL 0,1 ! pH 8,0

c) Reativo de Ellman ( 20 mg de 3cido 5,5' ditiobis-nitroben

26ico em 5 ml de tampao Tris-HC1 0,1 M pi 8,1).

3 - PAIO

Foram utilizadas solugoes de cisteina dissolvida em solugdo
de NaCl 0,15 ) nas concentragoes de 0,83; 1,00; 1,25; 1,67; 2,50 e
5,00 x 10°% M,
C - PROCEDI'ENTO

a) 0,5 ml de amostra

b) 0,88 ml de tampdo Tris-HC1 0,1 * pH 8,0

c) 0,03 ml de solug3o de EDTA

d) Campletou~se o volume para 3,0 ml com agua destilada

e) Colocou-se 0,02 ml de Reativo de Ellman

£) Apds 10 minutos, leu-se a absorvancia a 412 mm

I111.4. ELETROFORESE B GEL DE POLIACRILAMIDA COM NODECIL SULFATO DE  SO-
DIN - EGPA-SDS

A EGPA-SDS foi utilizada para detectar as variacOes de peso
molecular decorrentes da formacio de agregados e quebras das proteinas in
duzidas pela radiagcio. Essa técnica apresenta boa sensibilidade e alto

poder de resolug3o, baseando-se em caracteristicas de carma e/ou peso mo-
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lecular da arostral®»29,

Os g€is de roliacrilamida formam-se a nartir de nolimerizagao
via radical livre, do monomero acrilamida e de ligacOes cruzadas do co-mo
nomero N,N-metileno-bis-acrilamida. Variando-se a concentragio destes re
agentes obtém-se diferentes sraus de nolimerizacio, e  consegquentemente
uma matriz com poros maiores ou menores. Assim, o tamanho dos poros pode
ser ajustado de forma a se otimizar a seraracio dos compomentes da  amos

tml~.2,.
A - PREPARACAD DO GEL??
i. Reagentes

a) Solucdo de acrilamida e bis-acrilamida (30:0,8), en 3gua
destilada.

b) Solucao do gel de emilharento: tampa@o Tris-HC1 0,5 ) pH
6,8.

c) Solugdo do gel de resolucio: tampdo Tris-HC1 3,0 Y pl 8,8,

d) Solucdo do reservatorio superior e inferior: tampdo Tris
0,025 W/Glicina 0,192 M pi 8,3 com 13 de Dodecil Sulfato de
Sodio.

e) Solucdo de Dodecil Sulfato de SGdio 10% em agua destilada.

£) TEED (NN,V', ¥' tetrametil etilenodianin).

g) Persulfato de amonia 1,5% em dgua destilada.

i.i. Preparagao do gel de eletroforese

Para obtermos o gel de empilhamento a 2,5% en tamao  Tris-
HC1 0,125 :1 pH 6,8; e o gel de resclucdo a 15% en tampdo Tris-HC1 0,375 M
pH 8,8, seguimos o esquema:



Solucdes Gel de empilhamento Gel de resolucio
(volume e m1) (volume e ml)

acrilamida/bis-acrilamica 2,5 15,0
tapac de emilhamento 5.0 -
tarp3o de resolucio - 3,75
SDS 10% 0,2 0,3
aoua destilada nm,3 . 9,45
TE-XD 0,015 0,015
persulfato de aroniz 1,5% 1,0 1,5
Volune fimal 20,9015 30,MmS

3.1.i. Tamp3o de Corrida
Foi utilizado nos reservatorios o tamndo Tris 0,025 M, glici
na 0,192 M, pH 8,3,

B - PREPARACAC DA AOSTRA PARA APLICACAD

Inicialmente tratamos a amostra segundo o esquema:
a) 0,1 ¢ de ureia

b) 0,1 ml de tamp@o Tris-i1 0,0625 *t pH 6,8 com 2,00 de SDS
e 2,01 de beta-mercaptoetanol.

c) 0,1 ml de amostra ma concentragao de 600 ug/ml.

d) Aquecer por 2 minutos em banho-maria fervente.

Em setuida foram preparadas as zwstras para aplicagio:
a) 10 ul de azul bromofenol 0,05% em agua destilada,
b) 1 gota de glicerina,

¢) S ul de beta-mercantoetanol.

d) 50 yl da amostra tratada,



Foran anlicados S0 pl de amostra sobre o gel de emilharento.
A placa de cel de noliacrilamida foi submetida a uma diferenca de poten-

cial de 150 V ror 3 horas com variacZo de corrente entre 30 e 40 mA,

C - COLORACYO DO GEL DE ELETRORORESE

‘%étodo de Yray’?

A coloracao pelo método de nitrato de prata foi escolhida por
apresentar sensibilidade at& 0,07 ng/mm? de soro alburina bovina®3+79, cer
ca de 100 vezes mais sensivel que o método tradicional de coloracdo com
Coomassie Blue2?,

i. Procedimento

Foram elaboradas as seguintes etapas:

a) Fixar as proteinas no gel com solucZo de metanol 50% em a-

cido aceético 108 em agua destilada, por nelo menos 1 noite

b) Lavar o gel con metanol 50% em dgua bidestilada alternando

com agua bidestilada, por varias vezes.

c) Retirar a agua e adicionar solugdo de prata amoniacal fres

ca:

NaCH 0,36% em agua bidestilada 21,0 ml
NHCH 14,8 1,4 ml
AgNO5 19,48 en dgua bidestilada 4.0 ml
agua bidestilada q.s.p. 100,0 m1

Deixar nesta solucdo por 15 mimrtos sob constante e lenta aci

d) Lavar o gel en aqm tidestilada durante S minutos.

e) Colocar o gel em solucZo fresca de acido citrico 0,0n5% e
formaldeido 7,019% em dcua hidestilada,
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f) Deixar a nlaca nesta solucdo até o anarecimento das ban-

das.

a) Colocar o gel em solucdo de metanol 50% e acido  acetico
10% em dgua bidestilada nara narar a reacdo, lavando va-
rias vezes nesta solucac,

h) Colocar o gel em solucao de metanol 5%, acido acético 7% ,
glicerol 3% em agua destilada para conservag3o.

Observacao: A prata amoniacal decomnoe-se e torna-se altamen-

te explosiva. Portanto, depois de usar, coletar
a solucao de prata amoniacal em um frasco e preci
pitar a prata com cloreto, adicionando NaCl satu-
rado e remover o sobrenadante aquoso por aspira-

Gao.

IT1.5. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MDLECULAR

A cromatografia de exclusao molecular foi utilizada mm siste
ma tampao ndo denaturante, para detectar as variacCes de neso molecular,
decorrentes da formacao de agregados e quebras das proteinas introduzidas
pela radiac@o, alem de possibilitar uma avaliacio semi-quantitativa.

A - REAGENTES

a) Gel Sephadex G-75 "fine”, com partfculas de 40-120 u, Phar

macia Upsalla, Suécia,

b) Tamdo de equilibrio: tampdo fosfato de sadio 0,75  pH
6,45 com NaCl1 0,15 V1,

¢) Coluna de 100 x 17,9 cn.
B - PADROES

Foran utilizadas solucGes de “'Blue dextran” 2 mg/ml e "Azul
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bromo fenol" 0,2 ma/ml para o calculo de V, e V, respectivanmente.

C - PROCEDI' ENTD

a) O gel foi entumescido em tampao por 24 horas.

b) A coluna foi devidamente empacotada até a altura de 38 am
e calibrada num fluxo de 9,9 ml por hora.

¢) Foram colocadas amostras no volume de 1 ml na concentragio
de 980 ng/ml.

d) As amostras foram coletadas no coletor de fracoes LKB, mo-

delo 7000, num volume de 1,1 ml/tubo, mum fluxo de
9,9 mi/h,

e) Nas fracoes coletadas foram lidas as absorvancias e
230 nm,

Obs.: A teécnica foi realizada a temperatura ambiente,

D - TRATAENTY) DOS DADOS

A partir das curvas de eluigao, foram calculados os coeficien
tes de particdo (K,) dos trés picos com reas relevantes,  denominados
"2, "b" e "¢, de cada amostra conforme figuras 2 a 9, sequndo a equacao
3

Vo = V,
: e~ Yo
Ve - Yo
onde
Ve = volume efluente da proteina e o Ve = erro do volume efluente;
V, = volume vazio e 0 V, = erro do volume vazio;

Vt = volume total da coluna de gel e o V; = erro do volume total,

N erro de Kov 0 Kays foi calculado semundo a equagio 4:




16

aV,=-aV o Ve -ao Vg
GKGV = / e 0 + XKHV (4)

0 coeficiente de particdo das substancias entre a fase liqui-
da e solida & uma variidvel independente da comactagao do gel na coluna e

permite avaliar o tamanho molecular.

A 3rea de cada pico de absorgdo em 230 nm foi calculada pelo
Programa "Analysis"6° en oneracdo no Departamento de Processarentos de
Dados do IPEN, considerando a absorvancia obtida em cada fragao eluida,

I11,6. ESPECTRD DE A3SOPCED NA REGIZAD ULTRAVIOLETA

A absorgao molecular na regiao do ultravioleta depende da
estrutura eletronica da molécula, principalmente os sistemas conjuga-
dos®2, Em alguns comprimentos de onda, certos grunos quimicos dominam o
espectro observado., Estes grupos sdo chamados cromoforos. Os cromoforos
tipicos encontrados em proteinas e acidos nucleicos absorvem luz somente
em comprimento de ondas inferiores a 300 nm e podem ser divididos em trés

classes: ligac@o peptidica, cadeias laterais e os grupos nrostéticos!S,

As cadeias laterais dos aminoacidos: Asp, Glu, Asn, Gln, Arg
e His tém transigGes eletronicas na mesma regiio espectral onde  ocorre
forte absorgio da ligagdo peptidica, sendo quase impossivel distingui-las,
Por este motivo as propriedades opticas das cadeias laterais mais utiliza
das sdo aquelas que ocorrem em comprimentos de onda superiores a 230 mm,
onde a absorgdo da ligacdo peptidica € mfnimals,

Entre 230 e 300 nm, ultravioleta proximo, os efeitos dos ami
noacidos aromaticos (Phe, Tyr e Trp) sdo os mais considerados, alén da
histidina e dissulfetos (cistefna)l®,

A estrutura da cadeia de aminodcidos nermite uma maior ou me=
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nor exposigio destes 7rumos, que node ser alterada pela radiagao ionizan-

te.
A - PROCEDIMENTO

Foram analisadas amostras na concentracao de 500 ug mor ml,
no intervalo de 240 a 350 nm, no espectrofotometro Cary ‘'odelo 118. A
leitura foi obtida contra uma solugao de NaCl 0,15, que foi utilizada

como solvente.

II1.7. DETERMINACAO DE ENZIMAS CASEINOLITICAS

‘ietodo de Kunitz36

A capacidade do veneno de cascavel digerir a caseina se deve
a presenca de enzimas proteoliticas33, O método de dosagem da atividade
caseindsica foi utilizado com o objetivo de avaliar os efeitos da radia-
gao neste grupo de enzimas,
A - REAGENTES

a) Tampdo Tris-HC1l 0,2 ' pH 8,8 em agua destilada.

b) CaCl2 0,08 M em agua destilada,

c) Keido Tri-cloro-acético 5%, em agua destilada,

d) Caseina segundo Harmarsten 2% em tampdo Tris-HCl 0,2 ‘1 pH

8,8; fervido durante 20 minutos,

B = AMOSTRAS PADROES

Foram utilizadas solucOes de tripsina nas concentraces de
2,4, 6 ¢ 8 ug/0,9 ml de tampdo Tris-tiC1 0,05 V' pH 7,5 en dgua destilada

como padroes.
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C - PRCCEDT ENTO
Foran realizadas as seguintes etapas:
a) Emn 0,1 ml de CaClz 0,08 M, colocar 0,9 m1 de amstra

b) Adicionar 1,0 ml de caseina fervida. Incubamos por 30 mi-

nutos em banho-maria a 37°C,
¢) Parar a digestio da caseina adicionando 3,0 ml de TCA 5%.
d) Agitar e incubar por 1 hora em banho de gelo.
e) Filtrar em papel “hatman n° 1,

£) Ler a absorvancia do filtrado em 280 mm,

D - TRATAMENTO DOS DADOS

Os pontos utilizados na construgio da curva padrao foram fei-

tos em quadruplicatas e as amostras em triplicatas.

Os dados da curva padrao foram ajustados a uma funcao linear
do tipo Y = AX + B, assim como foram tratados os dados do itemn III.2.D.

Obtivemos os valores de A e B,

A =13,09 o A=0,38
Bs= 0,00 o B =0,00
As concentragOes correspondentes a tripsina nas amostras fo-

ram estimadas a partir das absorvancias.

Com o intuito de ter valores comparaveis, utilizou-se as con-
centragCes protéicas determinadas no item III,2 e obteve-se as concentra-
goes correspondentes de tripsina por mg de proteina nresente na arostra,

Os erros destes valores foram calculados segundo a equag?o S.

T . 1000 (o tripsina o nroteina)
aTs . +
proteina )j

S
Protefna \ tripsina ®
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onde:
T = valor corresnondente a trinsina em pg mara cada miligrama de protei-

na

o T =errodo valorde T

Proteina = valor encontrado na dosagem, em cada amostra
o proteina = erro da dosagen de proteina

Tripsina = valor encontrado na deteminacao (ug/ml)

o tripsina = erro do valor encontrado

II1.8. I'NODIFUSKD

‘@todo de Ouchterlomy2",46.47

A immedifusao foi utilizada para observar, qualitativamente,
a capacidade antigénica das princinais fragGes proteicas do veneno, subme
tido as varias doses de radiac3o.
A = REAGENTES

a) Agar-apgar 2%, dissolvido em tampao fosfato 0,1 {, mH 7,0,

b) Soro anticrotalico com capacidade de neutralizar 1,5 mg

de veneno por ml, cedido pelo Instituto Butantan,
¢) Solucao de NaCl 0,15 M, em agua destilada,
d) Solucdo de Negro de amido 0,4% em acido acético 10%,
e) Acido acético 5%

f) Amostras na concentragio de 600 ug/ml,

B - PROCEDI}ENTO
Foram efetivadas as seguintes etapas:

a) Distribuir 4 ml de agar-agar dissolvido sobre uma 1amina

de microsconio 7,0 x 2,5 am,



b) Neixar a 1amina a temperatura ambiente "over night",
c) Zazer pocas de 2 mm de diametro, numa distancia de 1 cm.
d) Aplicar as amostras e o soro nas pecas adjacentes.

e) Deixar em camara umida "over night', a temperatura arbien-

te.

f) Lavar a lamina com solucdo de NaCl 0,15 ¥, pelo menos 15

vezes.

g) Lavar a 1lamina com agua destilada por 15 vezes.

h) Secar a lamina a 45°C,

i) Corar a lamina com Negro de amido 4%, por 10 minutos.
j) Descorar com acido acético 5%.

1) Lavar a lamina com agua destilada e deixar a temperaturaam

biente.

I11,9, IMUNOPRECIPITACKO

Metodo segundo Kabat3*

A immoprecipitagao foi utilizada para observar quantitativa-
mente, a capacidade antigenica das proteinas do veneno submetido as va-
rias doses da radiag3o?,7,2%,4,68,

A - REAGENTES

a) Soro anticrotilico com capacidade para neutralizar 1,5 rg
de veneno por ml, cedido pelo Instituto Butantan,

b) Soluc3o de NaCl 0,15 *f em dgua destilada.
¢) NaOH 0,1 N em agua destilada,

d) Amostra de veneno nas concentragces de 93,75; 187,50

250,00; 375,00; 500,00; 750,00 ug/mi.



B - PROCEDIENTO
Foran realizadas as seguintes etapas:

a) Em 9,3 ml de amostra adicionar 0,2 ml de soro anticrotali-
co, a 37°C.

b) Incubar por 1 hora a 37°C.
¢) Incubar por 24 horas a 4°C,
d) Centrifugar por 10 mimutos a 2,000 rmm.

e) Lavar o precipitado por 3 vezes com solugdo de NaCl 0,15 M
a 2,000 rpm.

f) Ressuspender o precipitado com 2 ml de NaOH 0,1 N,

g) Ler a absorvancia em 280 mm,

C - TRATAMENTO DOS DADOS

As amostras em diferentes concentragGes permitiram obter uma
curva da quantidade de precipitado, dada pela ahsorvancia (abs), em fun-
¢ao da concentracao de veneno. Porém para comparar os resultados nas di-
ferentes doses de irradiagdo, foi necessaria uma transformagao logisti-

cal? (equacio 6):

abs/10
Y= In (6)
: 1 ~ abs/10
obtendo assim uma fungdo linear (equagio 7):
Y = A, concentracao de veneno + B (N

onde
A = coeficiente angular da reta

B = coeficiente linear da reta
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Os valores de A e B foran calculados pelo método dos ninimos
quadrados do nrograma SASS!,

Duas retas s3o consideradas paralelas quando apresentan o mes

mo coeficiente, ou seja, quando A= l\z

Para verificar o paralelismo das curvas, utilizou-se o teste

F13:17 entre a soma de quadrados dos residuos dos modelos completo e redu
zido, camparando os valores de F,

‘odelo Completo (I'C) Yodelo Peduzido ('RR)
YNI = Alconc + B1 YNI = A,CONC + B1
Yir = Az.conc + B2 Yir = A,conc + B2

By il =4y
0 valor deFaéobtido pela relagdo da equagdo 8:

R - H GJ -
o SR o By - @ (8)
ar

onde:

SQR,. = soma dos quadrados dos residuos do modelo reduzido
SQR. = soma dos quadrados dos residuos do modelo campleto
GL, = graus de liberdade do modelo reduzido |

GLC = graus de liberdade do modelo campleto

QR. = quadrado médio dos resfduos para o modelo completo

Para verificar se as retas sao coincidentes, commarou-se os
valores de B, utilizando o teste F entre a soma de quadrados dos residuos
dos modelos reduzido e reduzidissimo, comparando-se os valores de Fiye



‘iodelo "ecduzido (M “odelo “eduzidissimo ()
Y.\'I =\, conc + Bl

Yi,_=.‘-\.conc+Bz

HO:BI'BZ

0 valor de F, & obtido pela relagio da equacin 9:

(5%, - SR/(Q, - @)
R

r

(€))

onde:

SQR_. = a somados quadrados dos residuos do modelo reduzidissiro
GL, = graus de liberdade do modelo reduzidissimo

@R, = o quadrado médio dos residuos para o modelo reduzido

111,10, DETERMINACAO DA ATIVIDADE TOXICA

A determinacao da toxicidade das amostras irradiadas ou ndo
irradiadas foi feita pelo calculo da dose letal 50% pelo método de Reed e
uench32,

A medida da DL, foi realizada em cammdongos albinos agrupa-
dos em pesos entre (21 + 1)g e (24 2 1)g cada um, pela via intraperito-
neal, utilizando 5 grupos de 4 cammdongos cada, mais um gruno controle.

De cada amostra foram feitas diluicdes adequadas, (tabela 1)
obtendo S1, denois em série de 3:4, e injetadas mm volume de 0,2 m1 em
cada animal,

As mortes e sobrevidas foram anotadas 24 horas apds as inje-
goes, O calculo foi realizado seqmdn as equacSes 10 e 11
50 - Y

d.p, = == (19)
X=Y



c =1log Z + (d.p. x loz 1,33) (11)
onde:
X = % de mortalidade na dilui¢ao logo acima do valor que nrovocou 50% de
morte ou mais.
Y = § de mortalidade na diluigdo logo abaixo do valor que provocou 50% de
morte oOu mais
Z = % diluic3o inferior 20 valor que provocou 50% de morte
d.p. = distancia proporcional
log 1,33 = logaritimo decimal do fator de diluic3o.

0 antilog de "'c" (equacdo 11) formeceu a diluicdo exata em
que ocorreu 50% de rmorte, e consequentemente a concentracio em ma/kz  de

peso.



25

IV, "CSILTE0S € DISOSSES

Avaliardo a quanticade de proteina presente no veneno irradia
co, podemos observar nela tabela 2 que a nartir Je 750 Gy, ocorren nerdas
parciais c¢as proteinas soliveis. Supomos que este fato seja consenliencia
da formacio de radiceis na superficie protéica, nossibilitando assim a
fornacao de agresados, ou mesmo rela mudanca conformecicnal que reduz
sua solubilicdadeS+13,35, ieste trabalho apenas estudamos a narte soluvel

das amostras.

Alguns autores cow Puranananda®?, Xankonkar e  colaborade-
res33, tamben irradiaran veneno de diferentes serpentes (na faixa de 20 a
30 KGy), enm solucao, nao cbservando precinitacio ma amostra., Isto mostra
a importancia das diferentes condicOes de irradiacdo (dose, taxa de dose,
tipo de amostra, concentragao) em cada experimento.

Sabendo-se que a radiag3o ionizante pode proporcionar redu-
coes das ligacOes dissulfetos!3, tentamos detectar a presenca de possi-
veis grupos sulfidrilicos, imediatamente apds a irradiacio. De  acordo
com o método de Ellman, n3o foran observados srupos sulfidrilicos livres
neste experimento, discordando parcialmente com o trabalho realizado ante
riormente*3, ande na dose de 1,000 Gy (taxa de dose 1.250 Cy/h), detec-
tou-se grumos sulfidrilicos livres, Estes resultados sugerem que a redu-
¢ao das ligagGes dissulfetos podem ocorrer, mas sua oxidacdo muito rani-
da, pode por vezes inviabilizar sua quantificagdo.

Assin como as ligacGes dissulfetos, em principio as ligagSes
da cadeia polipeptidea também podem ser rompidas, cmbora seja normal uma
dificuldade maior em rompé-las. Ns efeitos mais esperados a nivel molecu
lar sdo a descarboxilagio, desaminag3o e a saturacdo de ligacGes duplas3s,

Com o intuito de observar as possiveis quebras nas proteinas, utilizamos
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a técnica de eletroforese mr sistena tamdo denaturante, onde as cadeias
s3a0 separadas de acordo oo seu tamanho.

Na figura 1 observaws que o nadrdo dos perfis eletroforeti-
cos das xwostras nao se altera, erbora seja observada wma difusao discre-
ta e crescente das bandas, a medida que a dose de irradiac3o amenta.
Portanto os dados fornecidos pela eletroforese (EGPA-SDS) assegura-nos de
que ndo ha rompimento das cadeias volipeptidicas de modo a produzir frae-
nentos de deteminados tamanhos, nem agregados, que possam ser  detecta-
veis nas condicOes do experimento. E conveniente lerbrar que Baride e co
laboradoresS observaram atraves da comparacio entre a eletroforese mm
sistena cationico, mm sistena denaturante e pela filtracio em gel, que a
radiac3o gama d3 origem a ligacOes fracas emvolvendo forgas seamdarias ,
enquanto que a formalina ocasiona ligacOes quimicas fortes em solucOes de
veneno de Baja nmaja, Bungarus cheruleus, Echis carinatus e Vipera russel-

li.

Alén de analisadas mm sistema denaturante, as amostras foran
submetidas tarbém a uma técnica nZo denaturante, 3 cromatografia nor ex-
clusdo molecular, que permite a analise de cada frac3o separadarenteS" €6,
O perfil da amostra n3o irradiada (figura 2) & semelhante 3ouelas obtidas
por Rogero3S, Takeda e colaboradores®®, evidenciando a presenca de diver
sos componentes. As amostras irradiadas (figuras 3 a 9) foram analisadas
e comparadas com a ndo irradiada pelas areas e pelos coeficientes de par-
ticdo dos picos considerados relevantes (figuras 2 a 9, picos "a", '"b"” e
"c"). A observacio das trés principais areas indicaram que até a dose de
1.000 Gy as fragoes presentes no veneno nio fora" alteradas de forma sig-
nificativa (figura 10 e tabela 3). Xas doses de 1.500 a 2.070 Gy observa
mos ura redugdo das areas das fracGes ""a" nas proporcles aproxinmadas e
40 e 701 respectivarente. A fragdo "b" na dose de 2.00 Gy zpresentou u-
ma recucdo por volta de 50% em relagdo ao ndo irradiado. s fragces "¢



das doses e 1.500 e 2.09¢ Gy, sofreram un aumento estinado ce 50 e 3509
respectivaments, en relacdo ac ndo irradiado. As diferentes proporgoes
encontradas nrovavelnente s3o consecliencics das precinitacoes observadas.
Por outro lado, pela tabela 4 podemos verificar que ndo ocorrerm varia-
coes significativas nos coeficientes de particlo, confirmando a manuten-
G30 do tamanho molecular das proteinas®*l,

No espectro de absorgao na regizo ultravioleta (figurall)pg'
demos observar que ocorreu um amento de absorc?o na regiao de 230 a
350 nm a medida que se aumentou a dose de radiacao, assin como ocorreu a
diminuicdo da diferenca entre o pico de absor¢i maxima e minima, en 289
e 250 nm, respectivanente, ilustrada na tabela 5. Estes resultados sao
similares aos obtidos por Baride e colaboradores’ nas solucGes de venenos
de ¥aja maja, B. charuleus, E. carinatus e V. russelli, os quais indicam
u'a maior exposicdo dos grupos cromoforos, possivelmente devido aos desco
bramentos das cadeias polipeptidicas.

Nas amostras, as enzimas caseinoliticas, dosadas para verifi-
car a manutencao do poder catalitico, continuam nresentes, mesmo naquela
submetida 3 dose de 2.000 Gy. Observou-se a ranutencio da proporcionali-
dade entre a concentragdo correspondente de tripsina e a concentragdo pro
téica, indicadas na tabela 6.

Por outro lado, nos venenos de Botrops atrox e Lachesis mita,
subnetidos a dose de 1.000 Gy, a seco, a radio-sensibilidade das ativida-
des enzimaticas em ordem crescente &: exomxleisica, fosfolipisica, pro-
teolitica (caseinolitica), esterasica, enzima trombina-simile, fibrinoliti
ca’2, De modo que observando os resultados acima do veneno de Crotalus
durissus terrificus, nota-se que este grupo de enzimas tanhém esti entre
os mais radic-resistentes.

Cs varios experimentos realizados com a narte solivel do vere
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no, en cloreto de sodic 0,15 ', tiverx como objetivo principal verificar
o cormortarento desta face a radiacio, em ternos de possiveis alteracoes
estruturais significativas nos seus constituintes. As determinagoes de
arunos sulfidrilicos, eletroforese em gel de poliacrilamina (EGPA-SDS) ,
cromatografia por exclus3o molecular, absorgao na regiao ultravioleta e
enzimas caseinoliticas, sugerem que nas cdoses estudadas os componen-
tes sofrem modificacGes discretas, que s3o diretamente proporcionais 3 do
se de radiacio recebida.

ApOs termos uma nocao do comportamento do veneno,  testaros
sua capacidade antigenica, baseados na especificidade da reacio antizeno-
anticorpo?®, pela immodifusdo e imamoprecipitacio. O metodo de immodi-
fus3o dupla radial descrito por Ouchterlomy®®.*?, permite comparar varios
antigenos contra o mesmo sisterma de anticorpos, assim como o método  de
immoprecipitacdod® auxilia na visualizac3o da homologia entre os antige-

nos2s7,68,

(bservando as linhas de precipitacao nas figuras 12 a 16, ve-
rificamos que as linhas remanescentes mumtem a identidade como  veneno
n3o irradiado, até a dose de 2.000 Gy, porén nas doses acima de 750 Gy ,
essas se tornam menos intensas e difusas com o amento da dose de radia-

a0,

No que diz respeito 3 immoprecipitac3o, para possibilitar u-
ma corparacio entre as curvas representadas nas figuras 17 a 24, foi ne-
cessario obter uma reta pela transformacdo logfistica, para entdo aplicar-
mos o teste F nos coeficientes angulares e lineares (tabela 7). Na tabe-
la 8 encontramos os parametros utilizados nos cdlculos de "F" e "R, ma
ra verificar o paralelismo e 2 coincidencia, respectivamente, entre as re
tas, Com os valores de "F,", "l-'b" ¢ os "F critico” da tabela 9, foi pos
sivel verificar que as amostras irradiadas com 170, 250 e $70 Cy tiveram
os coeficientes angulares irradiadas com 750, 1.0n0 e 1,500 Gy, cmhora as



curvas sejam paralelas, houve necessidade do aumento de concentragao do ve
neno nara obter o mesmo valor de absorvancia. Na dose de 2.000 Gy node-

7os verificar que houve uma rudanca brusca no corrortarento da curva,

Por esses netodos, concluimos que a antigenicidade das nrotei
nas presentes na solucao n3o sao alteradas até a dose de 500 Gy. Nas do-
ses de 750, 1.000 e 1.500 Gy, embora ocorra reconhecimento dos antigenos
pelo mticorpo, nota-se modificacGes nesta interagao. Ja na dose de
2.000 Gy a formacdo do corplexo esta bastante alterada.

Os resultados obtidos "in vitro" foram complementados  pela
avaliacdo da atividade toxica. A Dig, do veneno n3o irradiado, via intra-
peritoneal, en cammdongos machos foi de 203 + 3 ug/kg e 173 = 17 ug/kg .
Estes resultados concordam com os valores encontrados por Brazil?, auja
DL;, situa-se entre 135,7 e 209,85 ug/kg, embora estes temham sido ava-
liados pela via intravenosa, sem disting3o de sexo.

Como podemos observar pela tabela 10 ha aumento de cerca de
1,6; 2,4; 2,7 e 4,6 vezes da DLcy en machos, em comparag3o a amostra nio
irradiada.‘nas anostras de 750, 1.000, 1,500 e 2.000 Gy, respectivamente.
Tambén foi possivel verificar un amento de aproximadamente 1,7 e 3,1 ve
zes da DL, em femeas, em comparag3o a amostra ndo irradiada, nas  amos-
tras de 500 e 1.000 Gy respectivamente, e que ndo hi alteracGes significa
tivas nas amostras de 100 e 250 Oy.

Ermbora tenha sido observado variagao na resposta entre grupos
de cammdongos machos e femeas, esta n3o € relevante para verificacio da
reducdo da toxicidade determinada. Cabe aqui citar uma das conclusGes ob
tidas por Rosa e colaboradores®s, "A Mgy do veneno de Crotalus durissus
terrificus (Lautenti, 1768), de coloragdo branca, crotamino-positivo, po-
de ser determinada através de inoculacdes, por via intravenosa, em camm-
dongos Mus musculus Linnaeus, 1758 ~ de 18 a 22 g, sem distincdo de sexo"’



Desta forma, foi possivel verificar cue com o aumento da dose de  radia-

¢3o ha aumento da DL, do veneno de cascavel, en camurdongos.

Pela somatdria dos resultados obtidos 'in vitro" e de redugio
de toxicidade "in vivo'", nodemcs concluir que as respostas do veneno cro-
tilico frente 3 radiacio gama seguem os mesmos padroes das diferentes pe-
conhas, ja citados, submetidos ao mesmo processo fisico. Desta forma po-
demos supor que também ocorra um paralelo quanto sua immogenicidade, pos

sibilitando a utilizacdo deste processo na obtengao de anticorpos.

Como complemento, tarbém podemos citar alguns parimetros veri
ficados no estudo das toxinas de cascavel isoladas. Souza e colaborado-
res53,6% submeteram a crotoxina em solucao a diferentes doses de radiag3o
80Co, observando que nas doses de 250 e 500 Gy, n3o ocorrem variagOes sig
nificativas nas concentragoes, antigenicidades e doses letais 50%, em ca-
mmdongos. Nas doses de 1.000 e 1.500 Gy foram observadas precipitagces
de 15 e 40%, respectivamente, além do aumento da DL, de 2,0 e 3,5 vezes
nas amostras em relacdo a toxina ndo i-radiada. Em 2.000 Gy, 65% das pro
teinas presentes na solugdo precipitaram, sendo que as remanescentes apre
sentaram grandes modificacOes. A crotamina irradiada, estudada por Costa
e colaboradores!®,19+20  n3o mostrou alteracGes na antizenicidade e  no
perfil eletroforético, quando submetida a dose de 100 Gy; norém na dose
de 2,000 Gy a autora observou mudangas no perfil eletroforético, além da
perda da capacidade antigénica. Desta forma, encontramos um paralelo en-
tre o comportamento de solugdes das toxinas isoladas e o veneno total ,
quando o submetemos a radiacio gama.

Estudando toxinas isoladas, Han: hiro e colaboradores3! ohser
varam que a fosfolipase A (subunidade da crotoxina) foi capaz de induzira
producdo de anticorpos com capacidade de neutralizar o veneno total "in

vitro”. Recentemente, Santos e colaboradores$? concluiram que immidade
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induzida pela fosfolipase A,, resulta na producio de anticorpos canazes
de neutralizar o efeito letal do veneno C. d. terrificus, em cammdongos,

Esta seria uma forma tentativa de se obter soro anticrotalico,

Considerando que este trabalho € um estudo preliminar para a
obtengdo de antigenos atoxicos para a produgao de soros nela atenuacio do
veneno total, sugerimos que o proximo passo seja de testar as amostras ir
radiadas em animais de laboratorio, com o intuito de avaliar o anticorpo
produzido, Para tal, inicialmente propomos a utilizag3o da faixa de dose
entre 750 e 1,000 Gy, onde pudemos notar menor variagao estrutural com a
detoxicacdo do mesmo. Posteriommente, testar também doses iguais ou aci-
ma de 2,000 Gy, onde ja observamos alteragGes na antigenicidade, baseados
no estudo de Puranananda“?, no qual observou-se que mesmo as amostras on-
de as caracteristicas antigenicas ndo puderam ser detectadas pela immodi
fusao, elas foram capazes de induzir a produgdo de anticorpos, que sao e-

fetivos na protegao contra o veneno homdlogo, em cammdongos.



Tabela 1 - CondicGes iniciais para o teste da Dl

Carundongos Concentracao de Sl
Anostra sexo peso(1) (ua/m1)
NI Y (21:1) (35=+ 1)
750 (24 1) (972 2)
1.000 Y o(1:1) (107 = 1)
1.500 Mo(24: 1) (184 =+ 6)
2.000 (272 1) (282 = 6)
NI F (21:1) (34 3
100 F (24:1) (37+ 8
250 F (24:1) (532 4)
500 F (21:1) (66 + €)
1.000 F (21:1) (108 ¢ 11)

NI = amostra nao irradiada



file:///mostra

Tabela 2 - Neterminacdo da concentraciio protéica

Amostra Absorvancia Co§centrag50 Diluigao Cone. corrigida % relativa
(ug/200 u1) ug/ml

NI (0,212 & 0,003) (53 1) 1:8 (2120 * 40) 100

100 (0,217 + 0,004) (54 £ 1) 1:8 (2160 = 40) 102

250 (0,212 &+ 0,003) (53 + 1) 1:8 (2120 * 40) 100

500 (0,206 ¢+ 0,004) (51 ¢ 1) 1:8 (2040 ¢ 40) 96

750 (0,351 + 0,004) (87 +1) 1:4 (1740 = 20) 82
1.000 (0,323 & 0,003) (80 £ 1) 1:4 (1600 + 20) 75
1,500 (0,260 + 0,008) (65 ¢ 2) 1:4 (1300 + 40) 61
2.000 (0,199 & 0,004) (49 £ 1) 1:4 ( 980 + 20) 46

NI = amostra nao irradiada

(92
(92



Tabela 3 - Kreas dos principais picos ce absorgdio

Pico "a" Pico " Picc "'c”

Amostra . . .

area area area

NI (2527 = 130) (640 = 76) (433 =+ 63)
100 Gy (2459 = 200) (34 + 82) (391 + 58)
250 Gy (2475 = 224) (707 + 92) (403 + 72)
S00 Ty (2236 + 147) (520 + 50) (315 + 42)
750 Gy (2273 + 177) (861 + 74) (513 £+ 59)
1,009 Gy (1633 + 227) (638 + 147) (395 + 121)
1,500 Gy (1526 + 162) (731 = 120) (643 ¢ 114)
2.000 Gy ( 822 + 102) (318 + 87) (781 + 126)

Tabela 4 - Coeficiente de partigdo dos principais picos

Amostra

pico "a||

Kav

Pico '"b"

Kav

Pico ¢

Kav

NI
100 Gy
250 Gy
500 Gy
750 Gy
1.9 Gy
1,500 Gy
2.000 Gy

(0,33 + 0,02)
(0,33 + 0,02)
(0,33 ¢ 0,02)
(0,36 + 0,08)
(0,36 = 0,04)
(0,37 £ 0,04)
(0,35 ¢ 0,08)
(0,34 £ 0,02)

(0,73 + 0,03)
(0,71 £ 0,03)
(0,70 £ 0,03)
(0,72 ¢ 0,05)
(0,73 £ 9,05)
(0,72 £ 0,06)
(0,7 £%0,06)
(0,77 £ 0,04)

(n,84 = 0,04)
(0,82 £ 0,04)
(0,82 = 0,04)
(0,86 ¢ 0,06)
(0,36 = 0,06)
(n,86 ¢ 0,07)
(0,86 = 0,06)
(0,90 t 0,04)

NI = amostra nao irradiada




Tabela 5 - Absorvancia nc pico maxiro e miniro na Regido ULV,

Absorvancia Absorvancia .
Amostra A Absorvancia
max . (280 m) min ., (250 rm)

NI 0,640 0,350 0,290
100 0,640 0,375 0,265
250 0,655 0,395 0,260
500 0,655 0,425 0,230
750 0,680 0,480 0,200

1.000 0,730 0,520 0,210
1.500 0,745 0,545 0,200
2,000 0,780 0,595 0,185

NI = amostra nao irradiada

35



Tabela 6 - Concentracdes correspondentes de trinsina nas anestras

Amostra A>sorvancia corrigida
(ug/0,9 m1) (ug/me)
NI (0,248 + 0,005) (3,3 ¢ 0,1) (1,7 & 0,1)
100 (0,223 + 0,003) 2,9+ 9,1 (1,5 n,1)
250 (0,237 £ 0,002) 3,1 0,3 (1,6 = 0,1)
500 (0,203 + 0,006) (2,7 £ 0,1) (1,4 + 0,1)
759 (0,198 = 0,020) (2,6 £ 0,3) (1,6 £ 0,1)
1,000 (0,163 + 0,002) (2,1 £ 0,1) (1,5 ¢ 0,1)
1.500 (0,138 + 0,011) (1,8 x0,2) (1,6 ¢+ 0,1)
2,000 (0,119 + 0,017) (1,6 + 0,2) (1,8 ¢ 0,3)

Tabela 7 - Coeficientes angulares e lineares das retas

de irumoprecipitacio

Amostra Coef. Angular A Coef, Linear B
NS (0,014 + 0,002) ( ~-6,672 + 0,568)
100 (0,014 £+ 0,003) ( -6,780 £ 0,702)
250 (0,015 + 0,002) ( -7,190 £ 0,605)
500 (0,016 £ 0,002) (-7,668 £ 0,337)
750 (0,017 £ 0,002) ( -8,075 £ 0,460)
1.000 (0,017 £ 0,002) ( -8,632 + 0,511)
1,500 (0,017 ¢ 0,002) ( -8,999 ¢+ 0,388)
2,000 (0,032 + 0,004) (-14,403 + 0,997)

NI = amostra nao irradiada




Tahela 8- Parametros utilizados nos calculos de F,e Fb

Amostras ‘odelo GL SQr R
NI - 16 13,332 0,333
e N 17 13,343 0,785
100 Gy 'z 18 13,344 0,741
NI C 1€ 11,2€4 0,704
e ‘R 17 11,395 0,670
250 Gy 874 18 11,592 0,644
NI - 16 9,982 0,624
e R 17 10,297 0,606
500 Gy A 18 11,554 0,642
NI C 16 8,729 0,546
e ‘R 17 2,342 0,550
750 Gy 'z 18 11,878 0,660
NI g o 16 9,545 0,597
e R 17 10,471 0,616
1.000 Gy hi7A 18 16,641 0,925
NI MC 16 7,735 0,483
e MR 17 8,328 1,490
1,500 Gy 'z 18 21,905 1,217
NI 'c 16 21,532 1,346
e 2] 17 43,094 2,535

2,000 Gy 'Z 18 199,194 6,061




Tabela 9 = Valores ce ?a e R

Amostras Fy R

NI e 100 Gy 0,01 0,00

NI e 250Gy 0,19 0,20

NI e 500 Gy 0,51 2,07

NI e 750 Gy 1,12 4,61

NI e 1,000 Gy 1,55 10,02

NI e 1.500 Gy 1,23 27,71

NI e 2,000 Gy 16,02 26,04
F critico Fl16 = 449 Flag =445
Grau de liberdade a = 0,08 @ = 0,05

NI = amostra nao irradiada




Tabela 10 = Toxicidade das amostras nfo irradiadas (NI) ¢ irradiadas

% de 'lortalidade

anostra MAans FIEAS
Jdiluigao NI 750 Gy 1,000 Gy 1,500 Gy 2,000 (Qy NI 1 cy 250Gy S00 Gy 1,000 Cy
51 = 1:1 100 93 100 100 100 100 100 100 100 100
1:1,33 a3 92 89 100 100 75 100 100 100 100
1:1,78 33 78 83 100 83 57 67 78 100 60
1:2,37 1 57 20 67 40 14 29 63 25 17
1:3,16 8 14 0 33 0 0 11 29 0 0
.oy (np/Kp) 207 + 3 32424 492+ 5 561 £+ 18 942 ¢ 20 173 2 17 152¢17 167214 291 £ 27 540 ¢ 56
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2s resultados e irunodifusac dupla radial renresentadas ras
firuras 12 a 16, foran cbtidos em lamiros com anarose 2% en tarmio fosfa-
to 9,1, nil 7,0, 2As liminas ards lavacer e secacen, foram coradas com

eqro de \mide. N scro anticrot2lico esta representado nor S.

Firura 12 - Irunodifusdo dumla radial des
sobrenadantes dos amestras ir

radiadas ou nlo
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Fioura 15 Tieura 10

Ficuras 13 a 16 - .\s amostras na concentracio de 6500 uq/m1 foram anali

sadas frente 20 soro anticrotalico
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As curvas (e irurorreci~itacis renresertadas nos fiecuras 17 o
)

soro anticrotilice. As amestras foram incubadns ror 1 hora a 37°C e rais
scdio

23 ~ostran os produtcs ¢ interacio dos venenes irradiades ou nio corm
Ns precinitados foram dissclvidos em hidrdoxido de

24 horas a 0°C.
0,1 ¥ ¢ lidos em 280 nm.
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V. CONCLUSTES

Nas amostras de Crotalus durtssus terrificus irradiadas en
fonte de 69Co, em solucbes de 2 mg/ml de cloreto de sddie 0,15 I, a terme

ratura arbiente, sob pressdo atmosferica, concluimos que:

- Nas doses de 100, 250 e 500 Gy nao ha alteracoes bioquinmi-
cas, antigenicas e toxicas significativas.

- Ha diminuicdo de toxicidade com manutengio da antigenicida-
de nas doses de 750 e 1.000 Gy.

- Nas doses de 1.500 e 2,000 Gy hi modificacOes bioquimicas e

antigenicas significativas, com perda parcial da toxicidade.

- A irradiagdo € uma técnica promissora na obtencio do vene-

no de cascavel atenuado.
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ERRATA

Abstract - 2° parigrafo, 3% linha, leia-se:
«+. Doses of 100, 250, 500, 750, 1,000, 1,500, and 2,000 Gy
were used at a dose rate of 1,190 Gy/h.

Pagina 7 - B - PROCEDIMENTO, item b, leis-se:
A solucio foi filtrada em papel Mhatman n® 1 e distribuida em
ni.)osdeensaiodelz.le.SacuLSnlcada.

Pigina 8 - A - REAGENTES, item b, leia-se:
CuS0, 5%, em dgus destilada.

Pagina 19 - B - PROCEDIMENTO, leia-se:
* Foram efetuadas as seguintes etapas:

Pagina 22 - 3* paragrafo, leia-se:
Para verificar o paralelismo das curvas, utilizou-se o teste
p’.l7 mm-..

Pagina 25 - 4* paragrafo, 2> linha, leia-se:
... da cadeia polipeptidica...

Pagina 28 - (1tima linha, leia-se:
..+ 08 coeficientes angulares ¢ lineares considerados iguais
d amostra nido irradiada. Ja nas amostras irradiadas com 750,
1.000 e 1.500 Gy, embora as ...

Pagina 29 - 3% pardgrafo, 3% linha, leis-se:
.o« em camndongos mechos foi de 203 ¢ 3 ug/kg e 1732 17 ug/kg
om fémuvas,
5¢ paragrafo, 5% 1linha, leia-se:
+eo (Laurenti, 1768),...
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