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e %: percentual, percentagem

e a:intersec¢do com a ordenada

e AAME: acetil arginina metil ester

e AB: Antiveneno bothrépico

e ABL: Antiveneno bothropico-laquético
e Ac: anticorpo

e AC: Antiveneno crotalico

e Ag: antigeno

e AL: Antiveneno laquético

e AME: arginina metil ester

e B. alternatus: Bothrops alternatus

e B. erythromelas: Bothrops erythromelas
e B insularis: Bothrops insularis

e B jararaca, B.j: Bothrops jararaca

e B. moojeni: Bothrops moojeni

e B. newviedi: Bothrops newviedi

e b: coeficiente angular

e BAEE: benzoil arginina etil ester

e BApNa: benzoil arginina p-nitroanilida
e Bra. Bot. 001: Veneno de referéncia brasileiro para Bothrops n° 1 (B. jararaca)
e Bra. Crot. 001: Veneno de referéncia brasileiro para Crotalus n® 1 (C.d. terrificus)

o C.d. terrificus: Crotalus durissus terrificus
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CA: componente 4cido da crotoxina

CB: componente bésico da crotoxina

CCCA: Collaborative Center for the Control of Antivenoms

cDNA: DNA complementar

CDR: Curva dose-resposta

Cs: dispersdo pelos complexos soluveis

D.M.C.-F: Dose minima coagulante sobre fibrinogénio puro

D.M.D.: Dose minima defibrinogenante (“in vivo” no camundongo)
D.M.H.: Dose Minima Hemorragica

D.M.M = D.M.L.: Dose minima mortal ou letal

D.M.N.: Dose minima necrosante

D.M.P.: Dose minima proteolitica (sobre caseina)

D.M.P-P: Dose minima coagulante sobre plasma humano citratado padrao
D: Preparacdo Desconhecida

DES0 Ref LII, etc.: Dose efetiva mediana de um antiveneno em relagdo ao veneno de
referéncia n®

DES50: Dose efetiva mediana

Ded. 30%: Dose edematogénica 30% (aumento de 30% em peso da pata traseira do
camundongo)

DEg50: Doses efetivas medianas

DFP: diisopropilfluorofosfato

DL50: Dose letal mediana

DLg50: Doses letais medianas

Dt: dispersao total
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E.coli: Escherichia coli

E: enzima

E-Ab: enzima-anticorpo

EDTA: 4cido etilenodiaminotetraacético
ELISA: Enzima-Linked Immunosorbent Assay
Eq: equivalente

Euteriatico: teriaco em concentragdo para efeito 6timo.
F XIII: Fibrinotraspeptidase

F: dispersao pelos flocos

F: razdo de variancias

Fator II: Protrombina

Fator IX: PTC, Christmas

Fator V: Proacelerina

Fator VIII: Fator antihemofilico — Fator de von Willebrand
Fator X: Stuart-Prower

Fb: fibrinogénio

FPA: fibrinopeptideo A

FPB: fibrinopeptideo B

g.L.: graus de liberdade

HF: Fator hemorragico

Ht: Hemorragic toxin

I.C.V.: por via intracerebroventricular

[.V.: por via intravenosa

ICB-UFMG: Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
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IgG (T): Imunoglobulina da classe G que ocorre no cavalo

IgG: Imunoglobulina da classe G

INCQS: Instituto Nacional para o Controle de Qualidade em Saude
IP: por via intraperitoneal

KA: constante de associagio = L.M™!

Kcat: velocidade maxima por mol/enzima

KD: constante de dissociagio =M.L'

Kd: Kilo — daltons

Km: constante de Michelis

Ks: constante do substrato — andlogo de Km

LHF: Fator hemorragico da lachesis

Lysme: lisina metil ester

M: Molar=M.L"

Metametro: varidvel modificada

MMPs: Metalo-proteinases da matrix extracelular

MS/SNFMF: Ministério da Saude/Secretaria Nacional de Fiscalizacdo em Medicina ¢
Farmacia

MS/SVS: Ministério da Saude/Secretaria de Vigilancia Sanitaria
mV: milivolt

mu: mili-micra

N: normal

N-DSK: n6 terminal Amino-dissulfeto

NHEF: Fator hemorragico de B. neuviedi

NIH: National Institute of Health
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O: diametro

OMS: Organizagao Mundial da Satude

OPAS: Organizagao Pan-Americana da Satude

P: Preparagdo Padrao

Pi: frequéncia relativa = probabilidade de ocorréncia ao iésimo nivel
PLA,: fosfolipases A,

PMSEF: fenilmetilsulfonil fluoreto

QM: quadrado minimo ou variancia

R =’ coeficiente de determinacdo

1: coeficiente de correlagdo linear (Pearson)

R: dispersao residual

SBTI: Inibidor triptico do feijao soja

T- TLmm: enzima tipo-trombina de lachesis muta muta

T. flavoviridis: Trimeressurus flavoviridis

TAME: p-toluenosulfonil arginina metil ester

Teriaco, teriaca ou teridtico: medicamento bom para mordeduras de serpentes e outras bestas
selvagens — do grego “thérion”

TSF: toluenosulfonilfluoreto

U.K.: United Kingdons

U: resposta biologica em grandeza original

Unidade NIH de trombina: quantidade de trombina que coagula 1 ml de solu¢do padronizada
de fibrinogénio (2,2 mg/ml) em 15 segundos

V.R: variancia residual

V/eo: Kcat = velocidade maxima por mol de enzima
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Ven: veneno

VRF: Veneno de referéncia Funed

W.H.O: World Health Organization

x: logaritimo de z

X?: Qui-quadrado

Xerit: valor critico do X* ao nivel de pa.

x0: valor pré-especificado de x

y: metametro de U; varidvel dependente, varidvel estatistica ou estocastica
Y: valor esperado ou calculado de y

yo: valor pré-especificado de y

z: dose (escala aritimética)
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ESTUDOS E PROPOSICOES PARA A PADRQNIZACAO DE VENENOS E
ANTIVENENOS OFIDICOS DE INTERESSE MEDICO PARA O BRASIL

I- INTRODUCAO GERAL

I.1 - CONSIDERACOES SOBRE A COMPLEXIDADE E VARIABILIDADE DE
VENENOS OFiDICOS.

Os venenos ofidicos sd@o os mais complexos e varidveis de todos os venenos animais. As
proteinas perfazem cerca de 90 % do peso seco total e entre elas existem enzimas (fosfolipases,
hialuronidases, proteases de diversas especificidades, fosfatases, colagenases, nucleases, I-
aminodacido-oxidases, nucleotidases, etc), proteinas ativas farmacologicamente apresentando ou
ndo atividade enzimadtica (crotoxina, cardiotoxinas, o € [ neurotoxinas, etc) e, proteinas e
enzimas que liberam agentes auto-farmacoldgicos. Em virtude da multiplicidade de propriedades
bioquimicas, os venenos ofidicos sdo capazes de afetar toda classe de constituintes dos seres
vivos (proteinas, lipidios, acidos nucleicos, substancia fundamental amorfa e membranas
celulares), causando alteragdes da coagulagdo sanguinea, lesdes estruturais e disfungdes nos
sistemas cardiovascular, respiratorio, renal e neuromuscular. Componentes nao protéicos também
estdo presentes nos venenos, como lipideos, carboidratos, nucleosideos, nucleotideos,
aminoacidos, aminas (serotonina, noradrenalina, metiltriptofano, bufotenina), cations metalicos
(célcio, zinco, magnésio, sodio, potassio, cobre, manganés), anions como o fosfato e citrato, etc.
Maiores detalhes a respeito da complexidade de composi¢do dos venenos ofidicos podem ser
encontrados nas excelentes revisdes de Russell (1967), Jimenez-Porras (1970), Lee (1972),

Iwanaga & Suzuki (1979), Karlsson (1979) e Bieber (1979).



A variabilidade de composi¢ao bioquimica dos venenos, entre individuos de uma mesma espécie,
de acordo com a idade, sexo e fatores zoo-geograficos, ou mesmo, em um unico individuo da
espécie dependendo de sua idade, das mudangas sazonais e de habito alimentar, tém sido objeto
de muitas investigacdes , recentemente revistas por Chippaux et al (1991). Os registros mais
comuns referem-se a variagdes quantitativas de um mesmo componente como os pro-coagulantes
de Bothrops, que ativam os fatores Il e X da cascata da coagulacdo de mamifero (Furtado, 1991),
mais ubiquos no recém-nato, que na serpente-mae. Ainda dessa natureza, ¢ a variagdo do teor de
neurotoxinas (o e ) entre individuos das varias espécies de Naja (Boche et al. 1981). Ocorrem
também dentro da mesma espécie, variacdes marcantes que se constituem na presenga ou
auséncia completa de um componente. Exemplos classicos dessa modalidade sao: a presenca
de crotamina no veneno de C. d. ferrificus de algumas regides da América do Sul, enquanto falta
em individuos de outras regides (Schemberg, 1959a e b); auséncia de um fator hemorragico
especifico em espécimes de 7. flavoviridis da ilha de Okinawa (Sadahiro and Omuri-Satoh
(1980) ; auséncia de enzima do tipo trombina em Bothrops erytromelas (Nahas et al. 1979).
Verifica-se, portanto, que complexidade e variabilidade de composicdo sdo caracteristicas
constantes dos venenos ofidicos. A causa desses fendmenos certamente reside na constituigao
genética de cada espécie (ou populagdo zoogeograficamente delimitada) como atestam os estudos
de Chippaux (1982), que encontrou quatro distintos padrdes eletroforéticos das proteinas do
veneno de animais de uma mesma ninhada de Bitis gabonica e também, os estudos de Mebs &
Kornalick (1984), que mostraram em ninhadas de Crofalus adamanteus a falta de uma toxina
basica em metade dos individuos. Trabalhos mais acurados em termos de quimica de proteinas
(Faure & Bon, 1987) descreveram que venenos de espécimes individuais de C. d. terrificus
apresentam diferentes proporc¢des de isoformas de crotoxina, isto é, crotoxinas com variagcdes na
estrutura primaria de seus componentes. Evidentemente, que para cada regido zoogeografica e as

espécies de importancia médica nela presentes, o problema de complexidade e da variabilidade
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dos venenos ofidicos, tomam aspectos particulares. Para as espécies brasileiras de Bothrops e
Crotalus, um colaborador (Rodrigues, 1991) fez revisdo recente das propriedades e composicao

dos venenos.

1.2 - CONSIDERACOES SOBRE A COMPLEXIDADE E VARIABILIDADE DOS
ANTIVENENOS (SOROS HIPERIMUNES)

O sistema imune é capaz de estabelecer um enorme repertério de anticorpos (10° a 10')
e, expressa-los na forma de receptores na superficie do linfocito B, antes de seu primeiro contato
com antigenos provenientes do meio externo. Entretanto, esses anticorpos, provenientes da
expressao de sequéncias genéticas pré-estabelecidas, sdao de afinidade relativamente baixas.
Quando o antigeno entra em contato com o sistema imune, estimula o “mecanismo de mutacao
somatica”, que gera anticorpos de afinidades mais altas, a0 mesmo tempo que estimula
seletivamente a expansao dos clones de células que os produzem, determinando uma resposta
imune mais eficiente (French et al, 1989). Assim, mesmo a resposta imune a um hapteno como o
DNP (dinitrofenil) induziu a formagdo de uma mistura de IgGs (12 por focalizag¢do isoelétrica)
anti-DNP cujas afinidades variaram entre 10* a 10" M (Roitt, 1994). Para a ciclosporina que é
um undecapeptideo ciclico, Quesniaux et al, 1990, obtiveram do camundongo 63 monoclonais
capazes de reconhecer uma regido determinante antigénica principal e outra secundaria, porém
com grande variagdo quanto aos aminodcidos especificamente envolvidos na liga¢do. Fizeram
ainda, pela mesma técnica aplicada aos monoclonais, isto €, o deslocamento de ligagdao por
competicdo com analogos modificados da ciclosporina (Elisa competitivo), a importante
observagdo de que exatamente o mesmo repertorio de especificidades foi encontrado nos diversos

antisoros policlonais do camundongo (Quesniaux et al, 1990).



1.2.1 — FATORES DESFAVORAVEIS A PADRONIZACAO DE VENENOS E
ANTIVENENOS

A partir dessas consideragdes e daquelas expressas na se¢do 1.1, a expectativa seria que,
usados como imundgenos, os venenos ofidicos deveriam gerar misturas de anticorpos, de
complexidade isotipica e variabilidade, ainda maiores. Contribuem para essa expectativa: a) os
venenos ofidicos sdo constituidos por proteinas de alto peso molecular apresentando cada uma,
varias superficies determinantes; b) os processos de detoxificacdo e os adjuvantes utilizados,
frequentemente agravam a questdo da variabilidade e complexidade pela desnaturagdo parcial
e/ou incompleta das proteinas (Boquet, 1979); ¢) as assim denominadas “misturas antigénicas”,
com as quais se faz o indculo para imunizacdo, sao em geral, misturas de venenos de todo um
género, procurando atender ao mesmo tempo, as variagcdes zoogeograficas, sazonais e
ontogénicas; d) cada lote ou partida de antiveneno corresponde a misturas de plasmas
hiperimunes de varios animais, que diferem entre si geneticamente e, as vezes, até em passado

imunologico.

O fato de que a primeira tentativa de estabelecimento do “Padrdo Internacional de
Antiveneno” anti-Nagja em 1957 (Christensen, 1966), tenha falhado, justamente por apresentar
curvas de neutralizacdo dos venenos de Naja, quantitativamente dissimilares das subsequentes
partidas comerciais de antiveneno anti-Naja, ilustra de modo drastico, a questdo da variabilidade
dos antivenenos. Cabe aqui mencionar que esta primeira tentativa de estabelecer um Padrao
Internacional de Antiveneno, foi também a tnica, muito embora a produgdo de antivenenos de
varias especificidades tenha continuado em todo o mundo. O reconhecimento explicito da
impossibilidade de padroniza¢do absoluta de antivenenos, de modo que as estimativas de
poténcia fossem independentes das condi¢des experimentais como preconizado por Jerne &

Wood (1949), deve-se a Christensen (1979). De modo analogo, Schottler (1958) ja havia



chamado a atengdo que as referéncias para veneno devem ser feitas em grande quantidade, devido

a impossibilidade de substitui-los por outra preparacao idéntica em qualidade.

1.2.2 - HOMOLOGIA ANTIGENICAS - FATORES FAVORAVEIS A PADRONIZACAO
DE VENENOS E ANTIVENENOS.

A precedéncia da discussdao dos fatores desfavoraveis a padronizagdo, isto ¢, a
complexidade e variabilidade do sistema veneno-antiveneno, serve aos propdsitos de quem
pretende contribuir nessa area do conhecimento, mas de certo modo desvia a atengdo da realidade
de que ndo necessitamos de antivenenos sequer espécie-especificos. A ocorréncia de homologias
bioquimicas, imunolégicas e farmacoldgicas para os venenos ofidicos foram e sdo expectativas
sensatas, desde a época de Calmette (1894), especialmente na sequéncia familia — género —
espécie. A hipotese de Calmette em 1894 de que o antiveneno anti-Naja, fosse efetivo contra
todos os venenos neurotdxicos, supunha um exagerado grau de homologia que nao se verificou,
mas a ocorréncia de reatividade cruzada (neutralizagdo cruzada) entre espécies foi se firmando
com o tempo como uma realidade da imunoterapia do acidente ofidico (Horowits & Dart, 1995).
Vital Brazil (1914) foi pioneiro na producdo de soros hiperimunes monoespecificos e poli-

especificos, demonstrando o alto grau de reatividade cruzada dentro do género Bothrops.

Segundo Boquet (1979), a verificagdo de coincidéncias de homologia funcional e
imunolégica para venenos de uma mesma familia e género, tomou grande espaco nas publicacdes
especializadas de 1920 a 1961, sem porém deixar de manter sua presenca até o momento de sua
revisdo. Os métodos imunoquimicos utilizados foram a neutraliza¢do de atividades bioquimicas
ou toxicas, imunoprecipitacdo, imunodifusdo e imunoeletroforese em gel. Data de 1925 a

cunhagem do termo “Mosaico de Antigenos”, por Nicole & Raphael (citado por Boquet, 1979),



procurando figurar pictoricamente a nog¢do que fragmentos estruturais das proteinas aparecem
repetitivamente nos venenos de familias e géneros. De especial importancia para a nossa regido,
foi a demonstracdao por Schemberg (1961) da presenca de mais de 30 antigenos nos venenos de
distintas populagdes de B. jararaca, utilizando o método de imunodifusdo. A combinagdo desses
antigenos permite a existéncia de mais de 50 padrdes de venenos individuais. Mais tarde, em
1963, o mesmo autor encontrou para o B. neuwiedi, 5 grupos principais de composi¢do antigénica
(Schemberg, 1963). Em 1989, Dias da Silva et al. publicaram um estudo bastante abrangente
sobre reatividade cruzada no género Bothrops e, de grande importancia pratica para a escolha da
mistura antigénica destinada a producdo de antiveneno para uso terapéutico. Neste, 10
antivenenos monoespecificos foram estudados combinatorialmente contra os venenos das
espécies de Bothrops correspondentes, pelos métodos de ELISA (veneno bruto), imunodifusio
dupla, precipitagdo quantitativa, inibi¢do da atividade hemolitica indireta e pela determinacdo de
DES50 no ensaio de protecdo de letalidade no camundongo. Os resultados indicaram reatividade
cruzada praticamente completa, porém de intensidade varidavel, em todas as metodologias,
permitindo estabelecer que a mistura de B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e
B. neuwiedi, usada como imundgeno, resulta em antiveneno capaz de conferir protecdo anti-letal

contra qualquer dos 10 venenos Bothrépicos do estudo.

Os primeiros investigadores a sugerir que, determinantes antigénicos presentes em
componentes toxicos de um veneno ofidico encontram-se também representados em
componentes nao-toxicos, foram Githens & Butz (1929). Esses autores, estudando
quantitativamente a neutralizacdo da atividade letal de venenos crotalideos da América do Norte,
mostraram que o consumo de antiveneno era sempre proporcional 8 D.M.M. (dose minina
mortal). O mesmo fendmeno ocorre para os venenos de Bothrops brasileiros (vide secao III-3-5

do presente trabalho). Apesar da importancia pratica do isolamento e caracterizacdo de antigenos



ndo-toxicos, para uso na imunizagdo preventiva ou produ¢do de antiveneno, como também para
ser evitado na confeccdo de ELISAs que pretendem quantificar toxinas, esse fendmeno ndo tem
sido explorado para venenos ofidicos. Coube a Chavez-Olortegui et al (1996, 1997) e Moreira-
Ferreira (1998) a detecgdo, isolamento e a demonstragdo do valor como imunogeno e protetor, de
uma proteina ndo toxica do veneno de Tityus serrulatus, que apresentou alto grau de homologia

estrutural com as toxinas do mesmo veneno.

Em resumo da se¢do 1.2.2, podemos afirmar que a ocorréncia de homologias
antigénicas entre os venenos ofidicos ¢ um fator favoravel, sem o qual os antivenenos seriam
ainda mais complexos e a exigéncia de antivenenos para espécies ou mesmo variedades,
restringiriam o exercicio da imunoterapia do acidente ofidico. A plena exploragdo desta
vantagem, além da colecdo de informagdes sobre reatividade cruzada, implicaria em um maior

conhecimento da estrutura das proteinas envolvidas e de seus determinantes antigénicos.

1.2.3 - MODELOS IMUNOQUIMICOS EM TOXINOLOGIA

A partir de 1955, com a determinagdo da estrutura primaria completa da insulina por F.
Sanger, foi iniciada uma era onde se tornou possivel relacionar a estrutura de uma proteina com
suas funcdes enzimadticas, toxicas, regulatérias, imunogénicas, antigénicas, etc. Esta revolucao,
foi 20 anos mais tarde continuada e ampliada consideravelmente: a) pela biologia molecular, que
permitiu a determinacdo da estrutura primaria de proteinas pela sequéncia do c-DNA, e ainda a
producdo em massa de proteinas e mutagdes dirigidas; b) pela tecnologia dos hibridomas, que
permitiu a produgdo de anticorpos dirigidos contra um Unico determinante antigénico; c) pela
sintese de peptideos em estado sélido; d) pelo aprimoramento dos estudos de difragdo de raios X

na determinacdo da estrutura espacial de proteinas ou complexos protéicos em estado cristalino,



como também de outros métodos fisicos aplicaveis. O impacto sobre a imunoquimica, resultou
ndo s6 na elucidacdo de: estruturas ¢ da relacdo estrutura-fungdo das varias classes de
imunoglobulinas; do mapeamento epitdpico da superficie de antigenos; da estrutura das regides
de contato entre antigeno e anticorpo e das ligagdes quimicas envolvidas, como também de seus
aspectos cinéticos e termodinamicos. Para tal, a ciéncia imunoldgica compartilhou modelos
estruturais de proteinas com a bioquimica classica, como a lisozima, o citocromo c, a
neuraminidase, etc, que sdo amplamente utilizados como exemplos, nos livros-texto de

imunologia (Roitt, 1994).

A partir de 1960, de modo crescente, muitos componentes dos venenos ofidicos foram
isolados, propiciando aos investigadores examinar suas propriedades estruturais e imunolégicas,
ndo s6 como um meio de melhorar a qualidade terapéutica dos antivenenos pela compreensao das
relagdes antigénicas entre venenos, mas também para identificar nessas moléculas, os
grupamentos responsaveis pela atividade toxica, imunogénica e antigénica (Boquet, 1979).
Assim, os toxinologistas de venenos ofidicos desenvolveram vérios modelos proprios para o
estudo da relagdo estrutura-funcdo de proteinas como: toxinas curaremiméticas ou o-toxinas;
toxinas de acdo pré-sindptica como B-bungarotoxina e crotoxina; cardiotoxinas ou citotoxinas;
fosfolipases A, (PLA;) e toxinas com estrutura de PLA;; dendrotoxinas; miotoxinas, fatores
hemorrégicos; enzimas do tipo-trombina; ativadores do fator X da coagulagdo, etc, etc. Esses
modelos ja mencionados em parte por Boquet em 1979, foram amplamente revistos por Menez
(1991), sob o aspecto da especificidade e reatividade cruzada de anticorpos policlonais e
monoclonais, como também de suas capacidades neutralizantes sobre varias toxinas

correspondentes aos modelos acima mencionados.

As toxinas curaremiméticas de cadeia curta como as de cadeia longa sdo, sob todos os

aspectos as toxinas melhor conhecidas (Menez, 1992): a) as estruturas tridimensionais (“three
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finger-shaped structure”) foram modeladas a partir de dados de difragdo de raios X da
erabutoxina b; b) seu sitio de ligacdo ao receptor nicotinico neuromuscular, foi localizado
principalmente nas algas II e III, face concava da toxina, por estudos de competi¢ao para ligacdo
das toxinas naturais com variantes genéticos € quimicamente modificados; c¢) o anticorpo
monoclonal Ma2-3 obtido contra a toxina o de Naja nigricolis teve seu epitopo alvo identificado,
o qual inclui o sitio de ligagdo com o receptor nicotinico na face concava da molécula, o que lhe
confere in vitro, a propriedade de reconhecer e neutralizar todas as toxinas curaremiméticas de
cadeia curta. Os anti-idiotipos anti Ma2-3 sdo capazes de ligar-se com alta afinidade ao receptor
nicotinico, causando miastenia gravis. O Ma2-3 liga-se & toxinas o. com KD da ordem de 10™®* M,
enquanto o KD para ligacdo das toxinas com o receptor nicotinico ¢ da ordem de 10" M. O que
permite uma explicagdo para o fato de este anticorpo somente retardar a morte dos camundongos,
nao tendo capacidade protetora; d) o anticorpo monoclonal Ma-1, também obtido contra a toxina
o de Naja nigricolis, impede a ligacdo da toxina ao receptor nicotinico in vivo e in vitro, como
também acelera a dissocia¢do da toxina ja ligada. Seu epitopo alvo foi localizado na algan® 1, e é
composto por aminoacidos localizados no eixo da molécula acessiveis pelo lado concavo (oposto
ao sitio toxoférico). O KD para a toxina o é de 0,4.10° M, sendo capaz de acelerar in vitro a
cinética de dissocia¢do da toxina marcada com o receptor nicotinico, enquanto o excesso de
toxina fria ou de receptor sdo inefetivos. Em ratos intoxicados pela toxina o e mantidos sob
respiragdo artificial, o anticorpo Mal causou retorno da respiragio espontanea em 788 min,
comparado a 940742 minutos dos animais controle; €) a maioria dos monoclonais obtidos contra
a o-toxina ndo apresentou propriedades neutralizantes; f) antivenenos policlonais contra a toxina
o sdo também capazes de acelerar a dissociagdo da toxina do receptor nicotinico, ndo sendo
entretanto esta uma atividade comum a todas as preparagdes. g) Chuang et al. (1989) preparou

um anticorpo monoclonal contra a a-bungarotoxina, apresentando plena capacidade neutralizante



in vivo e in vitro. h) a fusdo da erabutoxina obtida da serpente marinha Laticauda semifasciata,
com um superantigeno bacteriano (proteina A estafilocdcica), por meio de seus cDNAs, permitiu
a confec¢do de um plasmideo que transfectado em E. coli produziu grande quantidade da proteina
hibrida. Este hibrido apresentou imunogenicidade muito superior a toxina nativa e as mesmas
propriedades antigénicas. Os anticorpos policlonais obtidos ndo s6 impediram a ligacdo da
erabutoxina a marcada ao receptor nicotinico, como também conferiram completa protecdo ao

camundongo.

Outro modelo toxinologico bem estudado ¢ constituido pelas fosfolipases A, e toxinas
com estrutura de PLA,, sendo especialmente importante para nds no Brasil, a crotoxina, tanto por
razdes histdricas, quanto zoogeograficas e epidemiologicas. Muitos estudos se dedicaram a
caracterizagdo imunologica da crotoxina nativa, de seus componentes acidico (CA) e basico ou
fosfolipéasico (CB), como também da crotoxina reconstituida. Hamashiro et al. (1978) foram os
primeiros a verificar que o antisoro obtido em coelhos contra a unidade basica era capaz de
neutralizar a atividade hemolitica da sub-unidade, do complexo (crotoxina) e do veneno bruto de
C. d. terrificus. A inibigdo da atividade fosfolipasica pelo mesmo antisoro, foi demonstrada no
mesmo laboratério por Da Silva e Bier (1982). Utilizando como imundgeno a unidade bésica da
crotoxina em adjuvante completo de Freund ou AI(OH);, dos Santos et al. (1988), confirmaram a
capacidade da sub-unidade bésica neutralizar a atividade toxica da crotoxina, mas também
mostraram que os animais imunizados tornaram-se resistentes ao veneno bruto, € que esta
imunidade era efetiva por 3 meses. Mais recentemente, Choumet et al (1992) obtiveram seis
anticorpos monoclonais anti-CA e oito anti-CB, os quais foram estudados quanto a sua
capacidade de ligacdo as citadas proteinas, por meio de ELISA competitivo, e também quanto a
capacidade de inibir as atividades fosfolipasicas e letal. Trés anticorpos monoclonais anti-CB,

apresentando KD da ordem de nanomolar em relacdo as cinco isoformas de CB, mostraram-se
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capazes de inibir tanto a atividade letal, quanto fosfolipasica, permitindo também o mapeamento
ectopico destas regides. Uma discussdao mais recente, sobre mapeamento ectopico em fosfolipases
de venenos ofidicos, foi publicada por Stiles & Choumet (1997) apresentando exemplos onde os
estudos lograram resultados positivos do ponto-de-vista da aplicabilidade, isto ¢, coincidéncia de
inibi¢ao de atividade fosfolipésica e toxica por um unico monoclonal, e outros menos favoraveis.
A obtencdo de anticorpos monoclonais contra a toxina y de Naja nigricolis (cardiotoxina, -
bungarotoxina, notexina, mojave-toxina, dentrotoxinas, miotoxinas, ativador do fator X da
Vipera russeli, estd descrita na revisao de Menez (1991), nem sempre acompanhada de sucesso

neutralizante.

Em resumo das discussoes do secdo 1.2.3, poderiamos esperar em futuro proximo uma
consideravel simplificacdo dos antivenenos e da imunoterapia do acidente ofidico, baseada no
conhecimento da estrutura das proteinas dos venenos ofidicos, seus grupamentos ativos, seus
determinantes antigénicos e na producao de anticorpos monoclonais neutralizantes e de grande
afinidade. Para tal, seria necessario o levantamento do que poderia ser denominado “repertorio
antigénico comum” para género ou espécie, de modo a garantir alto grau de reatividade cruzada,
mesmo para os monoclonais que viessem a ser adicionados ao antiveneno policlonal. Segundo
Sullivan (1987) e Lomonte et al (1992), a grande especificidade que permite aos anticorpos
monoclonais se ligarem a determinantes antigénicos bastante particulares, pode torna-los
inefetivos como agentes terapéuticos Unicos em um caso especifico de acidente ofidico. Assim, a
substituicdo do antiveneno cldssico por mistura de monoclonais poderia requerer, em alguns

casos, um numero impraticavel.
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1.2.4 - PROBLEMAS IMUNOQUIMICOS NA MENSURACAO DE ANTICORPOS EM
ANTIVENENOS

Usualmente, o teor de anticorpos ¢ determinado frente a antigeno puro ou padronizado
(Harlow & Lane, 1988), medindo-se a quantidade de anticorpo ligado. Entretanto, o resultado
desta medida depende da afinidade da ligacdo e da estequiometria da reagdo. Segundo Van Oss
(1992), as reagdes antigeno-anticorpo sdo essencialmente nao-estequiométricas, ou melhor
dizendo, ndo apresentam estequiometria fixa, a qual depende: a) da concentragdo de antigeno e
anticorpo (fendmeno zonal); b) da policlonalidade e valéncia dos anticorpos; c) da multivaléncia
dos antigenos, de seu tamanho, e do espago entre determinantes antigénicos; d) dos fendomenos de
restricao de ligagdo decorrentes de competicdo e impedimentos espaciais; €) da dependéncia
positiva da afinidade com a diluicdo de antigeno e anticorpo. A dependéncia da afinidade
antigeno-anticorpo na concentracdo ¢ muito intensa para antigenos multivalentes e anticorpo
policlonal, sendo descrito o aumento de 1,7.107 para 6,5.10'" LM com uma dilui¢do de apenas
100 vezes, para a albumina bovina e IgG caprina (Van Oss & Walker, 1987). Uma das
explicacdes para este fendmeno, ¢ que em diluicdes muito altas, somente se ligam os anticorpos
de maior afinidade, como menor interferéncia de bloqueios espaciais e restrigdo competitiva por
outros anticorpos de menor afinidade. Estas consideragdes sdo aplicaveis ao problema da
neutralizacdo do veneno ofidico pelo antiveneno, uma vez que a inativagao funcional do antigeno
¢ univocamente dependente da ligagao do anticorpo. Para o veneno de B. jararaca, considerando
para efeito de aproximagdo, uma massa molecular média de 50 Kdaltons, teriamos nas misturas
de incubagdo nos ensaios de protecao letal do camundongo, que ¢ o método oficial para
atribuicdo de uma poténcia neutralizante ao antiveneno, uma concentragdo de proteina antigénica
da ordem de 10 M. Esta concentracdo coincide com a de ovoalbumina utilizada na reacdo de
precipitagdo em meio liquido (Kabat & Mayer’s, 1961). Trata-se, portanto, de uma macrotécnica

onde as concentragdes de proteina antigénica sdo superiores a mg/ml. Se levarmos em conta a
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caracteristica de mosaico antigénico, por exemplo, dos venenos bothrépicos, € possivel que
alguns determinantes atinjam concentragdes superiores a 10° M. Este fato contrasta com as
avaliagdes feitas por Kamiguti et al (1991) em pacientes envenenados por B. jararaca, que
encontrou concentragdes plasmaticas de veneno bruto de 107 a 10® M (calculo admitindo
também massa molecular média de 50 Kd) através de ELISA. Esta disparidade consideravel das
concentragdes de antigeno e, consequentemente, de anticorpo, entre as reagdes utilizadas para
padronizacdo de antivenenos e, as condi¢des fisico-quimicas reais no plasma ou intersticio do

paciente acidentado, ndo tém sido sequer consideradas na literatura especializada no assunto.

As curvas de ligagdo antigeno-anticorpo monoclonal obtidas por radioimunoensaio
seguem o formato esperado pela lei de acdo de massas (Berzofsky & Schechter, 1981; Ménez,
1991). Choumet et al (1992) apresentaram curvas de ligacdo (ELISA), curvas de inibi¢do de
atividade fosfolipasica A, e curvas de neutralizacdo de atividade letal da crotoxina com varios
anticorpos monoclonais. Estas curvas seguiram a func¢do bdasica esperada pela lei de agdo de
massas, isto ¢, curvas (% resposta controle x log da concentragdo do monoclonal) sigmoidais e
simétricas, sendo as curvas de neutralizagdo analogas das curvas de ligagdo, evidentemente para
os anticorpos plenamente neutralizantes. Entretanto, para a neutralizagdo de um antigeno puro
por soro policlonal ou a neutralizagdo de uma atividade bioldgica (toxina ou enzima) em um
antigeno complexo como um veneno bruto também por soro policlonal, as curvas podem tomar

aspectos peculiares.

As enzimas sdo antigenos bem estudados, devido a maior facilidade de obté-las em estado
puro e ensaié-las in vitro com precisdo. Segundo Cinader (1957); Lee & Sehont (1971); Arnon &
Geiger (1977), os anticorpos podem ligar-se a determinantes antigénicos na molécula da enzima,
ndo causando qualquer alteracdo funcional, inibi¢cdo parcial, inibi¢do total ou mesmo ativagao,
sendo 0s mecanismos mais provaveis o bloqueio espacial (para substratos de grande massa
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molecular) e a alteracdo de conformacgao. Para as enzimas, até a revisdo de Arnon (1977) ndo sdo
mencionados casos de anticorpos contra o centro ativo. ~ Como salientado na se¢do se¢do 1.2.3,
para as toxinas curaremiméticas e crotoxina, ja foram obtidos anticorpos monoclonais dirigidos

contra determinantes do centro “ativo ou toxoforico”.

Outra conseqiiéncia da ligagdo de um anticorpo a um antigeno, manifesta-se sobre a
molécula do anticorpo como foi descrito por Weintraub et al. (1973) para a gonadotrofina
coridonica humana e IgG policlonal. Neste caso foi demonstrada por meio de radioimunoensaio
cooperatividade positiva, isto é, a ligacdo de uma molécula de antigeno favorecia a ligacao de
outra 2 mesma molécula de anticorpo. Assim, podemos antever para as reagdes entre veneno
bruto e antiveneno ofidico, todas as possiveis intercorréncias apresentadas na secdo 1.2.4 para
antigenos e anticorpos de todas as especificidades, a saber: variacdes de estequiometria e
afinidade com a concentra¢do, restricdo competitiva de ligacdo; restricdo de ligacdo por
impedimentos espaciais; cooperatividade para ligacdo do anticorpo, etc. Considerando que a
repercussdao da ligagdo do anticorpo sobre a capacidade funcional do antigeno, depende da
especificidade deste anticorpo, e que desta ligacdo pode resultar ativagdo, inibi¢do ou mesmo
nenhuma alteragdo, devemos esperar relacdes bastante complexas para descrever o que
poderiamos denominar de atividade especifica do antiveneno. Em assunto correlato, Jerne (1951)
comentando a literatura do final do século passado até os seus dias, sobre a neutralizacdo da
toxina diftérica pela antitoxina (soro hiperimune), reafirmou o conceito implicito na “Lei dos
Multiplos de Propor¢do”, distinguindo-o das curvas de neutralizagdo onde ndo existe
proporcionalidade constante entre a quantidade de atividade inativada e a quantidade de anticorpo
adicionado. A experiéncia com venenos e antivenenos ofidicos, tanto de viperideos quanto
elapideos (Tu, 1991; Schottler, 1952; Christensen, 1966, 1967, 1979) tém mostrado a

inaplicabilidade da “Lei dos Multiplos de Propor¢do” para a relagdo “quantidade de veneno
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neutralizado e quantidade de antiveneno consumido para tal”. Como explicagdo, a hipotese mais
popular ¢ a existéncia nos venenos de componentes ativos minoritarios e/ou pouco antigénicos,
que acumulando-se sem neutralizagdo passariam a dominar o modo de acdo do veneno nas doses
mais altas, causando aumento do consumo de antiveneno (elevagdo do coeficiente angular da
relacdo). Apesar dessa hipotese ndo explicar o desvio oposto da “Lei dos Multiplos de
Propor¢ao”, ou seja, a reducdo do coeficiente angular da relagdo, as explicacdes de ordem
imunoquimica aqui apresentadas nesta se¢do 1.2.4 ndo tem sido aventadas e sua participacdo no
fendmeno, investigadas. Do mesmo modo, as inovagdes introduzidas por Sullivam & Russell
(1984), isto €, o uso dos fragmentos F(ab) de IgG (T) de cavalo, purificada do soro hiperimune
por cromatografia de afinidade, ndo tiveram na literatura especializada a aten¢do merecida. Além
das vantagens farmacocinéticas (aumento do volume de distribuicdo e reducdo da meia-vida)
defendidas pelos seus autores, esta medida acarretaria simplificagdo imunoquimica e

consequentemente, maior padronizabilidade aos antivenenos.

I.3 - FUNDAMENTOS DO PROCESSO DE PADRONIZACAO DE VENENOS E
ANTIVENENOS OFIDICOS

A partir das consideracdes feitas nas se¢des anteriores, sobre a complexidade e
variabilidade qualitativa, quantitativa, funcional e imunoquimica de venenos e antivenenos
ofidicos, fica patente ndo s a necessidade de padroniza¢do, como também o grau de dificuldade
da tarefa. Segundo Domingues do Carmo (1995), trés sdo os fundamentos da padronizagdo de

venenos ¢ antivenenos:

A) uniformizacdo dos processos de obtencao de veneno;

B) uniformizagdo dos processos da producao de antiveneno;
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C) uniformizacdo das metodologias experimentais para a caracterizacdo e afericdo das
propriedades funcionais de venenos e antivenenos.
O autor citado discute amplamente os trés itens, Nosso interesse, prende-se mais exatamente

ao ensaio quantitativo das propriedades funcionais do par veneno-antiveneno.

1.4 - ENSAIOS QUANTITATIVOS

1.4.1 - O proposito de um ensaio (determinacdo) quantitativo de qualquer natureza é
determinar a massa de uma substiancia especificada, contida em uma dada amostra de
matéria. Para atingir este propoOsito, em amostras complexas, ¢ necessdrio medir uma
propriedade extensiva, caracteristica da substdncia que relaciona a intensidade da propriedade
mensurada com sua massa. Na pratica, esta funcdo pode ser determinada por intermédio de
“padrdes”ou “substancias de referéncia”. Entretanto, a presenga na amostra, como nos padrdes,
de contaminantes ou modificadores da propriedade caracteristica, distorcem a verdadeira funcao
que relaciona esta propriedade a massa. Nesta situacdo, o proposito de avaliar a massa de um
material especificado contido na amostra, ndo ¢ realizdvel com exatidao. Mais realisticamente,
deve-se objetivar a determinagdo de quao ativa ou potente ¢ a amostra em produzir a propriedade

caracteristica, em comparagao ao padrao.
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1.4.2 - ENSAIOS BIOLOGICOS

As preparagdes biologicas sdo capazes de detectar e quantificar diversos tipos de
substancias quimicas, por intermédio da resposta bioldgica evocada sobre estas. Consideradas
como uma medicao, as respostas biologicas estdo mais sujeitas a variagdo que as medidas fisico-
quimicas, sendo causas para tal, a sua complexidade mecanistica, o polimorfismo genético e a
grande sensibilidade das preparacdes biologicas as modificacdes ambientais. As fungdes
matematicas relacionando a dose a resposta em ensaios bioldgicos, ndo sao necessariamente mais
complexas que em ensaios fisico-quimicos, embora os mecanismos moleculares subjacentes o
sejam. A cadeia de acontecimentos moleculares, fisioldgicos e/ou morfologicos, intermedidria
entre a aplicacao de um estimulo a célula e a resposta bioldgica final, torna-a mais susceptivel a
agentes modificadores que aquelas baseadas em reagdes quimicas simples e obviamente, também
que respostas decorrentes de alteracdes fisicas. Estes agentes modificadores podem incidir sobre

qualquer nivel da cadeia mecanistica, atuando sinergistica ou antagonisticamente.

A caracteristica que faz os ensaios biologicos imprescindiveis, mesmo levando em conta
as desvantagens acima mencionadas, o maior dispéndio de recursos materiais e habilidades
profissionais, ¢ que exceto para enzimas, trata-se da Unica avaliacdo funcional a qual algumas

proteinas podem ser submetidas.
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1.4.3 — CRITERIOS DE VALIDADE

Os critérios de validade fundamental e de validade estatistica, como formulados por Jerne
e Wood (Jerne & Wood, 1949) e os principios de delineamento experimental e andlise, como
apresentados no classico livro texto de Finney (Finney, 1964) constituem um corpo de
conhecimento, que tem sido aplicado com sucesso, a padronizacdo biologica de hormonios
peptidicos, vitaminas e antibioticos. O termo “padronizagdo bioldgica” implica em que a
substancia padronizada, seja qualitativa e quantitativamente comparada ao Padrao Internacional,
sobre a mesma preparagdo bioldgica, e que, portanto, sua capacidade em produzir o efeito

bioldgico esperado seja previsivel a nivel mundial.

O principal requisito quimico para um Padrdo Internacional ndo ¢ seu grau de pureza, mas
sua estabilidade. Do ponto de vista funcional ou farmacologico, o requisito ¢ que produza sempre
a mesma resposta (qualitativamente) ndo dependendo esta, da espécie ou linhagem animal sobre a
qual ¢ feito o ensaio. Historicamente, a padronizagdo bioldgica moderna, desenvolveu-se a partir
da descoberta da insulina. Em um artigo intitulado “A unidade de insulina”, Lacey (Lacey, 1967)
focalizou a evolugdo mutua dos padrdes internacionais de insulina e das preparagdes
farmacéuticas, a fim de atender ao critério de similaridade funcional ou farmacologica (critério
Az de Jerne e Wood). O critério de similaridade afirma que as preparacdes farmacéuticas
“padrao” e “teste” devem se comportar como se fossem diluicdes de um mesmo constituinte ativo
em um meio inerte (Jerne & Wood, 1949). O significado deste critério em termos farmacologicos
¢ que a resposta bioldgica seja a mesma e produzida pelo mesmo mecanismo, idem, para as
influéncias de contaminantes modificadores da resposta. Parafraseando o critério Aj, em termos
matematicos significa que a mesma funcdo deve relacionar a dose a resposta, tanto para o
“padrao” quanto para a preparacdo “teste”. Com o objetivo de definir inequivoca e
universalmente (valida por toda extensdo da fung¢do), a relagdo numérica entre as poténcias das
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duas preparacdes, fungdes lineares devem ser obtidas diretamente ou por meio de uma
transformagdo adequada das variaveis. Para uma varidvel dependente (resposta biologica-variavel
estocastica) diretamente proporcional ao logaritmo da dose (variavel independente ou
deterministica), o critério de similaridade ¢ preenchido pela aceitacdo estatistica de paralelismo
entre as duas curvas dose-resposta (padrdo e teste). Neste caso, a relacdo numérica entre as
poténcias, ¢ definida como o anti-logaritmo da distdncia entre as curvas. Quando a varidvel
dependente ¢ diretamente proporcional a dose em sua escala aritmética original, a aceitacdo
estatistica de igualdade de interceptos atestam a similaridade. A relagdo de poténcias neste caso é

definida pelo quociente dos coeficientes angulares (Finney, 1964).

144 - APLICABILIDADE DO ENSAIO BIOLOGICO A PADRONIZACAO DE
SUBSTANCIAS FARMACOLOGICAMENTE COMPLEXAS.

A unicidade farmacolégica € a caracteristica de uma substancia ou material, que permite a
aplicagdo com sucesso da metodologia do ensaio biologico na sua padroniza¢do, mesmo com a
presenca de mais de um constituinte ativo. Este de fato, ¢ o caso dos hormonios peptidicos,
vitaminas e antibioticos. Os venenos ofidicos, e seus respectivos antivenenos ainda constituem
um desafio a metodologia da padronizagdo bioldgica. Exceto pelos estudos de Kondo (Kondo et
al, 1960, 1965a, 1065b) sobre a atividade hemorrdgica do Trimeresurus flavoviridis e de
Domingues do Carmo (Domingues do Carmo, 1995) sobre a atividade hemorragica de venenos
Bothropicos, ndo temos noticia de outras tentativas de aplicar ortodoxamente os principios do

ensaio bioldgico a padronizagdo de venenos e antivenenos.

Existem duas classes de fendmenos que complicam a padronizagdo bioldgica de venenos
ofidicos: A) os efeitos perturbadores podem ser minimizados pela uniformizacdo dos métodos de

coleta e processamento, e pela formagao de grandes partidas, quer de veneno, quer de antiveneno,
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nas quais as particularidades de espécimes individuais ficam diluidas. As influéncias sazonais
geograficas na composicdo do veneno e o polimorfismo genético dos animais imunizados sdo
exemplos. B) A pluralidade de constituintes ativos nos venenos e antivenenos, a existéncia de
interagdes quimicas e farmacologicas entre estes, e a necessidade de duas preparagdes de
referéncia (uma para o veneno e outra para o antiveneno), estdo compreendidas nesta classe. A
possibilidade de transpor este segundo tipo de efeito perturbador fica de modo ideal,
condicionado ao conhecimento da composic¢ao e propriedades de venenos e antivenenos. Assim,
0 que ¢ complexo poderia ser desmembrado em seus componentes, quimicamente através de

fracionamentos e/ou funcionalmente através de ensaios especificos.

As complexidades bioquimicas e farmacoldgicas dos venenos ofidicos, sdo fatos bem
estabelecidos e a longo tempo, como atestam os extensos artigos de revisdo das décadas de 70 e
80 j& mencionados. A conseqiiéncia imediata da explicitagdo deste conhecimento, aliado a
melhor compreensdo da fisiopatologia e controle clinico do acidente ofidico a partir desta época,
foi que ndo mais a caracterizagdo toxicoldgica dos venenos e a padronizagdo de antivenenos,
poderia se apoiar somente nas determinagdes do efeito letal (DL50 do veneno) e efeito protetor
(DES0 do antiveneno). Este ponto, enfatizado por Ownby (1990) tem sido uma necessidade ha
muito reconhecida e defendida por investigadores pioneiros como Schotter (1952), Kondo et al

(1965a,b) e Christensen (1966).

O simpdsio da Organizacdo Mundial da Satde sobre Venenos e Antivenenos, ocorrido em
Zurique em 1979 (WHO OFFSET public., 1981) e a criacdo do “Centro Colaborativo Para o
Controle de Antivenenos” (CCCA), junto a “Escola de Doencas Tropicais da Universidade de
Liverpool” (U.K.), langou uma campanha mundial para uma caracterizacdo mais ampla e mais
significativa do ponto de vista clinico, tanto das propriedades lesivas dos venenos, como também
do poder dos antivenenos em neutraliza-las. O artigo assinado por Theakston e Reid (1983)
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propds um conjunto de métodos para a caracterizagdo de venenos e antivenenos, tais como:
toxicidade letal; atividade coagulante sobre fibrinogénio bovino puro; idem sobre plasma humano
citratado; hemorragia cutdnea em ratos; necrose cutanea em ratos, e atividade defibrinogenante in
vivo, em camundongos. Este trabalho teve grande importancia na campanha da OMS, por
divulgar métodos que previamente se encontravam dispersos € nao uniformizados. Também, em
resposta a esta campanha, foram publicados por investigadores brasileiros alguns trabalhos no
assunto: Sanchez et al. (1992); Leite et al. (1992) e Ferreira et al. (1992a,b), caracterizando um
nimero significativo de venenos de crotalineos. Estes estudos, propiciaram uma avaliagdo
quantitativa do problema da variabilidade, concentrada nas espécies e atividades biologicas de
interesse médico mais imediato. O artigo de Sanchez et al. (1992) caracterizou venenos de treze
espécies de crotalineos de relevancia médica para a América do Sul. Além das seis atividades
bioldgicas preconizadas pelo CCCA, foram determinadas: DL50 IP; DL50 ICV; atividade
proteolitica sobre caseina e efeito edematogénico na pata de camundongo. Nao foram
encontradas correlagdes estatisticas significativas entre quaisquer pares de atividades, para uma
série de dezesseis venenos bothropicos. Isto significa que a determinacdo de uma das
propriedades de um veneno ofidico ndo permite a previsdo de quaisquer outras. Em outras
palavras, os venenos devem ser caracterizados de modo abrangente, se ¢ que se pretende

determinar a capacidade dos antivenenos em neutralizar seus efeitos.
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L5 - CONSIDERACOES E PROPOSTAS PARA A ELABORACAO DE UMA SISTEMATICA
DE PADRONIZACAO APLICAVEL AO PAR VENENO-ANTIVENENO.

I.5.1 — Esta secdo apresenta um conjunto de idéias, proposicdes e criticas que surgiram de
prolongadas discussoes durante o ano de 1997, entre este autor, Célia de Fatima Barbosa e

Raquel Joane Rodrigues, no Departamento de Controle Biolégico da FUNED-MG.

O termo sistematica neste contexto, tem o significado de conjunto inter-relacionado de
métodos e procedimentos e ndo de taxonomia. O par veneno-antiveneno refere-se a situagao ja
estabelecida na pratica da soroterapia do acidente ofidico, e legalizada pelas monografias em
varias farmacopéias, ou seja, de um lado o antiveneno para género, disponivel comercialmente, e
do outro, todo o conjunto de venenos individuais e misturas destes, originarios de espécimes

pertencentes ao género, dentro de uma circunscri¢do zoogeografica.

1.5.2 - SISTEMA DE REFERENCIAMENTO.

A questdo fundamental de ordem pratica ¢ decidir entre o uso de somente veneno de
referéncia ou também antiveneno de referéncia. Pelo fato do antiveneno ndo apresentar atividade
direta sobre a preparagdo bioldgica, decorre a obrigatoriedade do veneno ser a referéncia para o
antiveneno e para si proprio, uma vez que o parametro mensurado seja sempre sua atividade
(Ferreira-Alves, 1988). A desconsideracdo deste fato ja ocasionou no passado, a tentativa
fracassada de estabelecimento de antiveneno-padrao para o género Naja, ja& mencionado na se¢ao

[.2.1.

A utilizagdo de componentes puros dos venenos, como referéncia para a padronizagdo de

antivenenos, conhecida na literatura como sugestdo de Niels Jerne e ja posta em pratica por
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Kondo et al (1995b), tornaria o componente “veneno” mais simples do ponto de vista bioquimico
e farmacologico, menos sujeito a variabilidade dentro e entre espécies do género, como também
ao longo do tempo. Neste sistema, o problema da substituicdo de um padrdo ou referéncia de
veneno por um novo, estaria minimizado. Entretanto, a possibilidade de estabelecer um padrdo de
antiveneno contra o qual fossem aferidos outros lotes do mesmo antiveneno, por método
biologico ou de imunoquimica classica, continuaria remota. O fato de que os antigenos obtidos
do veneno, ainda que em estado de pureza apresentam varios determinantes antigénicos; que as
misturas ditas antigénicas, mais propriamente imunogénicas, sdo complexas e correspondem a
uma mistura de venenos para o gé€nero; que os lotes de antivenenos sdo formados por
ajuntamento de plasmas de varios animais geneticamente distintos e que ao longo do tempo as
misturas imunogénicas € os animais imunizados sdo substituidos; tornam improvavel que o
critério de similaridade (Critério A3 de Jerne, 1949) possa ser satisfeito. Atualmente, caso
utilizdssemos como padrdo de antiveneno, conjuntos de repertorios de anticorpos monoclonais,
um para cada elemento ou toxina do veneno do género, obtidos da espécie da qual provem o
plasma hiperimune e, identificados aqueles com atividade neutralizante, poder-se-ia através de
ensaios de competicdo, determinar o teor dos anticorpos realmente importantes em quaisquer
novas partidas de antiveneno. A exequibilidade desta idéia pode ser aquilatada no trabalho de
Quesniaux et al (1990), o qual encontrou correspondéncia entre um repertdrio de anticorpos
monoclonais para a ciclosporina e as populagdes de anticorpos presentes em antisoros de uma

populagdo de camundongos.

Em resumo, no veneno reside a atividade bioldgica e, portanto, deverd cumprir o papel de
padrdo funcional para todo o conjunto de efeitos farmacoldgicos, bioquimicos e lesivos

caracteristicos do género. Guarda também na composi¢do e estrutura de suas proteinas, todo o
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repertério imunogénico € antigénico, o que o credencia também como referéncia para o

antiveneno.

1.5.3 — CRITERIO ZOOGEOGRAFICO - EPIDEMIOLOGICO - VENENOS DE
REFERENCIA NACIONAL

Vital Brasil (citado por Raw et al. 1991) foi pioneiro na proposi¢cdo do critério zoo-
geografico epidemioldgico, demonstrando as vantagens de um uUnico antiveneno bothrdpico,
induzido pela hiperimunizac¢do do cavalo por mistura de venenos do género, extraidos de animais
de varias procedéncias, onde a proporcao de cada veneno dependia da prevaléncia de acidentes
ofidicos causados por aquela espécie. O Bothrops jararaca, pela sua maior ubiqiliidade, como
também por seu temperamento agressivo, causa a maioria dos acidentes, sendo portanto, o seu
veneno utilizado em maior propor¢do. Pela mesma razdo foi escolhido como veneno de
referéncia para o género. O mesmo critério foi estendido ao género Crotalus pela grande extensao
territorial que ocupa no Brasil, recaindo a escolha de veneno de referéncia, obviamente sobre o

Crotalus durissus terrificus.

Na pratica, todos os estudos posteriores que demonstraram a complexidade e variabilidade
dos venenos ofidicos e o alto grau de reatividade imunolégica cruzada (vide segdes 1.2.1 e 1.2.2)
vieram a apoiar o critério zoo-geografico. De dez antivenenos bothropicos monoespecificos,
estudados por Dias da Silva et al. (1989), cinco neutralizaram mais eficientemente a atividade
letal sobre o camundongo, do veneno homologo, e os outros cinco, de venenos heterdlogos,
confirmando o acerto do direcionamento imposto por Vital Brasil. Os procedimentos para a
elaboracdo de referéncias para venenos ofidicos, aplicando o critério zoo-geografico, foram

estabelecidos internacionalmente pela OMS (WHO offset Publication n® 58, 1981, pag. 22) e
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aplicados em 1987 pelo Instituto Butanta para a elaboragdo das primeiras Referéncias Nacionais,

para Bothrops (Bra. Bot. 001) e para Crotalus (Bra. Crot. 001).

A discussao desta secdo, como conduzida até aqui, permite-nos entender o critério zoo-
geografico-epidemioldgico como um método de padronizagdo de substincias complexas através
de mistura ndo dirigida, ou seja, sem caracterizagdo ou quantificagdo prévia de seus
componentes. Com este procedimento logra-se diluir caracteristicas individuais e concentrar
caracteristicas comuns a espécie € ao género em venenos de referéncia, misturas imunogénicas e
lotes de antivenenos. Ao mesmo tempo, reduz a possibilidade que epitopos mais raramente
representados nos venenos individuais ndo estejam ausentes nas misturas imunogénicas, €
consequentemente, a auséncia das imunoglobulinas idiotipicas no antiveneno. A desvantagem
deste critério, de metodologia muito simples e pouco dispendiosa, ¢ que fica muito mais dificil a
substituicdo de uma Referéncia Nacional ja esgotada por outra com as mesmas propriedades
funcionais e antigénicas. O mesmo problema incide sobre o estabelecimento de Referéncias

Secundérias, para uso interno nos Institutos Soroprodutores.

Nao devemos, entretanto, julgar que o Critério Zoo-Geografico-Epidemiologico seja
somente uma estratégia de como obter grandes quantidades de veneno, ao mesmo tempo
minimizando sua variabilidade, e garantindo representatividade antigénica e imunogénica. A
questdo epidemiolodgica, ja mencionada, conjugada ao problema de identificagdo da espécie
causadora do acidente, deixaria inevitavelmente limites de tolerancia muito estreitos para o erro
diagnostico e implementagdo terapéutica, caso a opcdo fosse feita para antivenenos
monoespecificos. Os quatro antivenenos, anti-crotalico, anti-bothropico, antibothrépico-crotélico
(soro antiofidico) e anti-elapidico, produzidos inicialmente no Brasil pelo Instituto Butantd,
permitiram de maneira adequada superar as dificuldades da identificagdo da serpente agressora,
quer diretamente, quer pelo quadro clinico. Com a evolucao da observagao clinica e dos estudos
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fisiopatologicos, bem como melhor treinamento e divulgacdo entre os médicos, da distingdo entre
o quadro do acidente crotdlico e bothropico, o assim denominado soro antiofidico tornou-se

desnecessario.

O aparecimento de métodos imunoquimicos para o diagndstico etiolégico do acidente
ofidico, isto ¢, o ELISA Bothrdopico e ELISA Crotalico, ndo mudaram a situagdo, porque ainda
ndo ¢ possivel distinguir com esse método, os diferentes venenos de espécies bothrdpicas, e, a

distingdo bothropico-crotalica ¢ feita clinicamente.
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1.5.4 - CARACTERIZACAO AMPLA DE VENENOS E ANTIVENENOS.

O critério zoo-geografico epidemioldgico, tem sido aplicado no Brasil, até o presente
momento, com a caracteriza¢ao minima aceitavel para o veneno e o antiveneno, isto €, a poténcia

em causar e prevenir a letalidade, respectivamente.

Na secao [.4.4, abordamos o que seria uma caracterizagdo ampla de venenos e
antivenenos, referindo-nos a campanha lancada em 1979 pela OMS através da CCCA, que afinal
contempla as recomendagdes de muitos investigadores experientes no ramo. Infelizmente, nao foi
ainda implementada, ou melhor, incorporada a tarefa rotineira de padroniza¢do de venenos e

antivenenos.

Como critério a ser incorporado a sistematica de padronizacao, a “Caracterizagdo Ampla”
¢ fundamental, pois baseia-se no conhecimento de todo o perfil bioquimico e farmacologico do
veneno de um género. Como Referéncia, fica implicita a adog¢do do veneno bruto ou total, o que
garante que interacdes quimicas, bioquimicas e farmacoldgicas, entre os componentes, nao sejam
perdidas. Assim, a “Caracterizagdo Ampla” ¢ perfeitamente compativel com o modo como o
critério zoo-geografico-epidemioldgico vem sendo implementado e, permite um aperfeicoamento
quanto ao preparo de referéncias de veneno e misturas imunogénicas. Este aperfeicoamento
consistiria na ‘“Padronizacdo de Substancias Complexas Por Misturas Dirigidas” ou
‘BLENDING?’, a exemplo do que j& ¢ praticado para o café, leite, vinhos e bebidas destiladas.
Estas sdo substancias complexas, cujos lotes sdo analisados individualmente, segundo véarios
parametros, e depois misturados em propor¢cdo adequada, para manter indices organolépticos ou

quimicos pré-estipulados ou tradicionais do produto final.

Esse processo embora mais trabalhoso do que a mistura ndo dirigida, seria perfeitamente

aplicavel a formulagdo dos venenos de referéncia, misturas imunogénicas ¢ antivenenos no seu
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produto final ou acabado. Evidentemente, o nimero de lotes anuais de venenos e antivenenos,
deveria ser reduzido, e o seu tamanho aumentado, para compensar o dispéndio. Os ganhos
decorreriam da continuidade ou menor variagdo de propriedades, entre subseqiientes lotes de

antiveneno, ou, quando da substitui¢do de uma referéncia de veneno.

Mesmo na auséncia da mistura dirigida, a caracterizagdo ampla traria maior seguranca a
soroterapia do envenenamento ofidico e permitiria troca e acumulo de experiéncia médica mais

confiavel.
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I.5.5 - SUMARIO: SISTEMATICA DE PADRONIZACAO

Quadro I.5.5A

FUNDAMENTOS DA PADRONIZACAO DE
VENENOS E ANTIVENENOS

A. Uniformizacdo dos processos de obtencdo dos venenos,
formulacao de Referéncias e misturas antigénicas;

B. Uniformizagao dos processos de producao do antiveneno;

C. Uniformizacdao das metodologias experimentais para a
caracterizagao e afericdo das propriedades imunoquimicas
e funcionais de venenos e antivenenos;

D. Os critérios adotados para A, B e C devem permitir o
estabelecimento de uma “Sistematica de Padronizag¢ao”
que torne previsivel a capacidade neutralizante dos atuais
antivenenos para o género, sobre todas as atividades dos
venenos de espécimes individuais, de todas as espécies
daquele género, pertencentes a regido zoo-geografica.

Quadro 1.5.5B

SISTEMATICA DE PADRONIZACAO

A, - Baseada em referéncia de veneno bruto.

O veneno de Referéncia Nacional devera cumprir o papel de
padrao funcional para todo o conjunto de atividades
farmacolégicas, bioquimicas e lesivas, caracteristicas do género,
permitindo caracterizacio qualitativa e quantitativa de:

- Nova Referéncia Nacional para género

- Referéncias Secundarias para género ( padrées internos)
- Misturas Antigénicas para género

- Referéncias para Espécies

- Venenos de Espécimes Individuais
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Quadro 1.5.5C

SISTEMATICA DE PADRONIZACAO

A, - Baseada em referéncia de veneno bruto.

O veneno de Referéncia Nacional devera cumprir a funcdo de
padrao imunogénico e antigénico, através de reagoes de soro-
neutralizacio e/ ou de métodos imunoquimicos, para:

- Nova Referéncia Nacional para género

- Referéncias Secundarias para género (padrées internos)
- Misturas antigénicas para género

- Referéncias para espécies

- Venenos de espécimes endividuais

Quadro 1.5.5D

SISTEMATICA DE PADRONIZACAO

B - Baseada em Referéncias de componentes do veneno
em estado puro. (Proposta de Jerne).

A referéncia devera cumprir as fungées de padrao
funcional, imunogénico e antigénico em todos os niveis
para a classe de atividade (farmacolégica, bioquimica
ou lesiva) por ela representada.
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IT - OBJETIVOS GERALIS.

Estudar a aplicabilidade dos critérios de validade do ensaio bioldgico ao problema da
padronizacdo biologica de venenos e antivenenos ofidicos, através da andlise de dados de
letalidade no camundongo, atividade hemorragica em ratos e coagulacao do fibrinogénio bovino

in vitro.

=  Verificar experimentalmente a exequibilidade do uso de padrdes secundarios e

substituicdo de padroes.

= Investigar para venenos e antivenenos ofidicos, a aplicabilidade da “Lei dos
Multiplos de Proporcdo” na neutralizagdo e seus aspectos imunoquimicos

(especialmente a concentragdo de antigeno e anticorpos utilizados).

=  Desenvolver micrométodos adequados para o estudo funcional das proteinas do

veneno.

III - ESTUDOS DE LETALIDADE DO VENENO E EFEITO PROTETOR DO
ANTIVENENO, NO CAMUNDONGO.

I11.1 - INTRODUCAO

I11.1.1 - USO TRADICIONAL DOS ENSAIOS DE LETALIDADE.

A ocorréncia do efeito letal de venenos ofidicos injetados em animais de experimentacao,
e o impedimento deste efeito pelo antiveneno, constitui a resposta bioldgica mais
tradicionalmente usada no ensaio biologico destas substancias.. As razdes para tal podem
remontar a crencgas misticas, miticas ou a mera especulagdo filosofica sobre o papel das serpentes

neste mundo, mas, mais provavelmente refletem a facilidade de observagao e registro da resposta.
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No final, do século passado e inicio deste, periodo onde surgiu a soroterapia do envenenamento
ofidico, ensaios bioldgicos mais complexos que o de letalidade, destinados a rotina da
soroproducao, seriam tdo impraticaveis em Sdo Paulo, quanto em Paris. Todavia, passada a época
herdica, estabelecidos os quadros fisiopatoldgicos e clinicos, critérios de avaliacdo clinica e
laboratoriais, procedimentos de soroimunoterapia e outros de suporte geral ao paciente
envenenado, continua a mencionada resposta, ser a unica utilizada no Brasil e outros paises, na

caracterizagdo de venenos e antivenenos.

A injecao do veneno de Crotalus durissus terrificus no camundongo mata o animal por
parada respiratdria, decorrente do bloqueio neuromuscular pré e pos-sinaptico (Vital Brasil, 1966,
1971; Chang & Lee, 1977; Bon et al. 1979). No caso humano, na vigéncia de inoculacdo de
grande carga de veneno e auséncia de atendimento médico, este mecanismo de morte torna-se
possivel, ndo correspondendo, entretanto, a realidade atual, onde a maioria dos pacientes recebe o
antiveneno crotalico poucas horas apds o acidente. Nesta situa¢do, a thabdomidlise € o principal
problema clinico até o terceiro dia, mesmo na presenga da soroterapia, podendo vir a ocasionar

insuficiéncia renal aguda.

Para o género Bothrops, a disparidade entre o mecanismo de morte do camundongo e a
fisiopatologia do acidente humano, ainda ¢ maior porque cerca de 70% dos acidentados nao
morrem mesmo na auséncia de tratamento. O camundongo tendo recebido dose letal de veneno
bothrépico, morre em curto espaco de tempo, por insuficiéncia circulatoria aguda, decorrente de
vasodilatagdo periférica intensa, lesdes vasculares pelas hemorragias, incoagulabilidade do
sangue, perda de plasma para o intersticio e embolismo pulmonar agudo. No paciente humano,
geralmente picado nos membros inferiores: a dor, o edema, as lesdes vasculares e hemorragias
locais, seguidas de vasculite e trombosamento venoso, com possibilidade de completa estagnacao
circulatoria, sindrome compartimental, necrose, gangrena e até mesmo necessidade amputacao;
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as lesdes hemorragicas sistémicas e difusas e o desenvolvimento de sindrome inflamatoria
sistémica por liberagdo de citocinas e fator de necrose tumoral, com possibilidade de necrose do
cortex renal; s@o os principais problemas, mesmo nio acontecendo choque cardiovascular intenso

e duradouro.

A descricdo fisiopatologica acima €, sem duvida, sumaria e sem intercalacdo de citagdes a
cada afirmativa para ndo alongar o texto, pois o que se pretendeu foi explicitar o argumento e nao
substancia-lo exaustivamente. As publicacdes no assunto com respeito a fisiopatologia do
acidente ofidico causado por serpentes brasileiras sdo muito numerosas, cabendo aqui algumas
citacdes para ilustragdo: Azevedo & Teixeira, 1938; Amorim & Mello, 1952; Rosenfeld, 1971;
Amaral et al. 1985, 1986; Rezende et al. 1989; Azevedo-Marques et al. 1985, 1987; Cupo et al.

1988; Barraviera, 1990; Barraviera, 1989; Voronov et al. 1999).

O mesmo questionamento pode ser transposto para os viperineos e elapineos africanos e
asiaticos. Segundo Reid e Theakston (1983), o principal problema clinico apds o envenenamento
por grandes elapideos como as Najas, ndo esta ligado a paralisia respiratoria, sendo de todo
semelhante aos crotalineos. Certamente, o mesmo questionamento ndo pode ser extendido aos
acidentes com Micrurus e Bungarus (Brasil & Fontana, 1983; Chang & Lee, 1963).
Rememorando neste ponto, o assunto introduzido nas secdes 1.4.4 e L5.5 que tratam de
caracterizagcdo ampla de venenos e antivenenos, caberia a pergunta: por quais razdes 0s venenos e
antivenenos ofidicos continuam a ser caracterizados unicamente pelo ensaio de letalidade? A
resposta mais frequentemente obtida em contatos pessoais durante congressos e simpdsios do
ramo ¢: “Nao dispomos de instalacdes, equipamento, biotério, pessoal, material de consumo, e
mesmo quantidade suficiente de venenos de referéncia para a caracterizagdo ampla. Por outro
lado, o mecanismo de agdo letal dos venenos ¢ a sua atividade bioldgica mais significante e
representativa de todo o conjunto de atividades”. Especulando sobre essa resposta, talvez
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cheguemos a conclusdo de que, o fato deste problema de saude publica ser no Brasil, Asia e
Africa, um acidente de trabalho que acomete trabalhadores rurais, explique a primeira parte da
resposta, isto €, as dificuldades materiais. A segunda parte da resposta indica um estado de
resignagdo, para o qual, nossas concepgdes politicas, miticas, misticas e filoséficas tenham

aplacado nossas consciéncias cientificas.

I11.1.2 - DOSE LETAL MEDIANA - PROBITOS

A idéia de que fosse possivel determinar a dose minima letal (DML) de um toxico, isto &,
a dose justamente necessaria para matar todos os animais de uma espécie, a partir da qual um
pequeno decréscimo nao mataria mais nenhum, prevaleceu durante os primordios da toxicologia
e toxinologia. Este parametro (DML) obtido com numero muito pequeno de animais, em geral
dois, ignorava a distribuicao de tolerancias individuais de um toxico na populagdo. Trevan (1927)
em sua publicacdo classica “The Error of Determination of Toxicity”, descreveu a distribuicao
estocastica das tolerancias individuais para ocorréncia de letalidade ap6s administracdo de dose
unica de um toxico, construindo as curvas de mortalidade-dose, a que denominou ‘“curvas
caracteristicas”. Estas curvas, que correspondem a distribuicdes normais ou log-normias
acumuladas, permitiram a defini¢do do parametro “Dose Letal Mediana” (DL50), isto ¢, a dose
que mata 50 % de um grupo de animais. Permitiram também, mesmo aqueles pouco informados
em estatistica, visualizar que o parametro DL50 ocorre na regido central da curva, onde mais
provavelmente se localiza a tolerancia de um animal qualquer, tomado ao acaso de uma amostra
e, que nesta regido, a taxa de variacdo de letalidade em func¢do da dose ¢ maxima. O parametro
DL50, sugerido por Trevam para exprimir quantitativamente a toxicidade aguda teve ampla
aceitacdo, mas persistia a questdo da nao linearidade entre a letalidade e a dose, o que

determinava o consumo de grande quantidade de animais para o esboco da curva caracteristica.
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A linearizagdo da funcgdo de distribui¢do normal, por conversdo das freqiiéncias relativas
em valores de abscissa (nimero de desvios-padrdo) ja fora utilizada por Fechner (1860) para a
andlise da capacidade do ser humano em discriminar dois estimulos sensoriais, em funcdo da
diferencga de intensidade entre eles. Gaddum (1933) aplicou a transformacgao de Fechner a andlise
dos dados de ensaios bioldgicos quantais, entre eles o de letalidade, propondo a transformagao
das percentagens de ocorréncia em “Desvios Normais Equivalentes” (DNE) em relacdo ao ponto
central. Bliss (1934a) a respeito da mesma transformagdo para linearizagdo da curva normal
acumulada, propds a divisdo do intervalo sob a curva, de 0,01 % a 99,99 % em unidades
denominadas “Probitos” (unidades de probabilidade), 0,01 % correspondendo a probito 0, 50 %
a5e 99,99 % a 10. Cinco meses depois este mesmo autor (Bliss, 1934b), apos ler o artigo de
Gaddum, corrigiu sua proposi¢ao inicial, aceitando o ponto referencial da escala de probitos,
como proposto por Gaddum, isto ¢, DNE=0. O termo probito foi entdo definido como: Probito =
DNE + 5. A partir deste ponto, muitos autores, o proprio C. I. Bliss, R. Fischer, J. O Irwin
desenvolveram toda a teoria estatistica, métodos computacionais e tabelas, para o uso do probito
na analise de ensaios bioldgicos quantais. A partir de 1942, D. J. Finney comeca estudar o
método, fazendo também aperfeicoamentos, o que resultou no desenvolvimento pleno do método,

como o conhecemos de seu texto “Probit Analysis”, editado em 1947, 1952, 1962 ¢ 1971.

Para um toxicologista experiente como Gerhard Zbinden (Zbinden, 1973) a determinagao
da DL50 ¢ uma “execugao ritual em massa de animais”, na maioria das vezes desnecessaria. Este
autor chama a aten¢do para o grande numero de influéncias, de idade, sexo, peso, linhagem,
manejo e ambientacdo dos animais, como da propria concentragdo, dose e velocidade de injecao
das substancias-teste, no valor numérico da DL50. Em toxicologia geral, o ensaio de toxicidade
aguda, do qual a DL50 ¢ o parametro expressado, visa apenas a classificagdo toxicologica da

substancia em uma escala quantitativa ampla. O consumo de grande contingente de animais e a
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obtencdo de valores precisos, ndo sdo, portanto, necessarios. Outro aspecto, ¢ que a DL 50 ¢ um
parametro que ndo tem a priori, qualquer significado mecanistico ou descritivo quanto ao modo
de acdo da droga. A injecdo de doses escalonadas em grupos pequenos de animais, o registro de
sinais de toxicidade, descri¢do andtomo-patoldgica das lesdes, como também sua duragdo e
reversibilidade, sdo dados descritivos de maior significado em toxicologia. Evidentemente, os
questionamentos de Zbinden, também sdo validos em toxinologia, e de fato os estudos de
fisiopatologia e anatomo-patologia formam a base do estudo do mecanismo da acgdo lesiva das

toxinas protéicas.

Para o controle bioldgico de venenos e antivenenos ofidicos, requer-se maior precisdo e
consequentemente, sacrificio de maior nimero de animais na determinacdo da DL50, o que ¢
basicamente correto, pois a Farmacopéia estabelece limites de precisdo para a poténcia antiletal
do antiveneno. Em um editorial intitulado “To be or not to be ...the LD50”, Findlay Russelll
(Russell, 1966), um toxinologista experiente, editor do Toxicon, referiu-se a 24 métodos distintos
para a determinagdo de 11 tipos de doses letais ainda incluindo a DML e outras de origem menos
pretensiosa, mas ndo menos obscura, em 200 artigos submetidos na ultima década. Neste
editorial, aponta como causa, a falta de familiaridade dos investigadores com a metodologia
propria ao ensaio bioldgico, a0 mesmo tempo em que apresenta um reclame do classico artigo de

Trevam (1927).

No Brasil, a determinacdo da DML no pombo, foi substituida pela DL50 como parametro
de letalidade para o célculo da poténcia do antiveneno em 1987, sessenta anos apos Trevam, uma

demonstragdo do poder da autoridade e dos valores afetivos em ciéncia.
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II1.2- MATERIAIS E METODOS

I11.2.1 - ANIMAIS E AMOSTRAGEM

Animais: camundongos albinos, CF1 (originariamente obtidos do Centro Pan-americano
para Febre Aftosa - OPAS - OMS no inicio da década de 1980), de ambos os sexos, pesando

entre 18 e 22 g, criados no Biotério da FUNED-MG.

Amostragem: o lote de animais, isto ¢, o conjunto de camundongos de um s6 sexo dentro
da pesagem especificada, de tamanho suficiente para a execu¢do do experimento planejado, era

recebido do biotério e utilizado no mesmo dia.

Todo o lote era subdividido em classes de peso com intervalo de 1 grama, a partir das
quais, por sorteio, os animais eram alocados nos diferentes grupos experimentais, com
representacdo eqiiitativa de cada classe, de modo a garantir uniformidade de peso médio: a
atribuicao de um tratamento ou dose a cada caixa contendo o grupo experimental, também era

feita por sorteio.

I11.2.2 - VENENOS E ANTIVENENOS

Venenos Brutos FUNED: foram utilizados venenos brutos liofilizados, fornecidos pelo

Serpentario da Fundagdo Ezequiel Dias e processados segundo as normas gerais da OMS (WHO
offset pub 1981). Cada lote ¢ caracterizado pelo nome da espécie e o nimero do lote, que
corresponde a data de sua expedi¢do, seguida do niumero de ordem do lote no ano. Bothrops

alternatus : lote n® 88 03 25 01 (88=ano; 03= més; 25=dia; 01=ordem).

Referéncia FUNED: idem, porém constituem lotes maiores, em cuja composi¢ao entraram

nimero maior de venenos de espécimes individuais, abrangendo animais dos dois sexos, varias
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idades e procedéncias. O lote, além de seu nimero ¢ caracterizado por sua DL50 em pg/20g de
camundongo. Observagdo: a partir de 1997, as referéncias FUNED para venenos, bem como as
misturas imunogénicas, passaram a ser constituidas para durar pelo menos por um ano, e

designadas: exemplo: VRF-B.j./99.

Referéncias Nacionais: as referéncias nacionais utilizadas neste estudo foram:

a) Referéncia Nacional para Bothrops, constituido de mistura de venenos de B. jararaca de

varias procedéncias no pais e rotulado Bra/Bot/000 (niimero da referéncia);

b) Referéncia Nacional para Crotalus, constituido de mistura de venenos crotamina-positivos de

C. d. terrificus e rotulado Bra/Crot/000.

As referéncias nacionais sao produzidas pelo Instituto Butanta, liofilizados em ampolas fechadas
sob atmosfera de nitrogénio, sendo analisadas novamento pelo INCQS, quanto ao conteudo

protéico e poténcia letal (DL50).

Antivenenos: na grande maioria dos experimentos foi utilizado o produto final, envasado
em ampolas que consiste predominantemente em um concentrado do fragmento F(ab), de
imunoglobulina G, obtido apos digestdo por pepsina, do plasma hiperimune do cavalo. O teor de
proteina total ¢ determinado pelo método do nitrogénio protéico ou MicroKjedahl. Todas as
especificagdes do produto final devem atender atualmente & MS/SVS (Portaria n® 174, 1996), e

anteriormente a Portaria 35, 1974, MS/SNMF, anexo V. Exemplo: Soro Anticrotalico:

AC FUNED - 89 04 12 - 16 (89=ano; 04= més; 12=dia; 16= n°® de ordem)

Observagdo: em alguns experimentos, utilizou-se o antiveneno no estagio de plasmas combinados

ou diafiltrados, sendo entdo o fato explicitado na apresentagao dos resultados.
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I11.2.3 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Curvas de letalidade: cinco grupos de 8 a 10 animais foram usados de rotina, sendo

injetadas por via IP a solugdo de veneno dissolvido em salina isotonica em doses espagadas
geometricamente com fator 1,20 para Bothrops e 1,50 para Crotalus. A posi¢do aproximada da
DL50 e o coeficiente angular eram estimados em experimento piloto, com dois grupos de
animais, de modo a permitir com maior probabilidade, a obten¢do de dois pontos experimentais

acima e dois abaixo da DL50. A letalidade era registrada 24 e 48 h ap0s a inje¢ao.

Ensaios de Protecdo pelo Antiveneno: no procedimento o, a curva de letalidade foi

construida pela variacao da dose do veneno, sendo a dose do antiveneno mantida fixa, em geral 1
ml, sem dilui¢do. Este delineamento caiu em desuso e correspondia a uma adaptacdo do método

de Vital Brasil (DML no pombo) para o camundongo.

Curva de Protecdo pelo Antiveneno: corresponde ao delineamento 3, onde a dose de

veneno (desafio) ¢ constante (5DLs50 pela portaria 174 MS/SVS, 1996), e a curva de protecdo
construida pela variacdo da dose do antiveneno em escala geométrica. O veneno era incubado
previamente por 30 min a 37°C com o antiveneno diluido em salina, nas concentragdes adequadas
para permitir a inje¢do de volume constante a cada grupo de dose. Cinco grupos de 8 a 10

animais foram utilizados de rotina.

O ntimero de sobreviventes foi verificado as 24 e 48 h apos a injegao.
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I11.2.4 - ANALISE ESTATISTICA - METODO DOS PROBITOS.

A frequéncia relativa (Pi), nimero de mortos ou numero de sobreviventes pelo namero de
animais em cada dose de veneno ou antiveneno constitui uma estimativa da probabilidade de
ocorréncia, ou seja, da area sob a curva de distribuicdo acumulada das tolerancias individuais, de
-oo até a dose considerada. Esta frequéncia (P1) ¢ transformada em probito, cuja relagdo com o log
dose ¢ linear. Como a relagdo entre Pi e probito (y) ndo € linear, e a varidncia de Pi depende do
proprio valor, ou posi¢do da curva, a regressao entre y e X (x=log dose) ¢ ponderada pelo inverso
da variancia de Pi. Na préatica, a regressdo entre probito empirico e X, obtida inicialmente sem
ponderacdo, fornece valores provisionais de probitos esperados e de coeficientes de ponderagdo
que, iterativamente, convergem até a obtencdo de uma linha de regressdo (probito calculado -
logdose), cuja soma dos quadrados dos desvios (X?) em relagdo aos probitos empiricos, seja
minima (Finney, 1971). A DL50 para a curva de letalidade, a ED50 (dose efetiva mediana) para a
curva de protecdo ou sobrevivéncia, sdo obtidas das equacdes de regressdo e expressadas

corriqueiramente com seus limites de fiducidade.

II1.2.5 - CRITERIOS DE VALIDADE ESTATISTICA E CRITERIOS DE VALIDADE
FUNDAMENTAL.

Para as curvas de letalidade e de prote¢do, bem como outra regressdo qualquer de variavel
quantal, os critérios de validade estatistica e fundamental, quer dizer do proprio ensaio,
confundem-se, e, sdo satisfeitos pela obtencdo de regressdo linear e de coeficiente angular
significativo, a partir de amostras aleatoriamente tomadas de uma popula¢dao. O desvio de
linearidade, quando significativo, traduz heterogeneidade da distribuigdo de tolerancias,
invalidando o ensaio. Para os ensaios paralelos, devido a concomitancia e igualdade de

tratamento experimental dado aos grupos em comparagdo, a obtencdo de paralelismo entre as
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linhas de regressdo ¢ fundamental. Este critério (A3 de Jerne), conhecido como critério de
similaridade, afirma que duas preparagdes, Padrdo e Desconhecido, ndo podem ser consideradas
farmacologicamente similares, apresentando coeficientes angulares distintos. Outro aspecto &,
sendo as preparagdes Padrao e Desconhecido, constituidas da mesma substancia ativa, a relacao
entre suas poténcias farmacoldgicas ¢ dada por um namero (R), que decorre do quociente das
concentragdes desta substancia. Na auséncia de paralelismo, o valor de R depende do nivel de
dose (x) e de resposta (y) em que € feita a comparagdo, carecendo, pois, de significado fisico. O
diagrama abaixo, ilustra este critério. A férmula para R ¢ obtida da subtracdo das duas regressoes
lineares, e sua estimativa foi expressa com seus limites de fiducidade segundo o teorema de

Fieller (Finney, 1971).
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FIG. II1.2.5 - Defini¢do de Poténcia Relativa para Respostas Proporcionais ao Log
da Dose

Log R=Xp - Xb
para doses equipotentes, isto é:

Intensidade da Resposta (Y)

Yp-YD=0
': LogR=Yp-Yp + (Xp-Xb)
" i i bc
' Xp Xb
Log da Dose (X)
Y_p, Yp = valores médios para a resposta ao Padrao e Desconhecido

bc = coeficiente angular comum

As comparacdes dos coeficientes angulares foram feitas, para um par ou para multiplas
linhas de regressdo, calculando a soma dos quadrados devido a regressdo, considerando os

diferentes coeficientes angulares e considerando um coeficiente angular médio comum.

[(Sxy)1 + (SXy)2 + - (Sxy)ul’
(Sxx)1+ (Sxx)2+ -——- (SXxX),

Regressao Comum =

(Sxy)i* + (Sxy)® + ... (Sxy)
(Sxx); + (Sxx); + ... (Sxx),

Desvio de Paralelismo =

- Regressio > X’ g.l.

I11.2.6 - OUTROS METODOS ESTATISTICOS

Regressdo Linear Simples (Draper-Smith, 1966; Delaunois, 1973): os parametros da
regressao da variavel dependente ou variavel estatistica (y) na variavel deterministica (x), foram

calculados utilizando os programas de regressdo linear comuns as calculadoras eletronicas.
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Equacdes normais de regressao:

Yi=y+b(xi-x) —

Syi - bZ.xi
n n

Zxiyi - b2xi. X yi
n Sxy
b= "5 - =x)° = Sxx
n

Coeficiente de Correlacdo Linear (Pearson) e Coeficiente de Determinacio:

A associagdo entre duas variaveis estatisticas y e x, foi avaliada pelo coeficiente de

correlagdo linear, denominado coeficiente de Pearson:

2(xi—Xx).(yi-Y) _ Sxy
VE(xi—-X)’.2(yi-y)*  VSxx. Syy

O coeficiente de terminagdo R = r* corresponde a fragio da varidncia total (Syy), que
depende unicamente da regressdo de y em x, ou seja, ao grau de ajuste entre o modelo proposto e
a realidade observada.

Estimativa de valores de yy e Xo.

A partir das equagdes de regressao e de correlacdo, calculou-se:
ordenada correspondente yo= ( 'y —bx ) + bxg e,
abscissa correspondente xo= yo - ('y — bx ), que foram utilizados na estimativa da
b
relagdo entre equivalentes antigénicos de dois venenos de referéncia para um conjuto de

antivenenos.

Média aritmética e seus limites de confianca:

P(-ta<y-pVN<t)=1-a
2 S 2
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I11.3 - RESULTADOS
Os experimentos relatados nesta se¢ao foram realizados no Servigo de Controle Biologico

de Qualidade, Diretoria de Pesquisa e Desenvolvimento e Divisdo de Imunobiologicos da
FUNED-MG, a partir de 1986, em associagdo com C¢lia de Fatima Barbosa, Raquel Joane
Rodrigues, Thais Viana de Freitas, Eladio Florez Sanchez, Professor Carlos Ribeiro Diniz e

David Toledo Velarde.

II1.3.1 - CURVAS DE LETALIDADE.

FIG. 1II.3.1.A - Curva de letalidade do veneno de C. D
terrificus - lote 850613 — para camundongos CF1 machos.
Determinacao da DL50 por via intraperitoneal.
8
6
»
0 =" T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Log dose (png)
Fonte de variacao G.L. | Soma dos Quadrados X2 Crit.
Regressdo 1 16,62 3,84
Desvio de Linearidade 2 0,037 5,99
Total 3 16,657

DL50 i.p. =2,52 pg/20g de camundongo (2,07 — 3,08) p a 0,05

A figura II1.3.1.A apresenta uma curva de letalidade, do veneno de C. d. terrificus, para o
camundongo, por via intraperitoneal. Esse ensaio, de regressao altamente significativo, e desvio
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de linearidade praticamente nulo, permite o calculo da DL50, pardmetro esse que ¢ utilizado para
o célculo da poténcia neutralizante do antiveneno, segundo a Portaria n® 174 MS/SVS, 1996. As
curvas de letalidade para os venenos bothropicos sdo em tudo analogas, exceto que o coeficiente
angular Probito-log dose ¢ em média trés vezes superior. Este fato permite que 3 DLs50 de
veneno bothrdpico causem, seguramente, a morte de todos os animais na amostra, enquanto para
o veneno crotalico SDLs50 sdo necessarias. A citada Portaria, a Farmacopéia Brasileira e muitas
outras preconizam 5 DLs50 indistintamente.

Com o intuito de estudar a aplicabilidade dos ensaios paralelos de letalidade a
padronizagdo de venenos, ou seja, verificar se diferentes lotes provenientes de uma mesma
espécie preencheriam o requisito minimo de similaridade farmacologica, comparou-se os
coeficientes angulares obtidos no trabalho de rotina do servigo de controle bioldgico no periodo
1986-87 (Tabela II1.3.1.A) e periodo 1995-99 (Tabela II1.3.1.B). Os venenos de C. d. terrificus
apresentaram maior uniformidade de coeficiente angular, ndo ocorrendo desvio de paralelismo
significativo, nas duas comparagdes. Para os venenos de B. jararaca, a dispersdo foi sempre
maior, ndo podendo o paralelismo ser aceito na comparacao do periodo 1995-99. Deve-se notar,
que a variabilidade dos coeficientes angulares foi apreciavel mesmo em repetigdes da curva de
letalidade de um determinado veneno, em diferentes ocasides, representadas nas figuras em
diferentes linhas.

Mais sensivel para detec¢do de desvio de paralelismo ¢ o delineamento onde dois
venenos sdo comparados simultaneamente sobre grupos experimentais retirados do mesmo lote

de camundongos.
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TAB. 1I1.3.1.A - Comparacdo dos parametros das curvas de letalidade dos
venenos de B. jararaca e C. D. terrificus, obtidas em camundongos CF1, 18 a 22
g, pela via intraperitoneal (periodo 1986-1987).

B. jararaca C. D. terrificus
Lote DLs Coeficiente Lote DLs Coeficiente
pg/20 g angular b ug/20g angular b

87026 53,3 16,1 300585A 2,0 3.6
48,7 16,4
48 17,7

850801 74,8 21,6 010886 1,9 5,9
64,1 15,9
85,2 13,5

860710 53,9 12,6 860402 1,7 43

60,0 11,8 2.4 8,4

60,2 13,1 1,5 3.9

1,8 4,9

860401 441 18,0 1,6 5,1
44,7 11,0
452 13,8
45,3 12,0
BRA-BOT 001 41,7 16,0
38,6 9.4

X? Desvio de paralelismo = 9,8

X? Desvio de paralelismo = 9,8

X2 Crit. 14 g.I. p 0. 0,05 = 23,7

X2 Crit. 6 g.l. p 0 0,05 = 12,6
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TAB. II1.3.1.B - Comparagido dos parametros das curvas de letalidade dos venenos de B. jararaca e C. D. terrificus,

obtidas em camundongos CF1, 18 a 22 g, pela via intraperitoneal (periodo 1995-1999).

B. jararaca C. D. terrificus

Lote DLso ng/20 Coeficiente Lote DLsg Coeficiente
g angular b ng/20g angular b

Bra/Bot/003 35,8 13,4 Bra/Cot/001 1,81 4,8
Bra/Bot/004 35,1 8,4 Bra/Cot/001 1,50 4.4
Bra/Bot/004 30,6 10,0 Bra/Cot/ 001 1,60 42
RF Bj 920105 68,1 15,6 RF Crot 931201 1,83 3,4
RF Bj 920105 75,2 12,4 VRF Crot 98 2,14 45
RF Bj 920105 60,7 15,7
VRF Bj 97 54,5 6,7
VRF Bj 97 55,0 11,0
VRF Bj 97 42,1 6,9
M. Im. F. Bot 99 59,0 8,3
X? Desvio de paralelismo = 26,7 X? Desvio de paralelismo = 3,04
X? Crit. 9 g.l. p a 0,05 = 16,92 X? Crit. 4 g.l. p . 0,05 = 9,50

M. Im. F. Bot 99 — Mistura imunogénica Bothropica FUNED para 1999.
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A Referéncia Nacional para Bothrops (Bra/Bot/001) e a referéncia FUNED para Bothrops

(L:8801-3) foram comparadas simultaneamente em duas ocasides (Fig. II1.3.1.B). Em ambas, o

X? obtido para desvio do paralelismo esteve abaixo de 0,1 % do valor critico de 3,84 (pa0,05, 1

g.l.), sendo a hipdtese de paralelismo aceita com seguranga, e relagdes de poténcia letal,

universais e inequivocas matematicamente, foram calculadas. Para verificar se a similaridade de

poténcia letal sobre o camundongo poderia também ser estendida para todo o rol de atividades

bioldgicas comuns aos venenos bothrépicos, os dados obtidos em colabora¢do com Sanchez et al.

(1992), para o mesmo par de referéncias foram utilizados.

FIG. II1.3.1B - Comparacdo das curvas de letalidade dos venenos botropicos Bra/Bot/001
Butantan e L:8801-3 FUNED para camundongos CF1 (18 a 22) via IP em diferentes datas.

Prob. % de mortes

6 | 28/10/87 ©

I I I T
1.5 16 1.7 18 1.9
Log ng/ven.

P =Bra-Bot 001 DLso =39,9 (36,7 - 42,6)*

D = L-8801-3 DLso =50,2 (45,7 - 54,4)*

R = 0,83 (0,75 - 0,92) p 0,05

*pg20 g

{1 25/03/88

15 16 17 18 1.9
Log pg/ven.

P = Bra-Bot 001 DLso = 37,4 (34,6 - 40,0)*
D =1-8801-3  DLso = 44,3 (39,6 - 54,4)*

R = 0,76 (0,64 - 0,86) p 0,05

Dez atividades biologicas foram comparadas em termos do quociente das doses equi-

efetivas dos dois venenos:

DL50 ICV, onde a solugao de veneno foi injetada na cisterna magna do camundongo;
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DL50 IV, idem na veia da cauda;
DMH e DMN correspondem a dose minima hemorragica (png/ lesdo 1 cm ¢) e dose minima

necrosante (ug/lesdo 0,5 cm ¢), obtidas apods injecdo intradérmica do veneno no dorso de
ratos (Kondo et al, 1960);

DMC-F e DMC-P correspondem a concentragdo de veneno (mg/L), que coagula uma solugdo
de fibrinogénio bovino a 2 g/L em 60 s a 37 °C, ou plasma humano citratado-padrdo nas
mesmas condi¢des (Theakston & Reid, 1983);

DMD, determinada in vivo no camundongo, ap6s injecdo endovenosa como a minima dose
capaz de tornar o sangue total incoagulavel, por defibrinogenac¢do, ap6s 60 min (Theakston &
Reid, 1983);

DMP, ou dose minima proteolitica medida sobre a caseina (Kunitz, 1946) e definida como a
concentragdo de veneno capaz de fazer uma alteracdo de 0,5UA 280nm em solugdo de
caseina a 1 % em Tris-HCI1 0,05 M pHS,0;

DEd30 %, ou dose edematogénica capaz de aumentar o peso da pata traseira do camundongo
em 30 % em relacdo a pata controle contralateral.

O exame dos quocientes das doses equi-efetivas (Tab. I11.3.1.C) mostrou ampla variag¢do, ao

invés de uma relacdo constante, esperada caso os dois venenos se comportassem como diluicao

um do outro.

Analogamente, dois venenos de C. d. terrificus, um crotamina-positivo segundo a técnica de

Schemberg (1959) {DL50 2,02 (1,80 - 2,27)ug/20g, b = 8,30 + 3,7, FUNED s/n} e outro

crotamina-negativo { DL50 2,58(2,15 - 3,12)ug/20g, b = 5,15 +2,8, FUNED 850613} foram

comparados durante o mesmo ensaio, ndo se obtendo desvio significativo de paralelismo

(pa0,05). Embora esta seja uma diferenga bioquimica bem estabelecida para os venenos

crotalicos, o ensaio de letalidade apenas mostrou um coeficiente angular um pouco mais alto para
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0 veneno crotamina-positivo. Compilando os dados de Sanchez et al (1992) para 5 venenos de C.
d. terrificus, segundo as dez atividades ja mencionadas, verificamos que estes apresentaram

variacoes de até 8 vezes nas DMC - F e 3,8 vezes nas DMC-P.

TAB. II1.3.1.C - Relagdes entre as doses efetivas para 10 atividades bioldgicas da
Referéncia Nacional Bra/Bot/001 Butantan (B. jararaca) e a Referéncia Interna FUNED L:
8801-3 (B. jararaca)

Atividade Biologica R
DL50 ICV 0,96
DL50 IV 1,47
DL50 IP 0,81
DMD 1,26
DMC-P 0,33
DMC-F 0,66 DE Bra/Bot/001 Butantan
DMP 1,15 R =
DMH 1,13
D. Edema 30% 1,53 DE L:880-3 FUNED
DMN 0,99

I1.3.2 - ALTERACAO DA CURVA DE LETALIDADE PELO ANTIVENENO -
PROCEDIMENTO a

O delineamento experimental denominado o consiste na compara¢do das curvas de
letalidade do veneno na auséncia e na presenga de dose fixa de antiveneno. Este método, j4 em
desuso, visava a obten¢do direta da poténcia neutralizante do antiveneno por ml, sem diluicao. A
Tabela II1.3.2. exemplifica alguns resultados obtidos para C. d. terrificus e B. jararaca. Observa-
se, além do aumento da DL50 um grande aumento do coeficiente angular das curvas de

letalidade, particularmente para o veneno crotalico. A nocao de que a DL50 na presenca de 1 ml
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de antiveneno, pudesse ser comparada a DL50 do veneno puro para o calculo da poténcia

neutralizante, ndo levava em conta o fato de que a niveis mais altos ou mais baixos de letalidade,

o valor calculado diferiria apreciavelmente.

camundongos CF1 de 18 a22 g.

FIG. II1.3.2 - Atividade neutralizante do antiveneno crotalico pelo procedimento o -

C. d. fterrificus Veneno Ven .+1ml AC
via IV

DL .: ug/20g 2,3 (2,0-2,4) 1660

b ( probito /log pg ven.) 17,1 102,4

via IV

DL ;: ng/20g 2,0 (1,5-2,6) 1720

b ( probito /log pg ven.) 3,6 104,3

B. jararaca Veneno Ven .+ 1 ml AB
via IV

DL - u/g20g 474 (43-53) 2520

b ( probito /log pg ven.) 12,1 26,1

II1.3.3 - CURVAS DE PROTECAO (PROCEDIMENTO ) - COMPARACAO ENTRE
CURVAS DE PROTECAO PARA DIFERENTES ANTIVENENOS CROTALICOS E
BOTHROPICOS.

A figura II1.3.3.A exemplifica uma curva de protecdo contra o efeito letal de SDLs50
(desafio) de veneno ofidico, pré-incubado com antiveneno em concentracdes crescentes
(procedimento f3). O encontro de regressdo significativa e auséncia de desvio significativo de
linearidade validam o ensaio, permitindo o célculo de uma dose efetiva mediana (DE50), usada
pelas Instituigdes soroprodutoras para o calculo da poténcia neutralizante do antiveneno, em mg

de veneno neutralizado por ml de antiveneno.
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FIG. III.3.3A - Soroneutralizacao “in vitro” de SDLsy do veneno de C.
D terrificus (Ref. Nacional Bra/Cot — 001) pelo soro AC 891214-77
(FUNED). Determina¢do da EDsy por via intraperitoneal,
camundongos CF1 machos.
10 —~
8 —
. R
.
2 -
0 77/ T T T T
0,0 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
log dose de sora (ul)
Fonte de variacao G.L. | Soma dos Quadrados X? Crit.
Regressao 1 19,96 3,84
Desvio de Linearidade 3 1,26 7,81
Total 4 21,22

DEs, = 3,08 pl (2,82 — 3,37) p 0,05

A DES0 tem nesse trabalho o significado corriqueiro, de que ¢ a dose de antiveneno que
protege 50 % dos animais de uma dose plenamente letal do veneno. A interpretacao de que o
veneno restante, ndao neutralizado, ¢ equivalente a uma DL50, pretendemos disputar mais adiante.

Com o proposito de verificar a exequibilidade de um antiveneno de referéncia para
Bothrops e Crotalus, foram inspecionados os coeficientes angulares das curvas de protegdao
realizadas na FUNED, nas trés fases da produg¢do do antiveneno: 1° Plasmas combinados; 2°
Diafiltrado (concentrado de imunoglobulinas apds digestdo péptica do plasma, separacdo por
precipitagdo com sulfato de amonio e eliminag¢do do sal por diafiltragdo); 3° Produto acabado
(solugdo estéril, apirogénica e submetida a todos os controles quimicos e biologicos (Portaria n®

174, 1996 MS/SVS e Portaria n® 35, 1974 MS/SNFMF, anexo II).
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TAB. II1.3.3A - Comparagdo dos coeficientes angulares das curvas de protegdo do
antiveneno bothropico contra 3 DLss, de veneno de B. jararaca, em 3 etapas do
processamento do plasma hiperimune do cavalo.

Lote Plasmas Diafiltrado Produto Acabado
AB 861119-70 7.0 12,3 83
AB 861201-74 12,9 8,1 8,3
AB 861203-75 58 4,8 53
AB 870112-03 11,7 13,4
AB 870204-10 6,8 6,3 8,0
AB 870318-21 7.3 53 83
AB 870128-07 15,0 9.3 111
AB 870313-19 10,7 56 8,0
AB 870408-27 11,0 10,5 20,5
AB 870316-20 6,6
AB 861117-69 14,5
AB 870313-19PA 52
AB 870114-04 9.1
Desvio de Paralelismo  X2=14,7 X2=120,6 X2=239,7
p a 0,05 X2crit=15,5 X2crit =16,9 X2crit =18,3
b+s 98+4878+3,797+4,4
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TAB. II1.3.3.B — Comparacdo dos coeficientes angulares das curvas de protecdo aos venenos (5 DLssy) de B.
Jjararaca e C. d. terrificus pelos respectivos antivenenos, em trés etapas do processamento do plasma hiperimune
do cavalo.

DATA TIPO Especificidade N2 de Lotes | X desvio de X? crit.
paralelismo p a 0,05

Plasmas combinados Anti-bothropico 26 105,9%* 37,7

. Diafiltrados 27 102,7* 38,9
% Produto acabado 13 14,5 21,0
Plasmas combinados Anti-crotalico 29 50,0* 41,3

o0 Diafiltrados 25 21,0 36,4
% Produto acabado 11 18,9% 18,3
Plasmas combinados Anti-bothropico 30 80,0%* 42,6

. Diafiltrados 35 67,7* 48,6
% Produto acabado 25 46,6* 35,2
Plasmas combinados Anti-crotalico 29 84,1* 41,3

o Diafiltrados 42 100,9%* 61,0
g Produto acabado 05 13,7%* 9,5

* - denota desvio de paralelismo significativo

As curvas de protegao dos plasmas combinados e diafiltrados sdo realizadas contra desafio de
veneno de referéncia FUNED, enquanto o produto acabado ¢ aferido em relacdo a referéncia
nacional vigente. Vé-se pela andlise das Tabelas 111.3.3.A e B, que de 1986 a 1989 a admissao
estatistica de uniformidade de coeficientes angulares nos vérios conjuntos de lotes de antivenenos
comparados, foi possivel em apenas dois dos quinze. O significado da admissdo de paralelismo
ou uniformidade de coeficientes angulares para um conjunto de curvas de protegdo, ¢ que estas
admitiriam um coeficiente angular médio comum, sem elevacdo significativa da soma dos
quadrados dos desvios ao longo das linhas de regressdo. Caso dispuséssemos de uma referéncia
nacional para quaisquer dos antivenenos, seria pouco provavel que o coeficiente angular de sua
curva de protecdo estivesse proximo a média dos coeficientes angulares em um determinado
conjunto de lotes de antivenenos. Nesta situagdo, grande parte dos lotes de antivenenos seria
rejeitada por ndo satisfazer o critério de similaridade. As causas para a variacdo do coeficiente
angular das curvas de prote¢do de um mesmo lote de antiveneno, em experimentos realizados em
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diferentes datas contra o mesmo padrdo de veneno, incluem variagdes sazonais das tolerancias do
camundongo ao veneno, diferencas de nutricdo, higidez e manejo que possam ocorrer durante o
ano, superpostas a sempre presente, variacdo amostral. O ensaio paralelo apresentado na Tabela
I11.3.3.C, onde grupos experimentais amostrados do mesmo lote de camundongos, recebendo o
desafio do mesmo veneno, e, onde os desconhecidos foram dilui¢des do padrdo simulado,
demonstra que a variagdo amostral pode ser controlada e os resultados esperados, obtidos. Em
duas repeticdes deste tipo de experimento, uma com outro antiveneno bothropico, e outra com
antiveneno crotalico, obtiveram-se limites de confiangca para as relagdes de poténcia que
incluiram o valor real.

Trés antivenenos FUNED, o AB-960703-33, o AB-960422-15 ¢ o AB-960708-34 foram
submetidos a uma segunda determina¢do de atividade protetora, contra a mesma referéncia de
veneno (Bra/Bot/004), trés anos apds a determinagdo inicial. Comparando-se os coeficientes
angulares das curvas de prote¢do entre a primeira e segunda determinacdes, encontrou-se
somente para 0 AB-960422-15, um desvio de paralelismo no limite da significancia a nivel de pa
0,05. Embora o niimero deste tipo de comparagdes seja pequeno, a evidéncia ¢ de que a grande
variabilidade dos coeficientes angulares das curvas de prote¢dao de antivenenos decorra de

diferengas qualitativas entre eles.
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TAB.III 3.3C - Ensaio biologico simulado de antiveneno bothropico - Procedimento 3

Desafio:

Camundongos:

Via de inoculagio:

3DL - B. jararaca (L: pool )
CF1 -18 a22 g -12/dose
Intraperitoneal , apos incubagdo da mistura

veneno/ antiveneno a37 oC por 30 min., 0,5 mL

Preparagdes: A = Soro AB 851106-33 (padrdo simulado)
B = Soro AB 851106-33 (desconhecido I)
C = Soro AB 851106-33 (desconhecido II dil. 1:1)
A B C
pL % mortos pL % mortos pL % mortos
35 0,0 35 7,7 70 0,0
29 7,7 29 7,7 58 0,0
24 38,5 24 30,8 48 0,0
20 61,5 20 61,5 40 7,7
16 84,6 16 69,2 32 69,2

Analise de Variancia

Fonte de Variacao G.L. X2 X2 critico
p o 0,05
Regressao ; 31,66 3,84
Desvio de paralelismo 7 3,60 5,99
Desvio de linearidade 1,91 14,10

Relagoes de Poténcia

Limites de Confianca

B/A
C/A

0,85-1,16
0,49 -0,74
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11134 - RELACAO ENTRE ED50 E DESAFIO - LEI DO MULTIPLOS DE
PROPORCAO - EQUIVALENTES ANTIGENICOS.

FIG. I11.3.4 - EDs, de um antiveneno em fungdo da intensidade de desafio
300 .
B. jararaca Pool-L C. d. terrificus L. 860402
~ 250 AB 851106-33 7 AC L800812-48
2 200 B
o
S | i
Q 150
g 100 7
= 1,36 DLso
< 50 2,42 DLso 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
N2 de DLy, Ne de DLy,
DLso =47 ug/20g DLso= 1,6 pg/20g
ul AB =33,97. nDLso - 82,2 (r=0,994) ul AC =0,88 . nDLso - 1,2 (r=0,994)
Coef. ang. normalizado (log-log) Coef. ang. normalizado (log-log)
b=2,108 (2,101 -2,114) p o 0,05 b=1,100 (1,012 - 1,187) p o 0,05
Delineamento: Determinagio da ED., do antiveneno apés incubacio com quantidade fixa
do veneno. Administracio intraperitoneal em camundongos CF1, 18 a 22 g, 15 por dose.

A “Lei dos Multiplos de Proporcao”, comentada por Jerne (1951), afirma para um
antisoro avido, que se a quantidade y de soro neutraliza x de antigeno, entdo 2y neutralizariam
2x, e assim por diante. A Figura II1.3.4., sumariza experimentos onde a relagio entre o desafio (n®
de DLs50 do veneno) e a DE50 do antiveneno foram estabelecidas para B. jararaca e C. d.
terrificus, dentro de limites de exequibilidade do experimento decorrentes do volume a ser
injetado. A situacdo ¢ distinta daquela apresentada por Jerne para o soro anti-diftérico e toxina
diftérica, em que o ponto de titulagdo, a DE50, por razdes ja discutidas no se¢do IIl.1.2., fica
bastante aquém da neutralizagao total, que ocorreria na DE100. Outra diferenga é que a curva de
letalidade, geralmente inicia-se ap6s doses de veneno bastante significativas em relacdo a DL50
(vide Figura II1.3.1A), isto é, a tolerancia natural do camundongo ¢ alta. Estas duas diferencas

somadas correspondem a uma quantidade de veneno constante xo, tal que y = a + b(x; - Xo). De
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modo que para y = 0, x; = intersec¢do com a abscissa sera dada por a/b + x,. Neste ponto, o
parametro a/b ¢ determinado somente pela diferenca x; - X, que tende a zero quando X, se
aproxima de zero. Portanto, a intersecdo com a abscissa € o estimador de x¢. Voltando a Tabela
II1.3.4.A, verificou-se um ajuste linear muito exato para a relacdo desafio - DES0 tanto para
Bothrops quanto Crotalus. O coeficiente angular normalizado (log - log) mede a taxa de
crescimento relativo entre as grandezas de ordenada e abscissa, sendo esperado valor unitario
caso o sistema antigeno-anticorpo obedega a lei dos multiplos de propor¢do. Observou-se que
veneno de C. d. terrificus e o AC se aproximaram desta situagdo, enquanto a quantidade de AB
duplicou com o incremento unitario da concentragdo do veneno de B. jararaca.

A equagdo da reta n® DLs50 de veneno (desafio) - ul antiveneno é portanto uma
estimativa inequivoca da poténcia neutralizante do antiveneno, dentro dos limites experimentais
da funcao, isto €, as concentragdes de antigeno e anticorpo utilizadas. Dentre destes limites,
podemos utilizar esta equacdo para calcular o que denominamos “Equivalentes Antigénicos”
entre dois venenos em relacdo a um mesmo antiveneno. As quantidades de I) Bra/Bot/001 e II)
B.j.L:8801-3 FUNED, neutralizadas por 15 pul de dois antivenenos bothrdpicos, ou seja, seus
equivalentes antigé€nicos, estdo apresentados na Tabela II1.3.4. O AB:880229-10 distinguiu
perfeitamente os dois venenos (antigenos) tanto em massa (I/Il =1,28), quanto em n° de DLs50
(I/II=1,64). Ja o AB:880307-12 forneceu equivalentes antigénicos em massa praticamente iguais
(/1I= 1,04), enquanto diferenciou-os em n® de DL50 (I/Il = 1,33). Nessa mesma Tabela, as
comparagoes em sentido vertical permitiram verificar que a partir do Bra/Bot/001 como antigeno,
seria atribuida diferenga de capacidade neutralizante aos dois antivenenos, enquanto a partir do
B.j.L:8801-3 estes seriam praticamente equipotentes. A relacdo observada entre a DL50 e o
equivalente antigénico, foi que o veneno de DL50 mais alta apresentou os menores. Nao foram

feitas observagdes nesse sentido para os venenos de C. d. ferrificus e o AC.
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TAB. 111.3.4 - Equivalentes antigénicos do Bra/Bot/001 e L:8801-3 FUNED para 15 pL de dois
antivenenos bothrdopicos

Veneno Bra/ Bot/ 001 L:8801-3
DLso 37,4 pg/20g DLso 48,0 pg/20g

Antiveneno 5 DLso 10 DLso 5 DLso 10 DLso
AB 880229-10
EDso (uLL) 3,8(2,9-4,6) 15,5(14,3-16,7) 10,6 (9,8-11,7) 33,3 (28,9 -38,1)
Eq n° DLs 50 9,78 5,97

ug ven. 366 286
AB 880307-12
ED50 (uL) 4,5(4,2-4,8) 20,6 (18,3 - 29,5) 9,7(8,5-11,0) 31,7 (29,9 - 33,6)
Eq n° DLs 50 8,26 6,20

pg ven. 309 298

I11.3.5 - RELACAO ENTRE AS DLs50 DE VENENOS DE ESPECIES BOTHROPICAS E
OS SEUS EQUIVALENTES ANTIGENICOS FRENTE A UM ANTIVENENO
BOTROPICO.

Para os cinco primeiros venenos listados na Tabela I11.3.5., foram realizadas duas curvas
de protecdo, uma a nivel de 5SDLs50 de desafio e outra a 10DLs50, frente a um unico antiveneno,
e as respectivas DEs50 calculadas. A partir da relagdo DEs50 (ulAB) - Desafio, foram obtidos os
equivalentes antigénicos para neutralizacao de 100 ul de AB. Para os venenos de B. moojeni ¢ B.
atrox, o experimento a nivel de 10DLs50 de desafio mostrou-se impraticdvel no camundongo,
devido o volume de antiveneno demandar varios mililitros, sendo os equivalentes mostrados na
Tabela II1.3.5 obtidos por extrapolacdo através da equagdo apresentada na Figura IIL.3.5.
Observou-se uma relagdo inversa e significativa (1=0,748) entre os valores das DLs50 em pg de

veneno, € os equivalentes antigénicos em n® de DLs50. A relagdo das DLs50 dos diferentes

59



venenos, com os equivalentes antigénicos expressos em massa de veneno, mostrou-se bifasica,

devido a variacdo concomitante da DL50 e do coeficiente angular da relacdo DES0 - Desafio.

TABL.IIL3.5 - Equivalentes antigénicos de alguns venenos bothropicos em relacdo ao
antiveneno AB 870914-576 FUNED

Ne Veneno DLso ug/20g Equivalentes p/ 100uL AB
Lote lim. p a 0,05 n2 DLso ug ven.

1 Bra-Bot 001 37,4 (35 - 40) 12,8 478

2 B. jararaca 180486 48 (44 -52) 9,5 456

3 B. neuwiedi 100486 56 (50 - 55) 7,3 408

4 B. alternatus 080486 60 (50 - 70) 5,6 334

5 B. jararacussu 160186 76 (66 - 87) 5,5 420

6 B. moojeni 051186 123 (117 - 134) ~4,9 ~ 608

7 B. atrox 135 (123 - 149) ~4,8 ~ 651

Os resultados apresentados na se¢do II1.3.4, mostraram que a DE50 de um antiveneno ¢

uma funcdo linear da quantidade do veneno utilizado como desafio. No experimento agora em

questdo, sete diferentes venenos bothropicos foram usados em dois niveis de desafio. A

proporcionalidade entre DE50 e Desafio persistiu ainda, porém mostrando uma relacdo mais

complexa (Figura II1.3.5.). O consumo de antiveneno mostrou depender exponencialmente da

concentragdo do antiveneno com taxas de variagdo bx, que foram de 0,89 a 3,2. A taxa média de

variagdo, 2,04, foi bastante proxima daquela obtida para a relagdo DE5S0 do AB851106-33 -

Desafio de B. jararaca Pool |, mostrada na Figura I11.3.4.
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FIG. II1.3.5 — Rela¢do entre a DE50 do antiveneno AB 870914-576 FUNED e o desafio,
para sete venenos bothropicos.
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n =n°do veneno na tabela I111.3.4, 5 DL50
n’ = n® do veneno na tabela I11.3.4, 10 DL50

I11.3.6 - SUBSTITUICAO DE VENENOS DE REFERENCIA - USO DE REFERENCIAS
INTERNAS.

Os venenos de Referéncia Nacional, particularmente o bothrépico, t€ém seu uso restrito
aos ensaios do produto acabado dos antivenenos, que devem atender as especifica¢des legais,
junto ao INCQS. Para a avaliagdo nas etapas intermediarias de producdo, sdo empregados os
venenos de Referéncia Internos. Apesar das referéncias serem preparadas a partir de grande
nimero de espécimes de procedéncias diversificadas dentro da circunscri¢do zoogeografica,
constatam-se diferencas nos seus perfis de atividade bioldgica (vide Tabela II1.1.3C). Como
conseqiiéncia, sdao verificadas diferencas significativas nos valores da DE50 de um mesmo
antiveneno, quando se empregam diferentes venenos de referéncia (vide Tabela I11.3.4). O uso de
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quantidades letalmente equipotentes de dois venenos no desafio, ndo garante a equivaléncia
antigénica, ou seja, neutralizagdo pela mesma quantidade antiveneno. Em outras palavras, a
DL50 tem utilidade como modulo de toxicidade aguda para o delineamento correto das curvas de
protecdo, mas em si, ndo ¢ um modulo de antigenicidade, embora guarde relagdo com este. O
estabelecimento da equivaléncia antigénica entre dois venenos de referéncia, ¢ um requisito
fundamental, quando da substituicdo ou, uso concomitante de duas referéncias. Nao dispondo no
trabalho rotineiro na FUNED de pelo menos duas DEs50, para cada lote de antiveneno,
determinadas em dois niveis de desafio do mesmo veneno, ndo pudemos calcular os equivalentes
antigénicos como definidos na secdo II1.3.4. Ao contrario, dispunhamos de duas DEs50 para cada
lote de antiveneno bothrdpico, e ambas determinadas contra desafio de 5 DLs50 de dois venenos
de referéncia e portanto contra massas distintas de proteina, ja4 que estes diferiam em DL50.
Entretanto, pelo fato das DES0 guardarem proporcionalidade ao desafio de veneno (vide Figura
I11.3.4), pudemos através do coeficiente angular da correlacdo “DES50 Ref I/DE50 Ref II” para
um conjunto de antivenenos, estimar a relagdo média entre os equivalentes antigénicos das duas
referéncias. O fato dos venenos bothrdpicos serem mais complexos que os crotdlicos, 0 numero
anual de lotes produzidos maior, a mistura imunogénica conter venenos de cinco espécies e,
principalmente demandar maior consumo de veneno de referéncia, justifica que os estudos
tenham se iniciado por esse género.

As Figuras II1.3.6A-C mostram as relagdes entre as EDs50 contra referéncia FUNED e
EDs50 contra Referéncia Nacional vigente, em trés periodos. A ordenada em escala logaritmica
denota o fato da DE50 do veneno de DL50 mais baixa, apresentar uma relacdo exponencial com a

DES50 do veneno de DL50 mais alta.
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FIG.IIL.3.6A - Correlagdo entre as DEss, (mg prot.) de antivenenos bothropicos produzidos
pela FUNED-MG (1993 - 1994) em relag@o aos desafios de 5 DLss, da Referéncia Nacional
Bra/Bot/002 e Referéncia FUNED 9201-5
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FIG.IIL.3.6B - Correlagdo entre as DEssy (mg prot.) de antivenenos bothrépicos
produzidos pela FUNED-MG (1995 - 1996) em relacdo aos desafios de 5 DLss, da
Referéncia Nacional Bra/Bot/004 e Referéncia FUNED 9201-5
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FIG.IIL.3.6C - Correlagao entre as DEss, (mg prot.) de antivenenos bothropicos
produzidos pela FUNED-MG (1996 - 1997) em relagdo aos desafios de 5 DLssy da
Referéncia Nacional Bra/Bot/004 ¢ Referéncia FUNED 9701-01
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As correlagdes obtidas foram altamente significativas, tendo as somas dos quadrados dos
desvios devido a regressao superados os 80 % das somas de quadrados total em cada caso. Sendo
o coeficiente angular uma relagdo entre os equivalentes antigénicos entre os dois venenos,
pudemos utilizar a equacdo das linhas de regressdo, para prever as DEs50 frente a Referéncia
Nacional, a partir de dados obtidos com a referéncia FUNED. Assim, a partir da equagdo da
Figura II1.3.6A foram estimadas as DEs50 frente a 5SDLs50 de Bra/Bot/002, para um outro
conjunto de lotes de antivenenos produzidos no periodo 1994-95. A Figura II1.3.6D mostra que
os dados previstos apresentaram correlacdo muito forte (r=0,953) com as DEs50 determinadas
experimentalmente frente a Bra/Bot/002. Observacao: Expressando as DEs50 em ul, obtivemos
coeficientes de correlacio mais baixos, pelo fato dos diferentes lotes diferirem bastante na

concentragao de proteina.

FIG. I113.6D - Previsibilidade das EDs50 de antivenenos bothropicos produzidos pela
FUNED-MG (1994 - 1995) em relacdo a Referéncia Nacional Bra/Bot/ 002, através de
estimativa pelas DEs, determinadas frente a Referéncia FUNED 9201-05
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I11.4 - DISCUSSAO E CONCLUSOES PARCIAIS.

II1.4.1 - CRITERIOS DE VALIDADE ESTATISTICA E CRITERIOS DE VALIDADE
FUNDAMENTAL.

A metodologia do “Ensaio Bioldgico”, entendida como os principios para o correto
delineamento e analise de experimentos, ¢ plenamente utilizdvel para a caracterizagdo de venenos
e antivenenos ofidicos, no que diz respeito a obtencao das relagdes dose-resposta. Entretanto, o
objetivo de “Padronizagdo Bioldgica” de venenos e antivenenos ofidicos, em termos de expressar
previsivelmente suas poténcias farmacoldgicas, por comparacdo com Padrdes, continua um
desafio (vide itens [.4.3. e 1.4.4). Para atender formalmente aos objetivos propostos a este
trabalho, como para propiciar a discussdo, transcrevemos os “Principios de Validade para o

Ensaio Biologico”, segundo Jerne & Wood (1949):

A) Critérios de Validade Fundamental:

= A;. As diferencas entre os varios grupos de dose sdo totalmente causadas ou pela variagdao nas
doses ou pelo erro de amostragem; em outras palavras, sendo a mesma dose administrada a
todo elemento de ensaio, os resultados de cada grupo serdo amostras aleatorias da mesma
populagdo.

= A,. A resposta esperada U ¢ uma fung¢do da dose z, tal que U = F(z). Pelo menos na faixa de
doses usada, U deve ser uma fungao estritamente monotonica de z.

= Aj. Se a substancia responsavel pela resposta caracteristica na “Preparacao Padrao”¢ chamada
“Constituinte Efetivo”, entdo a resposta provocada pela “Preparacdo Teste” ¢ devido
unicamente a presenca nesta do mesmo “Constituinte Efetivo” sem modifica¢cdes induzidas

por qualquer outra substancia. Desta maneira, a preparagdo menos potente comporta-se como
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se fosse uma dilui¢do da outra em meio completamente inerte. Este critério ¢, também,

chamado de “Critério de Similaridade”.

B) Critérios de Validade Estatistica:

* B,. As medidas das doses das Prepara¢des-Padrdo e Teste foram suficientemente precisas, de
tal modo que os erros de mensuragao na dose (z) sdo despreziveis face ao erro de amostragem
e erros experimentais na resposta U.

= B,. Existe pelo menos uma fun¢do y da resposta U, e uma fun¢do x da dose z, tais que: a) a
cada valor de U e z dentro dos limites do ensaio corresponda um e um unico valor real do
metametro da resposta y e do metametro da dose x, respectivamente; b) a transformagao de U
em y ¢ independente da transformagdo de z em x; c) os valores de y e x assim obtidos
satisfazem os critérios B3 e B6 inclusive.

* Bs. As fungdes assim definidas sdo conhecidas e permitem que y e x sejam computados.

= By Arelagdo de Y (valor esperado ou ideal de y) com x ¢ exatamente expressa pela equagdo
linear: Y= a + bx, na qual a e b sdo constantes a serem avaliadas a partir dos dados do ensaio.

= Bs. Para cada valor de x, dentro da faixa de doses usada, a distribui¢do de frequéncia de y ¢
exatamente normal.

* Bg. A variancia de y ¢ independente de Y. Critério de homocedasticidade.

= B;. Satisfazendo os critérios B; a Bg, 0 processo matematico aplicado aos dados deve levar
rigorosamente ao valor exato e inico da estimativa de poténcia e seus limites de confianca.

Uma discussao ampla dos critérios de validade estatistica pode ser encontrada em Finney

(1968), e foge do escopo deste trabalho, porém deve ser mencionado que todas as relacdes

obtidas foram estritamente monotOnicas e as transformagdes linearizantes (log x; log y e

probitica) utilizadas, atendem aos critérios. A normalidade de distribuicdo das tolerancias

individuais, como também a homogenenidade da populacdo de camundongos e/ou correcdo do
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método de amostragem, foram validados pela rejeicdo do desvio de linearidade nas regressoes
probiticas. O critério B; aplica-se ao experimentador, e seu instrumental. Os erros de medi¢ao da
dose, 0,5 ml de solugdo em seringa de 1 ml graduada ao centésimo, ndo ultrapassaram a 2 %.
Mais importantes podem ser os erros da inje¢do intraperitoneal, por perdas nas paredes
abdominais anterior, posterior e/ou por refluxo. Este tipo de erro ¢ controlado por treinamento do
pessoal técnico. Na FUNED ao final da década de 1980, fizemos afericdo da técnica de injecdo
comparando entre os técnicos a média e o desvio-padrio dos logaritmos dos tempos de
sobrevivéncia do camundongo apds injecdo de 10 DLs50 de veneno (Rodrigues, 1991).

Os critérios de validade fundamental A; e A, sdo satisfeitos pela obtencdo de regressao
linear significativa, diretamente ou por transformagdo linearizante. Assim, os parametros
calculados a partir das equacdes de regressdo, entre eles as DLs50 e DEs50 e analogos foram
considerados validos.

A aplicacdo do critério de similaridade como formulado por Jerne (critério A3), adequado
a preparagdes contendo um Unico constituinte ativo, mostrou-se impropria, persistindo a questao
de abandonar completamente este paradigma ou adaptd-lo a situacdo de multiplicidade de
constituintes ativos.

O fato do coeficiente angular das curvas de letalidade serem sensiveis a presenca do
antiveneno (Tabela II.3.2), em concentracdes ndo completamente neutralizantes, invalida o
procedimento a para o ensaio do antiveneno e ao mesmo tempo, credencia este parametro da
regressao para detectar diferencas qualitativas entre venenos. Os resultados obtidos pela
comparagdo dos coeficientes angulares de varios lotes de venenos bothropicos mostrou-se
contraditorio, enquanto os coeficientes angulares dos venenos crotalicos apontou para uma
possivel “homogeneidade qualitativa”. A comparagao das referéncias Bra/Bot/001 e FUNED L-
8801-3, em duas ocasides, por meio de curvas de letalidade feitas concomitantemente, satisfez o

critério de similaridade. Entretanto, a comparacdo de dez atividades destas referéncias (vide
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Tabela II1.3.1C), mostrou a insuficiéncia do critério A3 para substancias com multiplos
constituintes ativos, e, que o paralelismo das curvas de letalidade havia sido mera coincidéncia.

O procedimento [, que ¢ sem davida o mais utilizado em todo o mundo para
caracterizacdo de antivenenos, fornece as curvas de prote¢do, cujos coeficientes angulares
dependem do antiveneno, da referéncia de veneno e do nivel de desafio utilizado. Como pré-
requisito para esta analise, demonstramos através de ensaios simulados (Tabela II1.3.3C), que o
paralelismo das curvas de protecdo pode ser obtido no caso de real similaridade entre
antivenenos, a despeito da flutuagdo amostral do pardmetro. Neste quesito, o critério A3 ndo pode
ser a “priori” satisfeito, pela flagrante heterogeneidade dos coeficientes angulares das curvas de
protecao pelo antiveneno. Nesta situacao, teria sido muito valiosa a comparacao de pelo menos
um par de antivenenos, quanto as suas doses efetivas em neutralizar todo o rol de atividades do
veneno de referéncia, como um teste para o critério de similaridade, baseado somente na protegao
letal.

Laing et al (1992) compararam trés antivenenos Bothropicos provenientes do Instituto
Butantd, FUNED e Instituto Vital Brasil, quanto as doses neutralizantes para veneno de B.
jararaca, segundo sete atividades bioldgicas preconizadas por Theakston & Reid (1983).
Encontraram grandes diferencas de poténcia quando as doses efetivas foram expressas em termos

do teor de proteina total ou teor de IgG.
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I1L4.2 — “LEI DOS MULTIPLOS DE PROPORCAO”; EQUIVALENTES ANTIGENICOS;
PREVISIBILIDADE DA CAPACIDADE DE NEUTRALIZACAO DE ANTIVENENOS.

Os antisoros de grande avidez pelo antigeno sdo capazes de neutraliza-lo, numa faixa
extensa de concentragdes, mantendo constante a propor¢do entre si, de modo que uma relacao
linear ¢ obtida, entre a quantidade de antigeno (em geral uma toxina pura) e a quantidade de
anticorpos para neutralizagdo total (Jerne, 1951). Este fenomeno, denominado “Lei dos Multiplos
de Propor¢do”, somente ¢ possivel se os complexos antigeno-anticorpo forem praticamente
indissociaveis e a estequiometria dos complexos independente da concentracdo absoluta de
ambos. A experiéncia com venenos de ofidios e seus respectivos antivenenos no ensaio de
protecdo letal, tem revelado relagdes retilineas em uma faixa de concentragdo de veneno,
mostrando em seguida deflexdes positivas ou negativas do coeficiente angular, como também
retas em toda extensdo de doses (Schottler, 1954; Christensen, 1966, 1967, 1979). Ownby (1990),
em um editorial a respeito da uniformizacdo dos ensaios utilizados para verificar a capacidade
neutralizante de antivenenos, emitiu a opinido de que a “Lei dos Multiplos de Propor¢ao” nao ¢é
aplicavel ao par veneno-antiveneno ofidico. A importancia pratica desta questdo ¢ que, se a
relagdo DES0 — Desafio, for linear, entdo a equagdo para a regressdo ¢ uma estimativa universal e
inequivoca da poténcia neutralizante do antiveneno em relacdo aquele veneno. Se as
imunoglobulinas presentes no antiveneno apresentarem grande avidez pelos antigenos do veneno,
entdo os complexos resistirdo a diluicdo, e a poténcia neutralizante do antiveneno, obtida na faixa
de concentracdes das curvas de prote¢do (aproximadamente 0,5 mg/ml de veneno bothropico),
poderia ser extrapolada para as concentragdes realmente encontradas no plasma de pacientes
acidentados (ng a pg/ml). Infelizmente, ndo dispomos de ensaios de letalidade, suficientemente
sensiveis para a verificagdo desta hipotese. A despeito destes questionamentos, a Figura I111.3.4,

mostra que a neutralizagdo do veneno de C. d. terrificus pelo antiveneno crotalico se aproximou
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do que seria esperado pela citada lei, isto ¢, coeficiente angular normalizado unitario. O conjunto
veneno-antiveneno bothropico fugiu flagrantemente do esperado, mostrando um consumo de
antiveneno que dobrou a cada incremento unitdrio da concentracdo do veneno. A comparacao
entre as duas situagdes fica entretanto prejudicada, porque 40DLs50 de veneno crotalico pouco
ultrapassam em massa de antigeno, a IDL50 de veneno bothrdpico. O crescimento do consumo
de antiveneno bothrdpico na taxa observada permite-nos inferir que a disponibilidade de epitopos
por unidade de massa de antigeno, aumenta em fun¢do do aumento da concentragcdo do proprio
antigeno e/ou anticorpo.

Esta interpretacdo, apoia-se em fatos ja estabelecidos (vide se¢do 1.2.2) de que os venenos
bothropicos contém um mosaico de antigenos. A presenca de epitopos em proteinas ndo toxicas
do veneno, com identidades parciais aqueles presentes nas proteinas tdxicas e, portanto,
apresentando menores afinidades pelo paratopo em comum, poderia gerar o fendmeno observado.
Assim, para os venenos bothropicos de DL50 mais alta, esperariamos maior consumo de
antiveneno para neutralizagdo. A Figura II1.3.5 mostrou que para sete diferentes venenos
bothropicos a DES0 variou exponencialmente com a massa do antigeno (veneno), chegando até a
taxa de DE50 = Desafio Exp. (3,2).

A constatacdo de uma relacdo linear DE50-desafio em alguns casos, permite por outro
lado, duas aplicagdes praticas, uma definicdo inequivoca e universal da poténcia de um
antiveneno em relacdo a um padrdo de veneno, ja& mencionada e, o cdlculo da equivaléncia

antigénica entre dois venenos, indispensavel para a substitui¢do de padrao ou referéncia.
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I11.4.2A -POTENCIA DE UM ANTIVENENO

A poténcia ou atividade especifica de um antiveneno expresso em mg de veneno,
neutralizados por mililitro de antiveneno, cujo calculo ¢ feito com base na DE50 obtida contra

5DLs50 de desafio, segundo a Farmacopéia Brasileira, a Farmacopéia Internacional e outras.

Quadro 11.4.2A

Poténcia de um Antiveneno, como Definida por Varias Farmacopéias

Desafio:  Dose nDLsy do veneno, fixa por camundongo
Antiveneno: Doses crescentes - procedimento 3

para EDs do antiveneno temos: % de sobreviventes = % mortos = 50%

ven. neutralizado (mg) = ven. injetado (mg) - ven. que matou 50% dos animais (mg)

EDs antiveneno (mL) EDsy antiveneno (mL)

normalizando o numerador pela DLsy do veneno

n® de DLsj neutralizadas = n°®de DLs, injetados — 1

EDsy antiveneno (mL)  EDsy antiveneno (mL)

ou alternativamente

Poténcia = mg ven. =  (n°de DLs injetados — 1) . DLsy (mg ven.)

mL antiveneno EDsy antiveneno
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O raciocinio para o calculo, parte da identidade expressa no Quadro II1.4.2A de que, a
quantidade de veneno neutralizado ¢ igual a quantidade de veneno injetado, subtraida a
quantidade de veneno restante a nivel da DE50, que equivaleria a IDL50. A pressuposi¢do de que
o veneno restante apds adigdo de 1DES0 do antiveneno, seja qualitativamente idéntico ao veneno
bruto, esta implicita. A identidade também pressupde que a relagio DE50-Desafio seja linear com
intersec¢do unitaria na abcissa. As pressuposi¢oes de igualdade qualitativa e que a quantidade de
veneno restante seja 1DL50, sdo incorretas. A partir de pelo menos duas DE50 obtidas a dois
niveis de desafio, o valor real da interse¢do com a abscissa pode ser determinado (vide secdo

I11.3.4), e a equacao utilizada com propriedade (Barbosa e Ferreira-Alves, 1988).

III .4.2B - SUBSTITUICAO DE REFERENCIA PARA VENENOS

Tendo sido verificada a impraticabilidade do estabelecimento de um antiveneno de
referéncia, a escolha naturalmente recai sobre o veneno que apresenta propriedades mais
favoraveis para ser credenciado como referéncia. Este deve cumprir as fung¢des de padrao
funcional, imunogénico e antigénico. O papel de padrdo funcional ¢ exercido duplamente, na
caracterizacdo comparativa de outros venenos € na quantificagdo das propiedades neutralizantes
do antiveneno. Na sec¢do I11.3.4 e II1.3.5 deste trabalho, procuramos explorar o encontro de uma
relagdo linear DES0-Desafio, o que possibilitou o célculo de equivalentes antigénicos entre dois
venenos. Os venenos mais potentes, ou seja, os de menor DL50, apresentaram os equivalentes
antigénicos mais altos em niumero de DL50 neutralizadas. Postulando, para efeito de raciocinio,
que dentro de um mesmo género, o veneno de DL50 baixa seja constituido basicamente de
proteinas tdxicas, enquanto o veneno de DLS50 alta contenha toxinas bioquimica e
antigenicamente homologas, diluidas por proteinas ndo téxicas e portadoras dos mesmos

determinantes antigénicos, entdo, os equivalentes antigénicos, precisamente determinados para
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um lote de antivenenos obtidos a partir de uma determinada mistura imunogénica, constituiriam
um critério quantitativo para compara¢ao de imunogenicidade.

Em bases puramente especulativas, poderiamos hipotetizar que o veneno de DL50 mais
alta, seria 0 melhor imundgeno e, o de DL50 mais baixa, o melhor antigeno ou veneno padrdo.
Em apoio a hipdtese acima estd o fato de que as misturas imunogénicas bothropicas, utilizadas na
FUNED, tém DL50 altas (vide tabela II1.3.1B) e, dao origem a antivenenos mais efetivos em
neutralizar os venenos de baixa DL50 como as referéncias nacionais bothropicas. Neste mesmo
sentido, ainda com dados obtidos na rotina de controle biolégico da FUNED, estdo as trés séries
de comparacdes apresentadas nas Figuras I11.3.6.A a C. Nessas, as DEs50 frente as referéncias
nacionais, Bra/Bot/002 com DL50 37,5 nug/20g e Bra/Bot/004 com DL50 32,9 pg/20g foram em
média metade das DES0 frente a VRF B.j. 9201-5 com DL50 de 68 ng/20g. Observacdo: a
hipotese acima ndo ¢ inovadora, tratando-se de um reaquecimento das idéias inicialmente
apresentadas por Githens & Butz em 1929, e mais tarde apoiadas experimentalmente e criticadas
em suas limitagcdes por Schottler (1951) em relagdo aos venenos e antivenenos das espécies
bothrdpicas brasileiras. Dias da Silva (1989) estudando as reacdes cruzadas entre dez venenos
bothropicos e seus respectivos antivenenos monoespecificos, fez também observagdes favoraveis,
de que os antivenenos contra veneno de B. alternatus (DL50 66 pg) e B. insularis (DL50 50 pg)
foram em média 2,5 vezes mais efetivos em neutralizar a atividade letal de B. jararaca (DL50 33
ug) que o veneno homoespecifico. A idéia subjacente a esta hipotese, € que o veneno menos
toxico, apresente maior concentragdo de determinantes antigénicos por unidade de massa de
proteina, o que faz sentido, pois consome maior quantidade de anticorpos para neutralizacdo, e,
portanto, seria melhor imundgeno. Uma investigacdo atual do fendmeno, deveria, entretanto,

basear-se em metodologia imunoquimica e ensaios de neutraliza¢do sensiveis ao antigeno na
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ordem de ng/ml, para excluir a produgdo de anticorpos de baixa avidez (vide comentarios no
secao 1.2.4).

Uma possibilidade imediata da aplicacdo do conceito de equivaléncia antigénica entre
venenos, ¢ na substituicdo de referéncias. Se a nova referéncia mostrar DL50 proxima, como tem
sido o caso para as referéncias bothropicas, um ajuste no desafio manteria a equivaléncia
antigénica sem causar problemas ao ensaio de protecdo da letalidade. Para o acompanhamento
das fases intermedidrias da producdo dos antivenenos bothrdpicos , as referéncias secundarias ou
internas sao um recurso necessario, porque o consumo de veneno ¢ alto, cerca de 200 pg por
camundongo e, o numero anual de lotes ¢ grande. O estabelecimento da equivaléncia antigénica
entre a referéncia interna e a nacional, estabelecida por correlacdao (vide secao I11.3.6) pode ser
usada para obter estimativas da poténcia neutralizante dos diafiltrados, de modo que a diluigao
deste para o produto final a granel, resulta no produto envazado e acabado, com uma poténcia
proxima da esperada frente ao veneno de referéncia nacional. Deve-se observar entretanto, que os
altos coeficientes de correlacdo observados, somente foram possiveis por se tratar de dois
venenos de referéncia obtidos a apartir de um grande nimero de espécimes de B. jararaca. Fosse
um dos venenos, referéncia para outra espécie bothrdpica, ou mesmo, veneno de um unico

espécimen de B. jararaca, as correlacdes certamente nao seriam tao altas (Rodrigues et al. 1997).
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IV - ESTUDOS BASEADOS NA ATIVIDADE HEMORRAGICA CUTANEA DE
VENENOS BOTHROPICOS EM RATOS.

IV.1 - INTRODUCAO

IV.1.1 - PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DOS FATORES HEMORRAGICOS.

Os venenos de viperineos e crotalineos sdo capazes de provocar extravazamento de
sangue, devido a destruigdo da membrana basal dos vasos da microcirculacao, no local da picada
e sistemicamente, de modo independente das alteragdes na coagulacdo (Ohsaka, 1976). Esta
atividade reside em metaloenzimas, que nao necessitam de cofatores enddgenos, denominadas
hemorraginas ou fatores hemorragicos. Podem ser classificados segundo seu peso molecular, 20
Kd a 30 Kd, baixo peso molecular; 30 Kd a 60 Kd, médio peso molecular; 60 Kd a 100Kd, alto
peso molecular, sendo esses ultimos os mais ativos (Bjarnasson & Fox, 1989). Os fatores
hemorréagicos purificados apresentam caracteristicas moleculares em comum: muitos sao
glicoproteinas; apresentam ions metalicos essenciais para sua atividade ligados ao centro ativo,
sendo que a maioria contem zinco, outros zinco e calcio, e ainda outros unicamente magnésio;
sdo inativados irreversivelmente por agentes quelantes; instaveis em valores extremos de pH;
desnaturados pelo calor; alguns apresentam baixa atividade proteolitica sobre a caseina, estando
em outros esta atividade ausente; a cadeia beta oxidada da insulina e o fibrinogénio sdo em geral
substratos; ndo liberam bradicinina; podem hidrolizar substratos sintéticos da arginina; ndo sao
inibidos por inibidores de serino-proteases como fenilmetilsufonilfluoreto (PMSF) e o inibidor
triptico do feijao soja (SBTI); e ndo apresentam atividade fosfolipasica (Maeno, 1962); Osaka,
1960; Ovadia, 1978; Mandelbaum et al, 1976; 1984; Nikai et al, 1984; Assakura et al, 1986;

Sanchez et al, 1987; Yonaha et al, 1991; Borkow et al, 1993).
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A caracteristica bioquimica mais importante encontrada nos fatores hemorragicos (Ht-a,
Ht-c, Ht-d e Ht-e) obtidos do veneno de Crotalus atrox, e possivelmente extensivel a maioria dos
fatores hemorragicos proveninetes de outras espécies ¢ que estes se comportam como as
metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs). Como a MMP-3 ou estromelisina obtida do
fibroblasto humano s3o capazes de degradar a fibronectina, laminina, coldgeno do tipo IV,
nidogen (entactina) e gelatinas, todos esses componentes da matriz extracelular, sendo a ordem
de atividade correspondente as poténcias hemorragicas (Baramova et al, 1989; Bjarnarson et al,
1988).

Até 1989 haviam sido descritos 43 fatores hemorragicos em 15 espécies (Bjarnarson &
Fox, 1989) e a sequéncia de aminoacidos do Ht-d de Crotalus atrox determinada (Shanon et al,
1989). Perez et al (1984) e Martinez et al. (1989) foram pioneiros em obter os primeiros
anticorpos monoclonais contra os fatores hemorragicos do Crotalux atrox e estudar suas relagdes
antigénicas com outros crotalideos norte-americanos. Aproximadamente na mesma época, um
anticorpo monoclonal foi obtido, capaz de neutralizar a atividade hemorragica do veneno de
Echis carinatus (Iddon et al, 1988). Atualmente, através de clonagem, os fatores hemorragicos
tém sua sequéncia primaria determinada e sdo realizados estudos de homologia (Yamada et al.
1999; Jeon et al. 1999). Nao obstante, as metaloproteases de venenos ofidicos estdo muito aquém
em termos da profundidade dos estudos de imunoquimica molecular, que as toxinas
curaremiméticas, fosfolipases toxicas e cardiotoxinas (vide secdo 1.2.3), mesmo porque tém
massa molecular muito mais alta.

De espécies brasileiras foram purificados e caracterizados os fatores hemorragicos do
veneno de B. jararaca, HF |, HF, e HF; (Mandelbaum et al. 1976). De B. newiedi, NHFa e NHFb
(Mandelbaum et al, 1984); de Lachesis muta muta, LHF; (Sanchez et al. 1987) e LHF, (Sanchez
et al, 1992). Todos mostraram ser glicoproteinas, sendo os bothrdpicos de médio peso molecular

e os laquéticos de alto peso molecular. Através de ensaios de imunodifusdo, Mandelbaum &
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Assakura (1988), Mandelbaum et al (1984) e Assakura et al (1986) observaram identidade
imunoldgica total entre HF;, HF,, HF3;, NHFa E NHFb, quando utilizado o soro de cavalo anti B.
newiedi e os soros anti-HF1 e anti-HF2 obtidos em coelho e anti-B. jararaca em cavalo. O soro
anti-NHF(a,b) reconhece HF2 totalmente, ¢ HF1 parcialmente. Estes fatos sugerem grande
homologia entre os fatores hemorragicos bothropicos mencionados acima, mas, deve-se ressalvar

que estes diferem amplamente em poténcia hemorragica.

IV.1.2 - PAPEL FISIOPATOLOGICO DOS HFS E SUA RELACAO COM A
MORBIDADE E LETALIDADE ACIDENTE OFiDICO.

Para as espécies brasileiras de ofidios, a verificagdo de hemorragias locais e sistémicas no
paciente acidentado, ¢ um carater distintivo, que permite separar os acidentes bothropico e
laquético dos crotélicos e elapidicos, devido a auséncia de fatores hemorragicos nos venenos dos
dois ultimos géneros citados. A discussdo implicita no titulo desta secdo ¢ na verdade a
justificativa para a inclusao dos estudos de atividade hemorragica neste trabalho, devido a sua
importancia fisiopatologica. Entretanto, uma discussdo detalhada do papel das hemorraginas no
envenenamento bothrdpico, suas relagdes com a hemorragia, necrose ¢ letalidade, tanto em
animais de experimentacao quanto ao paciente acidentado, foge ao enfoque deste trabalho e ja foi
apresentada recentemente por um colaborador (Dominguez do Carmo, 1996). Neste momento,
faz-se necessaria unicamente a explicitagdo dessa relevancia, que ademais tornou-se clara com a
utilizacao experimental de fatores purificados de: Trimeressurus flavoviridis (Osaka et al, 1960;
Maeno, 1962); Trimeressurus elegans (Yamakawa et al, 1976; Crotalus atrox (Nikai et al, 1984;
Ownby et al, 1978); B. newiedi (Queiroz et al, 1985a; B. jararaca (Queiroz et al, 1985b;
Kamiguti et al, 1991b); Crotalus viridis viridis (Fabiano & Tu, 1981); Echis carinatus (Iddon et

al, 1988, utilizando monoclonais anti-hemorragicos.
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IV.1.3 - METODOLOGIAS PARA QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE
HEMORRAGICA DE VENENOS OFIDICOS E SUA NEUTRALIZACAO POR
ANTIVENENOS.

A injecdo intradérmica de veneno no dorso de coelhos e a medi¢do do didmetro da lesdo
hemorragica subsequente na pele evertida, foi utilizada por Kondo et al. (1960) para o estudo e
purificagdo dos fatores hemorragicos do 7. flavoridis. A avaliagdo quantitativa da atividade anti-
hemorragica do antiveneno, com o objetivo de padronizag¢do deste também foi realizada por este
método (Kondo et al, 1965a e b), injetando intradermicamente a mistura veneno-antiveneno apos
incubacao.

Bonta et al (1970) propuseram a aplicagdo de um disco de papel de filtro de 5 mm de
diametro, embebido em solucdo de veneno, por 3 minutos na superficie pulmonar de caes. A
intensidade da hemorragia seria medida atribuindo a lesdo escores de 0 a 3 a cada minuto
imediatamente apds a retirada do filtro de papel, at¢ 10 min depois. Assim, 0 escore maximo
possivel para uma dose seria 33. Este método, em que pese a engenhosidade, parece nunca ter
sido executado a ndo ser pelos proponentes.

Para Ownby et al (1984), a avaliagdo tanto da atividade hemorrdgica, quanto de sua
neutralizagcdo por antivenenos, deve ser feita em condigdes analogas ao acidente ofidico, tendo
portanto estes autores, inoculado o veneno de C. atrox e C. viridis viridis no musculo da coxa
traseira de camundongos e, logo apds, o antiveneno por via endovenosa. A partir de um
fragmento do musculo lesado, a hemoglobina era extraida e quantificada
espectrofotometricamente. Sua objecdo ao método de Kondo, ¢ que as lesdes hemorragicas
cutaneas tém muitas vezes perfis irregulares e intensidades varidveis de cor. Assim, duas lesdes

de mesmo didmetro podem ter diferentes intensidades de cor, que representam diferentes
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intensidades de hemorragia, ndo sendo entretanto, distinguiveis pelo método de Kondo. Mebs et
al (1988) apoiaram o método de Ownby e citaram a maior sensibilidade e a possibilidade de
avaliar também a mionecrose a partir de cortes histologicos. A esse respeito, transcrevemos aqui
as consideracdes as quais chegamos, apds detalhado exame da situacdo juntamente com
Domingues do Carmo, nosso colaborador: “Considerando as hemorraginas como enzimas e a
membrana basal capilar como seu substrato, deveriamos esperar uma relagdo linear entre a dose
de enzima e a quantidade de produto formado, fixado o tempo de exposicdo, caso a concentragao
do substrato fosse saturante. Entretanto, nos métodos propostos, ndo se medem os produtos da
hidrélise da membrana basal e sim a consequéncia de sua ruptura que ¢ a hemorragia. Fatores
como o fluxo sanguineo por area e a atuacdo de mediadores quimicos sobre as jungdes
endoteliais, certamente podem interferir quando se quantifica a resposta através da hemoglobina
extravazada. As solug¢des de veneno quando injetadas corretamente entre a epiderme e a derme
(forma-se uma papula com separagdo entre derme e epiderme, com depressoes nos pontos onde o
foliculo piloso mantem aderéncia aos planos mais profundos) devem difundir-se lateralmente
para atingir as alcas capilares que apenas tangenciam este plano de clivagem. Deste modo, a
organiza¢do anatdmica sugere pouca ou nenhuma contribui¢do do fluxo sanguieno a difusao
lateral da solucdo de enzima na espessura da pele. A drea ou didmetro do espalhamento da
enzima, passaria entdo a depender de sua concentragcdo e difusibilidade horizontal na ldmina da
pele. Cremos portanto, que o didmetro médio da lesdo hemorragica como proposto por Kondo et
al, 1960, embora estes ndo tenham explicitado as consideragdes acima, seja o parametro da
resposta biologica aos fatores hemorragicos, que guarda relagdo mais direta com a dose ou
concentragdo. Os limites impostos ao aumento progressivo da area de lesdo, pela fixagdo da
enzima ao substrato (a quantidade disponivel cresce a medida do aumento da éarea) e pela

absor¢do e transporte pelos vasos, responderiam pela ndo linearidade das curvas dose-resposta,

80



que de fato sdo do tipo curva de saturacdo. Em outras palavras, o ensaio de hemorragia cutanea
assemelha-se aos ensaios de produ¢do de halo em laminas de gel”.

O método de Kondo et al (1960) é recomendado como padrao pela OMS (WHO, 1981)
porém o uso do rato foi preconizado em substitui¢do ao coelho. Dominguez do Carmo (1996)
estudou formalmente as curvas dose-resposta da atividade hemorragica de venenos bothrépico no
dorso do rato, dentro dos principios de validade formulados para o ensaio biologico (Jerne &
Wood, 1949), demonstrando plena adequacdo da preparagdao bioldgica, embora menos sensivel
que o coelho. Demonstrou também, que a resposta biologica como definida (didmetro médio da
lesdo), tem distribuicdo simétrica de frequéncia, que se aproxima da distribuicdo normal e que

portanto, a aplicacdo de estatistica paramétrica ¢ segura.
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IV.2 - MATERIAIS E METODOS.

IV.2.1 - VENENOS OFiDICOS.

Venenos brutos liofilizados, fornecidos pelo serpentario da Fundagao Ezequiel Dias:

B. alternatus 880325 ¢ 921103

B. atrox 890618 ¢ 920716

» B.jararaca 870502 e 870820

= Referéncia FUNED B. j. 880103

= Referéncia FUNED B. j. 920105

= Ref. Nacional Bra/Bot/002

» Bjararacussu 870108 € 921002

* B. moojeni 880429 e 920523

* B neuiwdi 891028 ¢ 920915

* Mistura Imunogénica Bothrépica na propor¢ao: B. jararaca 40 %, B. moojeni 14 %, B. atrox
e B. jararacussu, 13 % cada, B. alternatus e B. neuwied, 10 % cada.

= Lachesis muta muta 881003 € 921020

IV.2. 2. ANTIVENENOS.

= AB-FUNED 881122 e 920928 (mistura imunogénica formada de 50% de B. jararaca e 4
partes iguais de B. alternatus, B. jararacussu, B. neuwiedi € B. moojeni).

= AB-FUNED 931119 (mistura imunogénica formada de 40% de B. jararaca, 14% de B.
moojeni, B. jararacussu e B. atrox, 13 % cada e B. alternatus e B. newiedi, 10% cada).

= ABL-FUNED 900530 (mistura imunogénica formada de 50% de B. atrox e 50% de Lachesis
muta muta).

* AL - Butanta 8212001 (imundgeno 100% Lachesis muta muta)
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1V.2.3 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS.

Foram utilizados ratos Holtzman e Wistar fémeas, pesando entre 200 e 250 gramas,
cedidos pelo Centro de Bioterismo do ICB-UFMG. A partir de cada lote selecionava-se para cada
experimento 5, 6, 12 ou 18 animais que tivessem atingido a faixa adequada de peso. Até o
momento das inoculagdes intradérmicas e apds estas, os animais tinham pleno acesso a comida e

agua.

IV.2.4 - PREPARO DE SOLUCOES

= Venenos: os venenos eram pesados em balanga microanalitica, dissolvidos em salina a 0,9 %,
de modo que 0,1 ml contivesse a dose desejada. As solugdes eram preparadas em quantidade
justamente suficiente para o experimento do dia.

* Incubagdes veneno-antiveneno: o volume final de cada incubagdo veneno-antiveneno era de 2
ml, isto ¢, suficiente para 20 inoculagdes. Para tanto, era preparada uma solu¢do de veneno
com o dobro da concentragdo final desejada. A todos os tubos em uma bateria, adicionava-se
I ml da solug¢do de veneno e depois doses crescentes de antiveneno. O volume era entdo
completado para 2 ml com salina, incubado a 37° C por 30 min e ap0s este periodo, os tubos

eram mantidos em gelo até o momento da inoculagao.
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IV.2. 5 - ENSAIO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA E ANTI-HEMORRAGICA NO RATO.

Delineamento experimental e alocacdo das doses pelos sitios de injecao.

O delineamento era realizado em quadrado latino (5 x 5 ou 6 x 6), onde se equivalem o
numero de doses, nimero de animais e sitios de inoculagdes. A alocagdo e o rodizio das doses
pelos sitios de inoculagao era feito de modo que cada dose ocupasse todas as posigdes possiveis €
todas as posicoes recebessem todas as doses. Inicialmente era feito um mapa representando os
animais e os sitios de inoculagdo. Cada animal portanto era um bloco dentro da organizacao do
experimento, recebendo todas as doses de veneno e/ou veneno mais antiveneno. A distribuicao

visava a compensar a sensibilidade da pele em relacao as diferentes posicdes.

Ex: mapa representando um quadrado latino 6 x 6, onde cada letra representa uma dose

de veneno ou veneno mais antiveneno ¢ os indices numéricos se referem a cada posicao.

RATO1 RATO 2 RATO 3
A] Bz C3 B] C2 D3 C] D2 E3
D4 Es F6 E4 F5 A6 F4 A5 Bﬁ
RATO 4 RATO 5 RATO6
D] E2 F3 E] Fz A3 F] Az B3
A4 Bs C6 B4 C5 D6 C4 D5 E6

O experimento desenvolveu-se ulitilizando-se o método de KONDO et al. (1960)

modificado pela utilizacdo de ratos ao invéz de coelhos. Os animais eram anestesiados por
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inalacdo de éter e entdo o pelo do dorso raspado com aparelho de tosa. Nao foi necessario depilar
com navalha para retirada completa do pelo até a visualizagdo da pele. Este procedimento reduz o
tempo de anestesia, previne uma maior irritacdo da pele e possivel liberagdo de agentes
vasoativos que possam influir na resposta hemorragica. Apos tosados, os animais recebiam
injecdes de 0,1 ml, via intradérmica (i.d.) de solugdes de concentragdes crescentes de veneno para
as curvas dose-resposta hemorragicas. Para as curvas de neutralizacdo, os animais recebiam uma
dose fixa de veneno (controle ou desafio) e as demais injegdes eram de misturas veneno (dose
desafio) mais volume crescentes de antiveneno. Estas solugdes eram entdo aplicadas com
seringas tipo Tuberculina de 1,0 ml graduadas ao centésimo e equipadas com agulhas 13 x 0,38
mm, com o bisel voltado para cima de modo a ndo perfurar a pele. O sucesso da injecdo i.d. era
feito observando-se a formagdo de uma pépula circular na pele. Dezesseis horas apos a
inoculacdo, os animais eram sacrificados por inalacdo de éter e retiradas as peles dos dorsos que
eram extendidas sobre placas de vidro (10 x 10 x 0,1 cm) com o lado interno da pele ficando em
contato com esta placa. Este conjunto era entdo colocado sobre uma caixa iluminadora de fundo
escuro com o lado interno da pele e a placa de vidro voltados para o observador e desta forma as
lesdes eram visualizadas por transluminagdo. O contorno das lesdes era copiado sobre as placas
de vidro e depois medidos dois didmetros, o maior e outro transversal a este, sendo entdo

calculado o didmetro médio das lesdes hemorragicas.
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IV.2.6 - METODOS MATEMATICOS E ESTATISTICOS.

Os métodos aplicados a analise da regressao linear simples e correlagdo, sdo os mesmos

utilizados na se¢ao II1.2.5.

IV.2.6A - ESTIMATIVA DE Yo E Xo A PARTIR DAS EQUACOES DE REGRESSAO
LINEAR.

Os valores de X, para diametro (&) médio da lesdo de 1 cm ou DMH (Kondo et al, 1960)
foram calculados a partir da equacao da CDR diametro médio da lesdo - log dose veneno, e
expresso com seus limites de confianga segundo o teorema de Fieller (Finney, 1971).

Para as tabelas da se¢do IV - 3 - 5, os procedimentos foram também anéalogos a secao
I1.2.5, porém com dupla estimativa em sequéncia. Os valores de & médio das lesdes
hemorragicas (y,) produzidas por dose fixa de diferentes venenos bothropicos, foram
transformados em seu equivalente de B. jararaca (xo) por interpolacdo na CDR do veneno
utilizado como padrdo em cada ciclo de comparacdo. As estimativas assim obtidas (xo) foram
transportadas para as equacdes das curvas de equivaléncia “venenos e antivenenos” (curvas
euteriaticas) e as quantidades de antiveneno para neutralizagdo total calculadas. Para cada
conjunto destas estimativas (valores previstos) foi investigada a correlagdo com o conjunto
analogo de observagdes determinadas experimentalmente, entre o veneno da espécie bothropica e

o antiveneno em questdo (Figs. IV. 3. 5A-F).
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IV.2.6B - NORMALIZACAO DE COEFICIENTES ANGULARES:

As relagdes de equivaléncia veneno-antiveneno para neutralizacao total (Figs. IV.3.4A -
D) foram normalizadas pela transformagdo logaritmica de ordenada e abscissa. O coeficiente
assim obtido foi denominado “coeficiente angular normalizado ndo corrigido”. Entretanto, a CDR
didmetro médio da lesdo hemorragica - dose de veneno, inicia-se em valores apreciavelmente
altos em comparagdo com a dose minima hemorragica (DMH), ou seja, existe tolerancia natural
ou um limite minimo detectavel pelo método. Extrapolando a CDR & médio da lesdo - log dose
para seu limite fisico (& médio = 0) a dose minima detectavel era obtida como intersec¢do na
abscissa. Assim, as relagdes de equivaléncia veneno - antiveneno, onde a dose minima detectavel
foi subtraida de cada valor de abscissa, apos transformacdo logaritmica, forneceram o

“coeficiente angular normalizado corrigido™.

IV.2.6C - CRITERIO DE SIMILARIDADE PARA O CASO EM QUE A RESPOSTA
BIOLOGICA E UMA FUNCAO LINEAR DA DOSE.

O problema consiste em determinar as doses da preparacao padrao (P) e da preparacao
desconhecida (D), que produzem a mesma resposta, isto €, sdo equipotentes. Sendo estas as doses

zP e zD, podemos determinar a relagao de poténcia R, através do quociente:

R= zP/zD, portanto, zP= R. zD.

Sendo as relagdes dose-resposta lineares, teremos:

YD =YD + bD(zD -ZD) e
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YP =P + bP(zP -ZD).

Sendo zP e zD duas doses equipotentes, entdo produzirdo respostas iguais, YP - YD = 0.

Subtraindo membro a membro as duas funcoes:

0=yP -yD + [ (bP(zP -XP) - bD(zd - ZD)]

teremos, (YP —bP.zP)— (YD —bD.zD) = bP.zP — bD.zD)
aP aD

onde aP e aD sdo valores de ordenada para zP e zD iguais a zero, isto ¢, as intersec¢des com a
ordenada devem ser obrigatoriamente idénticas se a preparacdo desconhecida se comportar como
diluicao do padrao.

Dai, bPzP =bD.zD = 0 ou R = zP/zD = bD/bP.

Sendo aP = aD, a relagdo entre os coeficientes angulares ¢ uma constante, e portanto, uma
defini¢do universal e inequivoca da relacdo de poténcias. Esta definicdo foi incluida nesta se¢ao

pelo seu valor conceitual.

VI.2.6D - ANALISE ESTATISTICA.

O requisito basico para a aplicagdo da andlise de variancia a comparagdo de parametros
amostrais e a andlise de regressdo ¢ a homocedasticidade. Este requisito foi confirmado por
Dominguez do Carmo (1996) com respeito a distribui¢ao de frequéncia da varidvel & médio da

lesdao a um nivel fixo da dose de veneno. A uniformidade de variancias ao longo da linha de
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regressdo foi confirmada por inspecdo das observacdes em varios experimentos (vide fig. III.
3.1A).

Os delineamentos experimentais para a estimativa da regressdo, corresponderam ao
modelo fixo, isto ¢, os niveis da varidvel independente ou deterministica foram fixados
previamente e as observacdes analisadas para uma ou duas influéncias qualitativas, além do

efeito da regressao (Scheffé, 1959).

IV.2.7 - AVALIACAO DO COMPORTAMENTO ZONAL DA MISTURA VENENO-
ANTIVENENO, ATRAVES DE DISPERSAO DE LUZ.

A) Nefelometro: foi utilizado nefelometro de angulo fixo de leitura a 90°, um unico feixe,
com fonte emissora visivel de filamento de tungsténio, apresentando pico de emissdao a 450 mp.
Como padrao foi utilizado papel vegetal opaco encapsulado em cubeta de vidro, o qual permitia a
calibracdo do aparelho em 5 escalas de sensibilidade (100, 200, 300, 400 e 500 mV) por ajuste do

ganho do amplificador.

B) Procedimentos: as solugdes de veneno e antiveneno foram filtradas em ultrafiltro 0,22
W, apos a qual foram feitas as incubagdes, em duplicata, permanecendo a 37° por 30 min e entdo
transferidas para refrigerador a 4 °C por periodo em geral de 24 h antes da execug¢do das leituras.

1# leitura: dispersdo total (Dt) - A mistura de incubagdo apos 24 horas, era submetida a
ultrassom por 1 minuto e feita a leitura imediatamente;

2% leitura: dispersdo do sobrenadante - A mistura de incubagio era centrifugada a 15000g
a4 °C por 30 min, o sobrenadante aspirado e feita a leitura;

3? leitura: dispersdo residual (R) - Ao sobrenadante, adicionou-se 0,11 ml de NaOH 1,0 N

por ml, repetindo-se a leitura.
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4% leitura, determinagdo de proteina - 0,1 ml da mistura de incubagdo e 0,1 ml do
sobrenadante apos centrifugagdo, eram transferidos para solu¢do de NaOH 0,1 N e feita a leitura
de densidade Optica a 280mp. A partir destes dados, calculou-se a quantidade percentual de

proteina precipitada e remanescente em solugao.

C) Analise das medidas nefelométricas: particulas de qualquer dimensdo imersas em um
meio liquido transparente causam mudanca de dire¢do dos raios luminosos devido as flutuacoes
de densidade, e portanto, do indice de refragdo na massa liquida, causadas pelo movimento
Browniano (Teoria de Smoluchowski-Einstein). Moléculas cujas dimensdes estdo abaixo de 1/20
do comprimento de onda do raio incidente, comportam-se como difusores puntuais e a
intensidade dos raios dispersos ¢ uniforme em qualquer angulo de medi¢do e em qualquer plano
centrado na linha do raio incidente. As moléculas maiores, possuindo mais de um centro de
difusdo, podem dispersar o raio incidente com diferengas de fase, portanto causando extingao por
interferéncia, especialmente nos angulos de observacao mais afastados do raio incidente. Por esta
razdo, a dispersao de luz ¢ muito utilizada para o estudo de grandes moléculas e polimeros,
podendo indicar sua concentracao, massa molecular e formato (Tager, 1972; Vollmert, 1973;
Longhurst, 1973; Tanford, 1961). Atualmente, a dispersdao de luz monocromatica, especialmente
de finos feixes monocromaticos coerentes obtidos por fontes laser, ¢ muito utilizada para
quantificagdo da reacdo antigeno-anticorpo (Roitt, 1994) por sua extrema sensibilidade e
capacidade de detectar mesmo a formagdo de complexos antigeno-anticorpo nao precipitantes. A
maioria destes métodos baseiam-se nas taxas ou velocidades de formag¢do de complexos, e
portanto, de incremento na dispersdo de luz, medida a angulo fixo, em geral a 90°. Como
exemplo, citamos o método de Hudson et al (1981).

As imunoglobulinas do soro de cavalo, mesmo apos digestdo péptica, como ¢ o caso dos

antivenenos ofidicos, desenvolvem com o antigeno em meio liquido uma reagdo que foi
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denominada de “floculagdo” por Ramon (1922), e estudada quantitativamente por Pappenheimer
& Robinson (1937). As caracteristicas mais distintivas desta reagdo sdo: uma ampla zona de
equivaléncia dentro da faixa de floculagdo, onde a quantidade formada de precipitado varia
linearmente com a quantidade de antigeno adicionado; as transi¢cdes abruptas para as zonas de
excesso de anticorpo e antigeno; e, a transformacgdo de flocos em complexos soluveis, tanto por
excesso de antigeno, quanto anticorpo (Cohn & Pappenheimer, 1949; Cohn, 1952; Kabat &
Mayer’s, 1971).

Pelo fato dos venenos bothropicos e seus antivenenos constituirem um sistema de
multiplos antigenos e anticorpos, a reacdo de floculacdo também depende de multiplos sistemas
de reacdo, nem sempre acontecendo na mesma velocidade. Assim, o registro continuo das taxas
de incremento da dispersdo de luz mostrou-se complexo, erratico, e portanto impraticavel.
Optamos por quantificar a reagdo em equilibrio, 24 h apds a incubacdo antigeno-anticorpo. Para
tal tivemos que desenvolver critérios proprios de interpretagdo quantitativa, baseados nos
conhecimentos classicos das reacdes de imunoprecipitacdo e floculacao.

A Fig. IV.2.7A representa o perfil classico das curvas de floculagdo obtidas pelos autores
citados. Na realidade, a curva obtida com um sistema de floculacdo poliespecifico, tem o mesmo
formato, podendo apresentar bandas de equivaléncia mais largas, pelo fato de resultarem do
somatorio de varias outras (Fig. IV.2.7B).

Considerando:

Dt = dispersao total (mV)

F = dispersdo pelos flocos (Dt — sobrenadante)

CS = dispersao pelos complexos soltuveis (Sbnte - R)

R = dispersao residual (Sbnte em NaOH 0,1 N)

R = Ag livre + Ac livre + outras proteinas
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Equacao de balango: Dt=F+Cs+R

FIG.IV.2.7A -Curva de Flocula¢do — Antigeno puro / Anticorpos tipo H

Pré-zona ! Zona de ' Pés-zona
Excesso ! equivaléncia . Excesso
de Ac : ' deAg

Quantidade de Flocos

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Quantidade de Anticorpos
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FIG. IV.2.7B — Curva de floculacio esperada — Sistema poliespecifico /
Anticorpos tipo H
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Normalizando por Dt = F/Dt + Cs/Dt + R/Dt =1

Na zona de equivaléncia Ag e Ac livres = 0 e R = outras proteinas,

donde vem:

R/Dt = C; ou seja

Na equivaléncia: F/Dt+ CS/Dt=1-C

No excesso de Ag: T R/Dt { CS/Dt T F/Dt

No excesso de Ac: 4 R/Dt T CS/Dt J F/Dt
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FIG.IV. 2.7C
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As figuras IV.2.7.C e D ilustram o comportamento esperados dos pardmetros medidos,
sem e com normalizacdo pela dispersdo total. A abscissa esta invertida em relacdo a figura
classica do comportamento zonal na imunoprecipitagdo e imunofloculagdo, que partem de
quantidade constante de anticorpo. Na condigdo presente, em que pretendiamos interpretar curvas
de neutralizagdo, partimos de quantidade constante de antigeno, ou desafio, porque o anticorpo de

cavalo permite esta inversao.

IV.2.8 - DETERMINACAO DA DENSIDADE DAS MISTURAS DE INCUBACAO
VENENO-ANTIVENENO.

Utilizou-se densimetro Anton Paar, modelo DMA-602, com cubeta de 1,0 ml,
termoestabilizada a 20 * 0,01 °C e que opera por ressonancia aclstica. A reprodutibilidade das

medidas vai até a sexta casa apos o grama. Cada determinagao foi realizada em duplicata.
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IV.3 - RESULTADOS

Os dados apresentados nesta secdo foram obtidos em associagdo como Luiz Carlos

Timo6teo Domingues de Carmo, Professor Carlos Ribeiro Diniz e David Toledo Velarde.

IV.3.1 - CURVAS DOSE-RESPOSTA DE ATIVIDADE HEMORRAGICA E
COMPARACAO DE POTENCIAS ENTRE VENENOS POR ENSAIOS PARALELOS.

A fig. IV. 3. 1 A mostra a curva dose-resposta (CDR) para o veneno de B. jararaca n®
870502. Para esta curva foram agrupados 194 observacdes provenientes de um grande niimero de
experimentos independentes e heterogéneos quanto a data e faixa de doses utilizadas. Nela pode-
se observar uma relagao linear entre o didmetro (&) médio das lesdes hemorragicas e o logaritmo
da dose de veneno, entre 08 e 185 cocm de & médio (regido 1).
Ap6s o valor de 1,85 cm ocorreu mudanga do coeficiente angular da reta (regido 2). No grafico
da fig. V.3.1A as barras representam as variancias (s°) dentro de cada nivel de dose nio excluidas
as variacOes cusadas pelas repeticdes em diferentes datas. A andlise de varidncia da regido 1,
contendo 183 observagdes, mostrou regressdo altamente significativa e desvio de linearidade
muito pequeno, confirmando a ado¢do do modelo linear ja sugerido pela inpecgdo visual. A
mudanca de coeficiente angular na regido 2 da CDR também foi encontrada por Kondo et al
(1960) para a atividade hemorragica do T. flavoviridis (crotalidae), a partir de & médio de lesdo
1,8 cm. Mais provavelmente, as CDRs de atividade hemorragica representam em sua primeira
regido a acdo dos HFs mais potentes, e na segunda, a interferéncia de enzimas fortemente
protelitica como a bothropasina (Mandelbaum et al, 1982); Queiroz et al, 1985a; Mandelbaum &

Assakura, 1988).
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As CDRs de B. jararaca para a referéncia FUNED 880530, Referéncia Nacional
Bra/Bot/002 e a mistura de venenos bothropicos (MVB), encontram-se nas fig. IV.3.1B, C e D,
respectivamente. Cada uma destas corresponde a um Unico experimento em quadrado latino 6 x 5
ou 5 x 5, delineado exatamente para a obten¢do de @ médios dentro da faixa linear. Em todos, a
analise de variancia e a inspecao visual mostrou um bom ajuste ao modelo linear.

As variancias dentro da dose (erro amostral) das trés ultimas CDRs mostraram-se
sensivelmente menores que a correspondente da fig. IV.3.1A, devido a diferenca de
delineamento. Na fig. IV.3.1A, a variancia dentro da dose estd inflada pelas contribui¢des “entre
ratos”, “entre posigdes” e “entre diferentes experimentos” nao eliminadas no calculo. Os baixos
valores para as varidncias “entre ratos” e “entre posicdes”, nas fig. IV.3.1B, C e D em
comparagdo com a variancia dentro da dose, refletem a padronizagdo do animal e da técnica
experimental. Em experimentos rotineiros, a ado¢do de uma andlise mais simples, sem a
computacdo “entre ratos” e “entre posi¢coes” ndo conduziria a elevacao significativa da variancia
residual (erro amostral). Abaixo do grafico de cada CDR estd a equagdo de minimos quadrados
para a reta, necessaria para o calculo de interpolagdo e, parametros descritivos de uso corrente
como DMH e coeficiente de ajuste linear (coeficiente de Pearson).

A comparacdo de poténcias hemorragicas entre venenos, por meio de CDRs obtidas
concomitantemente e em igualdade de condigdes, € o uso mais imediato de CDRs que preencham
individualmente os critérios de validade fundamental e estatistica. Sendo o ® médio da lesao
hemorragica proporcional ao log dose do veneno, o critério de similaridade exige o paralelismo.

Nos experimentos ilustrados nas fig. IV.3.1E a G, dois venenos distintos
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LESOES HEMORRAGICAS INTRADERMICAS NO DORSO DE RATOS, INDUZIDAS PELO VENENO
BRUTO DE B. jararaca

L

FIG.1V.3.1A
B. jararaca 870502

N
I

DIAMETRO MEDIO DAS LESOES HEMORRAGICAS (cm)

{

T T
1,0 1,2 1.4 1,6 1.8 2,0
LOG DA DOSE DE VENENO (ul0,1 ml)

Equaciio da reta: & (cm) = 1,55 . log (ug de ven./0,1 ml) - 0,81 (correspondente aos valores compreendidos entre 0,99 a
1,71 unidades de log). Os niimeros sobre as barras indicam o nimero de repeticdes para cada dose de veneno. DMH = 14,7
(12,0-17,6) pg de veneno/0,1 ml, p a0,05. As barras representam as variancias dentro da dose, para cada dose de veneno. r
=0,7139. Limite minimo de detec¢do = 3,3 ug de veneno

ANALISE DE VARIANCIA
FONTE DE SOMA DE G. L. QUADRADO F calc. F crit
VARIACAO QUADRADOS MINIMO (P 0 0,05)
Regressao 24,93 1 24,930 184,70 3,91
Desvio de 0,88 10 0,088 0,65 1,89
Linearidade
Dentro da dose 23,09 171 0,135
Total 48,90 182
F1G. 1V.3.18B
2

B. jararaca Ref. FUNED 880530
Delineamento experimental:
Quadrado Latino 5 x 6

DIAMETRO MEDIO DAS LESOES (cm)

0 —7 T T T T T
1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

Equacdo da reta: & (cm) = 1,024 . log (ug de ven./0,1 ml) - 0,35. Cada ponto repreSéitt @ medts 3¢5 'déterminacdes. DMH = 20,6
(17,7 - 24,0) pg/0,1 ml, p 00,05. r = 0,9982. Limite minimo de detec¢do = 2,2 ng de veneno

ANALISE DE VARIANCIA
FONTE DE SOMA DE G.L.  QUADRADO F calc. F crit
VARIACAO QUADRADOS MINIMO (p @ 0,05)
Entre ratos 0,4684 4 0,1171 2,66 3,06
Entre posicdes 0,1888 5 0,0378 0,86 2,90
Regressao 0,8606 1 0,8606 19,51 4,54
Desvio de
linearidade 0,0962 4 0,0241 0,54 3,06
Dentro da dose 0,6609 15 0,0441
Total 2,1787 29
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FIG.1V.3.1C 277
Ref. Nacional B.j. Bra/Bot/002
Delineamento experimental:

Quadrado Latino 6 x 5

DIAMETRO MEDIO DAS LESOES (cm)
I

0 = T

T T T T
09 10 11 12 13 14 15 16 1

LOG DA DOSE DE VENENO (ul/0,1 ml)

T
7 18

Equagdo da reta: @(cm) = 0,97. log (ug de ven./0,1ml) - 0,36. Cada ponto representa a média de 5 determinagdes.
DMH = 26,8 (20,2 - 35,7) ug/0,1 ml. p a 0,05. r = 0,9963. Limite minimo de detec¢do = 2,35ug de veneno

ANALISE DE VARIANCIA

FONTE DE SOMA DE G. L. QUADRADO F calculado F crit
VARIACAO QUADRADOS MINIMO (p 0. 0,05)
Entre ratos 0,1007 5 0,0201 0,35 2,90
Entre posi¢des 0,1532 5 0,0306 0,53 2,90
Regressdo 1,7509 1 1,7509 30,50 4,54
Desvio de
linearidade 0,0466 3 0,1553 0,27 3,29
Dentro da dose 0,8603 15 0,0574
Total 29117 29

FIG. IV.3.1D 2,

Mistura de venenos botrépicos

Delineamento experimental:

Quadrado Latino 5 x 5 _

o 11
0 ; ‘ ‘ ‘
0,8 1,0 1,2 14 16 2,0

LOG DA DOSE DE VENENO (ul/0,1 ml)
Equac@o da reta: J(cm) = 0,84 . log(pg de ven. /0,1ml) - 0,19.Cada ponto representa a média de 5 determinagdes.
DMH =274 (17,9 - 41,8) pug/0,1 ml, p 00,05.r = 0,9820. Limite minimo de detec¢do = 1,68 pug de veneno.

ANALISE DE VARIANCIA
FONTE DE SOMA DE G. L. QUADRADO F calculado F crit
VARIACAO QUADRADOS MINIMO (p o 0,05)
Entre ratos 0,3754 4 0,0938 0,96 3,26
Entre posic¢oes 0,0269 4 0,0067 0,07 3,26
Regressao 3,2002 1 3,2002 32,62 4,75
Desvio de 0,0212 3 0,0071 0,07 3,49
linearidade
Dentro da dose 1,1767 12 0,0981
Total 4,4625 24
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COMPARACAO DAS POTENCIAS HEMORRAGICAS DE VENENOS DE B. jararaca EM ENSAIOS
PARALELOS NO RATO. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: 3 X 3. EM QUADRADO LATINO 6 X
6,6 X5E 6X3.

FIG.1V.3.1E
2
o  B.jararaca 870502 Foqte de G.L. Quad'rado F
e Ref. FUNED 880530 Variacao Mimimo
g Preparagio 1 0,1167 2,91
g Regressdo 1 2,0124 50,26*
@ Paralelismo 1 0,5550 13,86%
g Linearidade 2 0,0218 0,50
9 Entre ratos 5 0,0371 0,93
T
= Dentro da 25 0,0400
o
x dose
'_
= Total 35
2 ota
o
0 \ \ \ \ \ \ \
0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6
LOG DA DOSE DE VENENO (ng/0,1 ml)
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FIG.1V.3.1G
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foram ensaiados sobre os mesmos animais em trés doses, sendo as regressdes altamente
significativas e os desvios de linearidade ndo significativos. Dos trés ensaios, um nao satisfaz
nitidamente o critério de paralelismo, enquanto nos dois restantes, paralelismo pode ser aceito ao
nivel de pa 0,10. De fato, a inspecdo visual mostrou cruzamento entre as linhas de regressao
dentro da faixa experimental. Considerando que as variancias residuais foram baixas e o
delineamento correto, sem heterogeneidade significativa de sensibilidade entre animais, desvios
significativos de paralelismo poderiam ser demonstrados por uma expansdo de Sxx a custa de

intercalamento de doses, ja que a amplitude da abscissa esta em seus limites.
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IV.3.2 - ALTERACOES DA CDR DE ATIVIDADE HEMORRAGICA DO VENENO
PELO ANTIVENENO (PROCEDIMENTO o).

No experimento mostrado na fig IV.3.2, a CDR hemorragica do veneno B.j. 870502 (Fig.
IV.3.1A) foi comparada a duas outras CDRs do mesmo veneno, nas quais cada dose foi incubada
previamente com volume constante de antiveneno. Apesar da variancia residual alta, o desvio de

paralelismo pode ser detectado, devido a sua intensidade.

FIG. IV.3.2 - Efeito do AB-FUNED 881122 sobre o coeficiente angular da cdr-
hemorragica do veneno de B. jararaca 870502. Delineamento experimental:
quadrado latino 6 x 6.

e Controle
4 SAB (10 ul)
o SAB (20 pl)

DIAMETRO MEDIO DAS LESOES (cm)
|

1.2 14 16 1.8 2.0
LOG DA DOSE DE VENENO (ug/0,1 ml)

G.L. QM.

Desvio de 2 3,85%
paralelismo

Dentro da dose 225 0,1151
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IV.3.3 - CURVAS DE NEUTRALIZACAO DE UM DESAFIO FIXO DE VENENO PELO
ANTIVENENO (PROCEDIMENTO ).

A curva de neutralizagdo de um antigeno biologicamente ativo por um soro hiperimune,
corresponde ao estabelecimento empirico de uma relagao entre a regressao da intensidade inicial
da resposta com a dose ou concentracdo do soro. O nivel de desafio foi escolhido em 53,7 ug
para o B. j. 870502, através da CDR (fig. IV.3.1A) no limite extremo da linearidade. O mesmo
desafio, em massa,foi extendido arbitrariamente para os demais venenos. O experimento basico
para a obtencao destas curvas foi o quadrado latino 6 x 6 ou 6 x 5, onde um ponto corresponde ao
desafio e os demais a mistura prévia deste, com diferentes quantidades de antiveneno. Para as
curvas apresentando mais de 6 pontos, dois ou trés experimentos (6 x 6 ou 6 x 5), foram
conduzidos em paralelo, sendo as respostas ao desafio agrupadas em uma unica média. As curvas
IV.3.3 A-L mostram os resultados para diferentes venenos e antivenenos. Cada ponto representa
a média de 6 determinagdes. A andlise de varidncia foi conduzida segundo o modelo mais
simples, isto ¢, uma unica varidvel de classificacdo, o que permitiu controlar a qualidade dos
resultados e da técnica experimental pela variancia “dentro da dose” ou variancia residual (V. R.).
Com a excecdo da curva L, onde o AL-Butantd neutralizou apenas parcialmente o B. j. 870502,
ocorreu nas demais redugdo progressiva mas nao proporcional, do ® médio da lesdo hemorragica,
em funcdo da quantidade de antiveneno, até a extingdo total da resposta. Morfologicamente, estas
curvas se apresentaram heterogéneas e sem qualquer possivel eixo de simetria. No intuito de

facilitar a descri¢ao, foram agrupadas em trés classes:
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FIG. IV.3.3-Curvas de neutralizagio da atividade hemorragica de venenos bothrdpicos e laquético pelo antivenenos.
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1% neutralizagdo total da atividade hemorragica sob consumo minimo de antiveneno
(volumes < 5 ul). O primeiro exemplo ¢ a curva E2 onde 53,7 pug de um veneno de B.
Jjararacussu 8701108 foram totalmente neutralizados por apenas 2 ul (175 pg de proteina) do
ABL FUNED 900530. Em segundo lugar, a neutralizacdode 53,7 pug de L. m. muta 881003
por 4 ul do mesmo antiveneno (curva K) e a neutralizacdo de 53,7 mg de B. jararacussu
91002 por 4 ul do AB 920928 (curva nao mostrada). Nestas, o @ médio de partida e o valor
zero, estdo unidos, portanto sendo possivel que o uso de doses menores de antiveneno
pudesse mostrar uma linha mais complexa.

2% Neutralizagdo total da atividade hemorragica sob consumo intermediario de antiveneno
(volume > 5 pl e < 10 ul). O prototipo deste tipo € a curva J onde o veneno de L. m.muta foi
inativado pelo AL-Butantd. Pode-se observar uma primeira regido da curva, onde ocorre
linearmente uma intensa redugao do & médio da lesdo ( até 87 % de redugdo) em fungdo da
quantidade de antiveneno. A seguir, uma segunda regido de inclinacdo mais baixa até a
inativacao final da resposta. Outras curvas de neutralizacao desta classe ndo apresentadas na

fig. IV.3.3 foram:

Veneno Antiveneno
B. moojeni 920523 AB-FUNED 881122
B. moojeni 920523 AB-FUNED 920929
M.V.B. AB-FUNED 920929
B. moojeni 889429 ABL-FUNED 900530

3% neutralizagdo total da atividade hemorragica sob alto consumo de antiveneno (volumes >
10 ul): nesta classe enquadrou-se a maioria das curvas da fig IV.3.3 e sdo aquelas que
apresentaram pelo menos trés regides: uma regiao inicial de declividade mais alta; uma regido
intermediaria de menor declividade ou mesmo horizontal como na curva E; e, uma regido

final onde a inativag¢ao total era atingida.
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IV.3.4 - RELACAO ENTRE DESAFIO E A QUANTIDADE DE ANTIVENENO PARA
NEUTRALIZACAO TOTAL DA ATIVIDADE HEMORRAGICA - “LEI DOS
MULTIPLOS DE PROPORCAOQO”.

Estas foram aqui denominadas curvas ‘“euteridticas” ou curvas de equivaléncia ou
funcional, porque em cada nivel de desafio, a quantidade de antiveneno era justamente o
suficiente para extingdo da resposta biologica, ndo tendo, portanto, o significado de equivaléncia
imunoquimica. O experimento padrdo para a obtengdo de cada ponto de equivaléncia foi o
quadrado latino 6 x 6 com cinco doses de antiveneno e um controle de veneno puro. A diferenca
deste experimento para os da curva de neutralizagdo, ¢ que neste caso, as doses de antiveneno
foram alocadas em torno da expectativa prévia para inativagdo total, com o objetivo de
determinar precisamente este ponto e ndo o delineamento de toda a curva. Na fig. [V.3.4, pode-se
verificar que trés das cinco relagdes de equivaléncia funcional mostraram excelente ajuste linear,
enquanto em dois casos, a inspecdo visual indicou a existéncia de dois segmentos lineares
designadas a e b. As equagdes para as relagdes lineares e os segmentos apontados, anotados
abaixo de cada figura, foram utilizadas para o calculo das expectativas de consumo de antiveneno
a partir do equivalente de B. jararaca (vide sec¢des IV.2.6 e IV.3.5).

Para cada valor de abscissa nestas figuras foi representado o seu valor corrigido pelo
limite minimo de detecdo (simbolos vazios) e, a partir destes, recalculadas as regressdes. Os
coeficientes angulares normalizados destas curvas mostraram que os pares B. j. 870502 & AB-
FUNEDS881122 e B. j. R.F880103 & AB-FUNED 920928, preencheram as expectativas da “Lei

dos Multiplos de Propor¢do”, dentro da faixa experimental de concentragdes.
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FIG. IV.3.4 — Relagido entre desafio de veneno bruto e a quantidade de antiveneno para neutralizagao total da

atividade hemorragica
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IV.3.5 - O VENENO DE B. jararaca COMO REFERENCIA PARA AFERICAO DA
POTENCIA ANTI-HEMORRAGICA DOS ANTIVENENOS, FRENTE AOS VENENOS
DAS ESPECIES COMPONENTES DA MISTURA IMUNOGENICA BOTHROPICA -
SUBSTITUICAO DE REFERENCIAS - EQUIVALENCIA ANTIGENICA.

Para a situagdo enunciada pelo titulo desta se¢do, a referéncia de B. jararaca deveria
cumprir as fun¢des de padrdo funcional e antigénico (vide quadros 1.5.5B e I). Um dos acessos
experimentais ao problema, seria nas curvas de neutralizagdo (secdo IV.3.3) partir sempre do
mesmo & médio de lesdo, para os diferentes venenos bothrépicos, supondo que esta igualdade
pudesse significar quantidades iguais de fatores jemorragicos a serem neutralizadas. A ado¢do
desta abordagem, demandaria ensaios paralelos entre os diversos venenos e calculo das doses
equipotentes. Sabendo pelos resultados da secao IV.3.1 E, F e G, que o dispéndio adicional de
animais e insumos ndo seria justificado, optamos pelo calculo das doses equipotentes,
simplesmente por interpolagdo de dados nas CDRs ja disponiveis (vide se¢ao IV.2.6A). Assim,
para as tabelas IV.3.5A - F, os volumes de antivenenos para neutralizagdo total de quantidade
fixa de cada veneno, foram determinados em experimento 6 x 6 (5 doses e 1 controle). Estes
volumes de antiveneno para neutralizacdo total correspondem nas tabelas a coluna
“Experimental’e, os ® médios das lesdes obtidas sem antiveneno (controle = média de 6
determinagdes) a coluna sob o mesmo titulo. Os @ médios das lesdes produzidas por cada veneno
foram entdo interpolados na CDR do veneno de referéncia que consta do cabecalho de cada
tabela (fig. IV.3.1A-D), e os “equivalentes de B. jararaca”, obtidos. Com estes ultimos valores
(Eq. de B. jararaca), obteve-se na curva de equivaléncia funcional correspondente ao par veneno-
antiveneno de cada tabela, uma estimativa de consumo de antiveneno para neutralizagao total de

cada veneno, que foram
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TABELA IV.3.5A - Previsdo do consumo de AB-FUNED 881122 para neutralizagdo total de 53,7 pg/0,1 ml de
venenos botrdpicos, através da transformacgado para dose equihemorrdgica de B. jararaca 870502.

VENENOS DIAMETRO EQUIVALENTE ul DE AB-FUNED
MEDIO DAS DE B. jararaca (ug)
LESOES (cm) PREVISTO EXPERIMENTAL
B. jararacussu 870108 0,97 13,9 10,1 10
B. moojeni 880429 1,38 25,7 22,3 20
B. alternatus 880325 1,38 25,8 22,3 22
B. neuwiedi 891028 1,55 33,2 30,1 21
B. jararaca 870502 1,89 55,2 52,8 50
B. atrox 890618 1,73 434 40,7 >40*
L. m. muta 881003 1,18 19,2 15,6 40%*

*-neutralizagdo parcial, ndo entra no célculo da correlagao
**_apesar da neutralizagao ter sido total, este valor ndo entra nos calculos por se tratar de género diferente

FIG.IV.3.5A - Correlagdo entre os valores de AB-FUNED 881122 previsto ¢
experimental para neutralizacdo total do veneno de B. jararaca 870502
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entdo colocadas na coluna “Previsto”. A correlagdo entre os valores “Previstos”c os
“Experimentais” foram entdo determinadas e ilustradas graficamente abaixo de cada tabela (fig
IV.3.5A - F). O procedimento acima descrito ndo ¢ o Unico possivel ou adequado. Poderiamos,
partindo dos volumes de antiveneno para neutralizacdo total de cada veneno, entrar na curva de
equivaléncia funcional daquele antiveneno com a referéncia de B. jararaca e calcular o
equivalente antigénico em termos de massa da referéncia. Este ultimo valor seria entdo
correlacionado com a coluna de “equivalente de B. j.” para igual ® médio de lesdo. Em todo o
caso, os dois procedimentos sdo matematicamente e conceitualmente equivalentes, exceto nos
casos das curvas de equivaléncia funcional com dois segmentos, onde pode ocorrer histerese.

As fig. IV.3.5A e B contém os resultados do 1° ciclo de comparagdes, porque o conjunto
de venenos e o veneno de referéncia sao os mesmos. O AB-FUNED 881122 (Fig. IV.3.5A), cuja
mistura imunogénica nao contem B. atrox (vide se¢ao IV.2.2), conduziu a resultados excelentes
em termos de previsibilidade de consumo de antiveneno (equivaléncia antigénica), permitindo
um grau de acerto de 94,7 %, dado pelo coeficiente de determinacio (R?). Ainda no 1° ciclo, o
ABL-FUNED 920530 no qual o veneno de B. atrox corresponde a 50 % da mistura imunogénica,
conduziu a uma previsibilidade insatisfatoria (56 %) - fig. IV.3.5B). Para o 2° ciclo, o AB-
FUNED 881122 e o B. jararaca 870502 foram mantidos, enquanto todo o conjunto de venenos
bothropicos foi substituido. A previsibilidade do consumo de antiveneno foi de apenas 40 %
(Tabela e fig. IV.3.5C) . Deve-se notar que a partir do 2° ciclo, a massa de veneno utilizada foi
arredondada para 50 pg por volume de inoculagdo. O 3° ciclo (Tab. E fig. IV.3.5D) manteve o
mesmo conjunto de venenos bothropicos que o 2° ciclo, passando o antiveneno ao AB-FUNED

920928 (nao
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TABELA IV.3.5B - Previsdo do consumo de ABL-FUNED 900530 para neutralizacao total de 53,7 nug/0,1 ml de
venenos botrdpicos, através da transformacgao para dose equihemorragica de B. jararaca 870502.

VENENOS

DIAMETRO EQUIVALENTE

pl DE ABL-FUNED

MEQIO DAS  DE B. jararaca (ug) PREVISTO EXPERIMENTAL
LESOES (cm)

B. jararacussu 870108 0,96 13,9 1,4 2

B. moojeni 880429 1,32 23,6 8,9 7

B. alternatus 880325 1,35 24,6 9,7 12

B. neuwiedi 891028 1,50 30,9 14,5 12

B. jararaca 870502 1,71 422 20,2 21

B. atrox 890618 1,40 26,6 11,2 25

L. m. muta 881003 1,32 23,6 8,0* 4*

* - ndo usados na correlagdo

30

FIG.IV.3.5 - Correlagdo entre os valores de ABL-FUNED 900530 previsto e
experimental para neutralizagdo total do veneno de B. jararaca 870502
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TABELA 1V.3.5C - Previsao do consumo de AB-FUNED 881122 para neutralizagio total de 50,0 pug/0,1
ml de venenos botropicos, através da transformagao para dose equihemorragica de B. jararaca 870502

VENENOS DIAMETRO EQUIVALENTE DE ul DE AB-FUNED
MEDIO DAS B. jararaca (ug) PREVISTO EXPERIMENTAL
LESOES (cm)

B. jararacussu 921002 1,07 16,3 12,6 9

B. moojeni 920523 1,15 18,4 14,7 10

B. alternatus 921103 1,15 18,4 14,7 20

B. atrox 920716 1,21 20,1 16,5 30

B. jararaca 1,28 22,3 18,8 25

Ref. FUNED 920105

B. jararaca 920412 1,33 24,0 20,6 30

B. jararaca 1,49 30,5 27,3 50

Ref. FUNED 880102

B. neuwiedi 920915 1,53 32,3 29,2 21

VOLUME DE AB (EXPERIMENTAL) (uL/0,1 ml)

FIG. IV.3.5C- Correlagdo entre os valores de sab-FUNED 881122 previsto e
experimental para neutralizagdo total do veneno de B. jararaca 870502

[¢)]
o
|

N
o
|

w
o
|

N
o
|

-
o
|

r=0,663
R =0,400

\ \ \
10 20 30 40

VOLUME DE AB (PREVISTO) (uL/0,1 ml)

112




TABELA 1V.3.5D - Previsao do consumo de AB-FUNED 920928 para neutralizagao total de 50,0 ng/0,1
ml de venenos botropicos, através da transformagdo para dose equihemorragica de B. jararaca Ref
Nacional Bra/Bot/002.

VENENOS DIAMETRO EQUIVALENTE DE ul DE AB-FUNED
MEDIO DAS B. jararaca (1g) PREVISTO EXPERIMENTAL
LESOES (cm)

B. alternatus 921103 1,07 29,8 9,8 15

B. jararacussu 921002 1,2 40,6 10,6 5

B. jararaca

Ref. Nac. 002 1,25 45,7 15,7 16

B.jararaca 920412 1,27 479 17,9 20

B. neuwiedi 920915 1,29 50,2 18,6 15

B. moojeni 920523 1,34 56,6 20,2 5

B. atrox 920716 1,36 59,3 26,6 25

B. jararaca

Ref. FUNED 880103 1,41 66,8 36,8 25

B. jararaca

Ref. FUNED 920105 1,43 70,0 40,0 22

FIG.IV.5.D - Correlagdo entre os valores de AB-FUNED 920928
previsto e experimental para neutralizacdo total do veneno de B.
jararaca Ref. Nacional Bra/Bot/ 002
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TABELA IV.5.3E - Previsao do consumo de AB-FUNED 920928 para neutralizacao total de 50,0 nug/0,1
ml de venenos botropicos, através da transformacgdo para dose equihemorragica de B. jararaca Ref.

FUNED 880103

VENENOS DIAMETRO ul DE AB-FUNED
MEDIO DAS EQUIVALENTE PREVISTO EXPERIMENTAL
LESOES (cm) DE B. jararaca (pg)

B. alternatus 921103 1,07 24,9 10,8 15

B. jaracussu 921002 1,2 33,4 14,7 5

B. jararaca 920412 1,27 39,1 17,3 20

B. jararaca

Ref. Nac. 002 1,25 37,3 16,5 16

B. neuwiedi 920915 1,29 40,9 18,1 15

B. moojeni 920523 1,34 45,7 20,4 5

B. atrox 920716 1,36 47,8 21,3 20

B. jararaca

Ref. FUNED 880103 1,41 53,5 23,9 25

B. jararaca

Ref. FUNED 920105 1,43 56,0 25,1 22

FIG. IV.3.5.E - Correlagdo entre os valores de AB-FUNED 900928 previsto
e experimental para neutralizacdo total do veneno de B. jararaca ref. FUNED
880103.
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TABELA 1V.3.5F - Previsao do consumo de AB-FUNED 920928 para neutralizagio total de 50,0 ng/0,1
ml de venenos botropicos, através da transformagdo para dose equihemorragica da mistura de venenos

botrdpicos

VENENOS DIAMETRO EQUIVALENTE DE ul DE SAB-FUNED
MEDIO DAS M.V.B. (ng) PREVISTO EXPERIMENTAL
LESOES (cm)

B. alternatus 921103 1,07 31,6 7,2 15

B. jararacussu 921002 1,2 45,2 10,7 5

B. jararaca 1,25 51,8 12,5 16

Ref. Nac. 002

B.jararaca 920412 1,27 54,7 13,2 20

B. neuwiedi 920915 1,29 57,8 14,0 15

B. moojeni 920523 1,34 66,3 16,2 5

B. atrox 920716 1,36 70,0 17,2 30

B. jararaca 1,41 80,3 20,0 25

Ref. FUNED 880103

B. jararaca 1,43 84,8 21,1 22

Ref. FUNED 920105

VOLUME DE AB (EXPERIMENTAL) (uL/0,1 ml)

40
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FIG. IV3.5F - Correlagdo entre os valores de AB-FUNED 900928
previsto e experimental para neutralizagdo total da mistura de venenos
botropicos.
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produzido com B. atrox na mistura imunogénica) ¢ o veneno de comparacdo a Ref.
Nacional BRA-BOT-002. A previsibilidade foi 43,9 %. Para 0 4° e 0 5° ciclos (Tabs e fig IV.3.5E
e F), o conjunto de venenos bothropicos foi mantido, como também o AB-FUNED 920928,
enquanto se utilizou o Ref. FUNED B. jararaca 880103 e a “Mistura de Venenos
Bothropicosrespectivamente, como venenos de comparagdo, obtendo-se 24 % e 25,6 % de
previsibilidade.

Nos cinco ciclos de comparagdo, a correlagdo foi investigada entre colunas, porque se
procurou medir a influéncia de veneno de referéncia em cada ciclo, na previsibilidade do
consumo de um antiveneno bothropico. Para responder em que montante o veneno de cada
espécie contribuiu para a previsibilidade ou imprevisibilidade, foram pesquisadas as correlagdes
por espécie, ou horizontalmente. Os resultados na tabela IV.3.5G mostraram que, em se usando
uma referéncia de B. jararaca ou “Mistura Imunogénica Bothropica”, somente os venenos de B.

alternatus e B. newiedi foram neutralizados por quantidade previsivel de antiveneno.

TABELA 1V.3.5G — Previsibilizade do consumo de AB-FUNED 920928 para
neutralizagdo total de 50,0 pl/0,1pul de venenos bothropicos, para neutralizagdo total da
atividade hemorragica, segundo a espécie bothropica

Veneno N° de comparagdes Coeficiente de
determinagao R

B. jararacussu 6 0,29

B. moojeni 6 0,12

B. alternatus 6 0,78

B. neuwiedi 6 0,92

B. atrox 5 0,10

B. jararaca 14 0,12
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IV.3.6 - DISPERSAO DE LUZ PELOS PRODUTOS DA REACAO VENENO-
ANTIVENENO - AVALIACAO DO COMPORTAMENTO ZONAL DA MISTURA
VENENO-ANTIVENENO.

Estes experimentos foram conduzidos na tentativa de esclarecer os desvios da “Lei dos
Multiplos de Propor¢ao” ilustrados nas fig IV.3.4A-C. Infelizmente, a Ref. Nacional para B.
Jjararaca Bra-Bot-002 extinguiu-se, ndo permitindo os estudos relacionados a fig. IV.3.4C. As
fig.IV.3.6A-C apresentam as curvas de neutralizacdo de quantidade fixa do B. jararaca 870502

pelo ABL-FUNED 900530, em trés niveis de desafio a saber: 53,7 pg/0,1 ml

FIG. IV.3.6A — Dispersdo de luz policromatica visivel pelos produtos da reagdo entre B. jararaca
870502 (53,7 ng/0,1 pl) e ABL-FUNED 900530.
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FIG. IV.3.6B — Dispersao de luz policromatica visivel pelos produtos da reacao entre B. jararaca 870502 (32,2

1g/0,1 pul) e ABL-FUNED 900530.
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FIG. IV.3.6C — Dispersdo de luz policromatica visivel pelos produtos da reagdo entre B. jararaca 870502 (15,3

pg/0,1 pl) e ABL-FUNED 900530.
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localizado no segmento b da curva de equivaléncia funcional; 32,2 pg/0,1 ml localizado
justamente no ponto de inflexdo e 15,3 nug/0,1 ml localizado no segmento a (vide fig. IV.3.4A).
Estas, foram avaliadas nefelometricamente segundo descri¢do na secdo IV.2.7. e também
biologicamente, sendo os volumes minimos para neutralizagdo total indicados. No experimento
realizado com 53,7 ng/0,1 ml, os flocos recolhidos por centrifugacdo foram lavados e injetados
intradermicamente em ratos, ndo se observando qualquer lesdo. A atividade hemorragica
remanescente permaneceu no sobrenadante até sua extingdo no volume indicado. Amostras da
mistura de incubagdo total (0,1 ml) e amostras do sobrenadante apds centrifugacao (0,1 ml),
foram dissolvidas em NaOH 0,1 N, suas absorbancias a 280 mpu determinadas, fornecendo uma
avaliacdo da quantidade de proteina precipitada, por diferenca. Na curva IV.3.6A a diferenca
tornou-se perceptivel aos 9 pl de ABL com 2,8 %, atingiu um pico de 16 % aos 21 ul de ABL e
decaiu até¢ 7,1 % aos 30 ul. A curva de precipitacdo, em termos de quantidade de proteina
avaliada por A280 mostrou-se entdo defasada da curva de floculag@o. Para a curva IV.3.6C com
15,3 pg de antigeno (veneno), a diferenca tornou-se perceptivel apos 3,0 ul de ABL (0,5 %) e a
partir de 5,0 pl flutuou em torno de 3 %, sem também acompanhar o perfil da floculagdao
nefelométrica. A curva IV.3.6B ndo foi avaliada sob este parametro. As trés curvas apresentadas
nesta se¢do, isto €, as curvas de dispersao total e pelos flocos, mostraram perfil que se assemelha
a descricdo classica das curvas de floculagdo, segundo autores j& citados na secdo IV.2.7.
Somente a IV.3.6A foi desenvolvida até o ponto de excesso de anticorpos, a partir de 27 pl de
ABL em relacao aos 53,7 ng/0,1 ml de antigeno. Deve-se ressaltar a esse respeito, que na curva
IV.3.6B ndo se chegou a esse ponto onde a floculagdo decresce com o excesso de anticorpos,
embora a concentracdo de antigeno fosse 32,2 pg/0,1 ml (ponto de inflexdo da curva de

equivaléncia).
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Admitindo provisoriamente a adequagdo do modelo de analise proposto na secao (IV.2.7)
e ilustrado pelas fig. IV.2.7C e D, descreveriamos:

» a curva de neutralizacdo de 53,7 mg (fig. IV.3.6A) apresentou a zona de equivaléncia dos 15
aos 27 ul de antiveneno, como indicado pela relativa constancia das proporg¢des F/Dt, Cs/Dt e
R/Dt, tendo a neutralizagdo da atividade hemorragica ocorrido dentro desta regiao;

= acurva de neutralizagdo de 32,2 ug (fig. IV.3.6B) apresentou zona de equivaléncia entre 10 e
25 ul de antiveneno, idem;

= acurva de neutralizagdo de 15,3 pg (fig. IV.3.6C) apresentou zona de equivaléncia entre 5 e 8
ul de antiveneno, ibidem.

Para melhor visualizar a dependéncia da curva de flocula¢do na concentragao de antigeno,
as trés curvas de dispersdo devida aos flocos das figuras ja citadas, foram colocadas no mesmo
grafico (fig. IV.3.6D). Nas regides de excesso de antigeno e equivaléncia, a adi¢do de mais
antigeno causa diminui¢ao do tamanho do complexo antigeno-anticorpo e, portanto, dissolugao
dos precipitados ou flocos, dependendo do tipo de anticorpo usado (Marchalonis, 1982). Este
procedimento, corresponde no grafico da fig. IV.3.6D a passar da curva B para a curva C abaixo
do ponto de abscissa de 18 pl de ABL por adigdo de mais 21,5 pg de veneno. O resultado foi o
esperado, com diminuicdo da intensidade de dispersao pelo flocos na faixa de abscissa que vai de

3 a18 ul de ABL.
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FIG.IV3.6D — Dispersao de luz policromatica visivel pelos produtos da reagao
entre B. jararaca 870502 e ABL-FUNED 900530 em trés niveis de
concentragdo do veneno.
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A partir de 19 ul de ABL, a adi¢do de mais antigeno (adi¢do simulada) provocou mais
floculacdo, embora ainda dentro da zona de equivaléncia da curva B. Este fato pode ser
visualizado pelo cruzamento da curva B pela C logo a direita do ponto de neutralizagdo dos 32,2
ug de veneno. A neutralizagdo dos 53,7 pug de veneno ocorreu com apenas a adi¢do de mais 2 pl
de antiveneno. Este fendmeno de que uma mesma ou, praticamente a mesma, quantidade de
antisoro neutralize quantidade dobrada de toxina, desde que adicionada de uma sé vez, foi
descrito por Danysz (1902) em relagdo a toxina diftérica.

Das cinco curvas de equivaléncia funcional apresentadas na fig. 1V.3.4, trés foram

submetidas aos estudos por dispersdo de luz, mantendo-se as propor¢des na qual o volume
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FIG.IV.3.6E — Dispersdo de luz policromatica visivel pelos produtos da reagdo entre B. jararaca
870502 e ABL-FUNED 9005030 em propor¢ao para neutralizagéo total.
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de antiveneno era o minimo necessario para anular toda a atividade hemorragica do veneno, ou
propor¢des euteriaticas. A curva de equivaléncia funcional B. jararaca 870502-AB-FUNED
881122 (Fig IV.3.4A) que seguiu a “Lei dos Multiplos de Propor¢ao”, submetida aos estudos de
nefelometria (Fig IV.3.6E), mostrou um perfil de que estivesse adentrando a
regido de excesso de anticorpos. O par B. jararaca 870502-ABL FUNED 900530 (Fig IV.3.4A),
contrastando com o primeiro por ndo ter seguido a esperada linearidade, apresentou perfil
nefelométrico de que perpassasse da regido de excesso de antigeno até a regido de excesso de

anticorpos (Fig IV.3.6F). Devido ao pequeno nimero de pontos,
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FIG. IV.3.6F — Dispersao de luz policromatica visivel pelos produtos da reagdo entre B. jararaca 870502 e
ABL-FUNED 900530 em propor¢ao para neutralizagdo total.
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procurou-se fazer curvas mais amplas, o que ndo foi possivel para o AB- FUNED 881122 ¢ o
Bra-Bot 002, cujos estoques haviam terminado. A repeticdo da curva entre B. jararaca 870502 e
ABL-FUNED 900530, utilizando desta vez as propor¢des segundo a curva de equivaléncia
funcional corrigido (vide fig. IV.3.4A), esta representada nos graficos da fig IV.3.6G, os quais
indicaram que o primeiro ponto da curva de equivaléncia funcional (15,3 pl ven/6ul ABL),
estava localizado no inicio da zona de equivaléncia e, os demais, permaneciam nesta. Igual
evidéncia foi encontrada nos graficos da Fig IV.3.6.H, de que o primeiro ponto na curva de
equivaléncia funcional entre a Ref. FUNED B. jararaca 880103 e AB-FUNED 920928 (Fig
IV.3.4B), isto ¢ 12,7 pg ven./4,5 ul de AB, se encontrasse no inicio da zona de equivaléncia, e 0s

demais nela continuassem.
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FIG. 1V.3.6.G - Dispersao de luz policromatica visivel pelos produtos da reagdo entre B. jararaca 870502 e
ABL-FUNED 900530 em proporgao para neutralizagdo total.
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FIG.IV.3.6.H - Dispersdo de luz policromatica visivel pelos produtos da reacéo entre B. jararaca 880103 ¢ AB-
FUNED 920928 em proporgao para neutralizagdo total.
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1V.3.7 - DETERMINACAO DA DENSIDADE DAS MISTURAS VENENO-ANTIVENENO.

Com o objetivo de obter informagdes a respeito da mudanca de inclinacao da curva de
equivaléncia funcional entre Bj. 870502 e ABL-FUNED 900530 (Fig IV.3.4A), misturas veneno-
antiveneno foram feitas nas proporg¢des para neutralizagdo total, com trés pontos no segmento a €
quatro no segmento b, segundo as curvas ndo corrigidas. As densidades destas misturas foram
determinadas ap6s 24 h de incubacao, juntamente com a determinagdo da densidade da solucao
salina fisiologica utilizada como solvente. Os resultados (fig IV.3.7) foram expressos em
ordenada como o aumento da densidade em relagdo a salina fisiologica (NaCl 0,9 %). Os valores
de abscissa correspondem a concentragdo total de proteina, veneno mais antiveneno para a curva
com simbolos cheios, e somente antiveneno para a curva com simbolos vazios, sempre em
igualdade de concentracdo de proteina. A relacdo entre concentracdo de proteina e aumento da
densidade ndao se mostrou constante, havendo para ambas as curvas a partir do ponto critico,
indicado pela seta o aparecimento de concavidade, isto ¢, a taxa de incremento da densidade
passou a aumentar continuamente. Este ponto critico, corresponde a concentracdo de 32,2 ml de
veneno/ 19,0 ul de ABL na curva de equivaléncia funcional da Fig IV.3.4A. A partir deste ponto
as duas linhas comecaram a divergir, havendo menor ganho de densidade para a mistura
antigeno-anticorpo. Nao se encontrando um modelo matematico que fornecesse bom ajuste aos
pontos, procedeu-se a andlise estatistica, simplesmente calculando-se os quadrados dos desvios
ponto a ponto, entre as duas curvas, abaixo e acima do ponto critico. Os quadrados minimos
assim obtidos foram comparados com a varidncia entre replicatas, obtendo-se:

F 3/7= 3,16 - abaixo do ponto critico

F 4/7= 982,87 - acima do ponto critico.

As diferencas na primeira por¢do das curvas ndo foram significativas, enquanto na
segunda porcdo, foram altamente significativas. Em grandezas fisicas, a diferenga maxima
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observada no ultimo ponto ¢ de 0,47 mm®/g de solugdo ou de 0,45 mg/cm’ de solugdo. Se

pudéssemos extrapolar, admitindo massa molecular de 4 x 10’ g para os complexos antigeno-

anticorpo, na mistura veneno-antiveneno, uma solucdo 1M a presentaria 4,1 g/cm3 a menos que

solugdo de anticorpos de igual concentragdo.

FIG. IV.3.7 - Aumento da densidade em relacao ao NaCl 0,9 %, de solucdes do veneno bruto
de B. jararaca 870502 + ABL FUNED 900530 (Ag : Ac) e solugdes de ABL puro (Ac) em
funcdo da concentragdo de proteina total.
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IV.4 - DISCUSSAO E CONCLUSOES PARCIAIS

IV.4.1 - O ENSAIO DE ATIVIDADE DOS FATORES HEMORRAGICOS DE VENENOS
OFIDICOS PELA INJECAO INTRADERMICA NO DORSO DE RATOS.

Comparando-se as DMHs para B. jararaca obtidas no rato e no coelho, verifica-se que o
coelho ¢ de trés a cinco vezes mais sensivel. Um coelho permite até 40 determinagdes por animal,
contra 5 ou 6 determinagdes por rato, o que consiste em vantagem a favor do uso do rato, pela
maior disponibilidade nos biotérios € no custo. A julgar pelos dados de Kondo et al (1960), o
coelho permite uma variagdo de doses mais ampla dentro dos limites de linearidade das CDRs,
com incremento de até 30 vezes a dose inicial, ao passo que no rato o maximo conseguido foi de
17 vezes. Como o limite da faixa linear em termos da resposta bioldgica esta em torno de 18 mm
de & médio, as CDRs de maior coeficiente angular tém obrigatoriamente menor amplitude util de
abscissa. O parametro A = s/b, isto ¢, a relacao do desvio padrdo entre doses (erro experimental)
com o coeficiente angular, permite uma comparacdo de eficiéncia entre CDRs de diferentes
ensaios biologicos (Finney, 1971), na realidade, entre CDRs de quaisquer naturezas. O valor de A
reportado por Kondo et al (1960) foi 0,782 + 3,98 = 0,196, enquanto obtivemos 0,205, 0,237,
0,247 e 0,373, o que coloca o ensaio de atividade hemorragica no coelho, em franca vantagem
quanto ao parametro de eficiéncia, devido aos coeficientes angulares mais altos. O camundongo ¢
mais sensivel que o rato e o coelho, podendo detectar a atividade hemorragica de veneno de B.
Jjararaca na ordem de nanograma. Entretanto, neste animal, as lesdes hemorragicas sdo difusas, o
que restringe seu uso a mera detecgdo qualitativa.

Todos os critérios de validade estatistica e os critérios A; e A, de validade fundamental
(vide secdo II1.4.1) foram plenamente satisfeitos pelas CDRs de atividade hemorragica cutanea

no dorso de ratos, como primeiramente concluiu Domingues do Carmo (1996). O metamero da
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resposta bioldgica, isto €, o ¢ médio da lesdo revelou-se adequado. A medida das areas das lesdes
por planimetria ou, por célculo a partir do ¢ médio, ndo conduziu a melhores resultados, o que

nao justifica o esforco extra.

IV4.2 - APLICACAO DAS CDRS DE ATIVIDADE HOMORRAGICA PARA
COMPARACAO DE POTENCIA ENTRE VENENOS OFIDICOS.

Na substituicdo de “Referéncias Nacionais” ou no estabelecimento de “Referéncia
Interna”, também denominadas “Padrdes Secundarios”, a caracterizacdo ampla deveria ser
executada (vide se¢ao 1.5.4). Para os venenos bothropicos, a comparagdo da poténcia
hemorragica deveria constituir um dos quesitos mais importantes, devido as suas relagdes com a
lesdo tecidual e letalidade dos venenos. Os trés ensaios paralelos realizados com esta finalidade
(fig. IV3.1E - G) ndo mostraram resultados animadores, quanto a possibilidade do
estabelecimento de uma relagdo de poténcias universal e inequivoca entre duas preparacdes de
veneno-padrao (critério As). Mesmo que alcancado este objetivo para os venenos-padrdo, o
significado de homogeneidade qualitativa seria duvidoso e muito mais para os venenos de
espécimes individuais das varias espécies bothropicas. Admitindo provisoriamente que o ensaio
de atividade hemorragica, como executado neste trabalho, isto ¢, nos limites do primeiro
segmento da relagdo dose-resposta (vide fig. IV.3.1A) seja especifico para os fatores
hemorragicos, a conclusdo, ou melhor, a sugestdo cabivel seria a de inclui-lo nos trabalhos
rotineiros de caracterizagcdo de venenos pelas Instituigdes soro-produtoras.

A aplicacdo deste ensaio em coelhos para a comparagdo das poténcias hemorragicas de
cinco preparagdes do veneno bruto de Trimerisurus flavoviridis por Kondo et al (1960), conduziu

a CDRs absolutamente paralelas, o que mostra uma situacdo muito favoravel.
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IV.43 - APLICACAO DO ENSAIO DE ATIVIDADE HEMORRAGICA PARA A

CARACTERIZACAO DE ANTIVENENOS.

IV.4.3A - PROCEDIMENTO a.

Neste tipo de ensaio, como também no ensaio de letalidade, a presenca do antiveneno
alterou substancialmente o coeficiente angular das CDRs, impossibilitando o célculo da relagdo
de poténcias. Por outro lado, como as doses de antiveneno foram baixas, fica refor¢ada a nocgao

de que o coeficiente angular das CDRs ¢ sensivel as alteragdes de composicao do veneno.

IV.4.4 - PROCEDIMENTO B OU CURVAS DE NEUTRALIZACAO DE UM DESAFIO
FIXO DE VENENO PELO ANTIVENENO.

Gutierrez et al (1990) em um editorial no “Toxicon”, preconizando métodos para a
uniformizac¢ao a nivel mundial da caracterizagcdo de antivenenos, recomendou que para cada tipo
de resposta biologica fosse determinada a DES0 do antiveneno, isto ¢, a relacao
veneno/antiveneno na qual a atividade ¢ reduzida a 50 % do seu valor obtido com o desafio de
veneno. Em suas palavras: “Este valor ¢ muito mais preciso que DE;g na caracterizagao da
capacidade neutralizante de antivenenos, desde que, a DES50 esteja localizada na porg¢ao linear da
curva de neutralizacdo, em contraste com a DE,g”. Como justificativa experimental, citaram o
artigo de Gutierrez et al (1985), no qual ndo apresentaram as curvas de neutralizagdo, mas
somente as DE5O0 ja calculadas.

Em nosso entender, subjacente a recomendacdo de Gutierrez et al (1990), estd a
concepcao de que a curva de neutralizacdo do veneno pelo antiveneno seja uma expressdo direta

da “Lei de A¢do das Massas”, ou seja, a DE100 seja atingida assintoticamente. A ligagdo e a
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neutralizagdo funcional de antigenos puros por anticorpos monoclonais neutralizanates, seguem a
“Lei de Acdo das Massas”, apresentando curvas (% de neutralizacdo) & log [anticorpo],
sigmoidais e simétricas (vide se¢do [.2.3, para citagdes). A neutralizacdo da atividade
hemorréagica do veneno bruto de B. jararaca pelo soro do Didelphis albiventris, idem (Rodrigues
et al, 1987). As curvas de protecdo letal do camundongo pelo antiveneno, contra um desafio fixo
de veneno (vide secdo II1.3.3) se apresentadas na forma de % de sobreviventes & log dose de
antiveneno, sdo sigmoides simétricas com a DE50, ocupando o centro da regido linear (Trevan,
1927). Entretanto, tal formato de curva decorre de uma distribuicdo log normal das tolerancias
individuais e ndo ¢ uma expressao direta da “lei da agdo de massas”, ou curva de dissocia¢do. No
conjunto de curvas de neutralizacdo da atividade hemorragica pelos antivenenos, apresentado na
Fig. IV.3.3, ndo encontramos qualquer ponto de simetria na ordenada ou abscissa que justificasse

a adocdo da DE50 como parametro descritivo ou representativo para as curvas.
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Considerando:
as massas moleculares (> 48 Kd) dos fatores hemorragicos ja descritos para Bothrops e
Lachesis (Mandelbaum & Assakura, 1988; Sanchez et al, 1987) e portanto, a possibilidade de
oito determinantes antigénicos por molécula no minimo;
que os antivenenos sdo misturas de soros hiperimunes policlonais, induzidos por mistura
imunogénica, contendo todo o repertorio antigénico do género e/ou espécie;
que o desafio corresponde a veneno bruto, sendo possivel portanto, a interferéncia de outras
proteinas, portadoras de epitopos com identidade total ou parcial; a expectativa, de fato, ndo
seria de obtencdo de curvas de neutralizagdo simples como as curvas de dissociagdo de acidos
e bases fracas, geralmente usadas como tampdes. Jerne (1951) ja havia chamado a atengdo
para o fato.
A interpreta¢do que damos a estas curvas, em bases puramente especulativas é:
que estas se compdem de segmentos de reta devido a grande estabilidade dos complexos de
antigeno polivalente com anticorpos policlonais (Marchalonis, 1982);
que a primeira regido destas, onde o & médio da lesdo regride intensamente e de forma linear
com a concentragdo de antiveneno, corresponda a situacdo onde anticorpos de vdrias
especificidades possam se ligar ao antigeno, sem interacdes espaciais restritivas entre si;
que os segmentos de baixa declividade, ou mesmo horizontais que vém a seguir, sdo causados
por interagdes espaciais restritivas entre anticorpos na superficie do antigeno e/ou na
superficie de complexos ja formados, impedindo a neutralizagdo final por ligacdo de
anticorpos a outro, ou outros epitopos;
OBS 1) Nesta concepgdo esta implicita a idéia de que a inativagdo funcional do antigeno
ocorra por multiplas ligagdes de anticorpos, que parece ser o acontecimento mais comum para

antigenos com atividade enzimatica (Arnon & Guiger, 1977), como também, pode
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depreendida do fato de que os anticorpos monoclonais neutralizantes sdo minoria (Menez,
1992).

OBS 2) As curvas de neutralizacdo observadas, podem resultar do somatorio de curvas de
neutralizagdo mais simples. Assim, um trajeto horizontal ou de baixa declividade na curva,
pode resultar do somatdrio de um segmento com inclinagdo positiva com outro de inclina¢ao
negativa. Neste trabalho, obtivemos para a neutraliza¢ao de 100 pg da Ref. Nac. Bra/Bot/002
pelo AB-FUNED 920928 (curva ndo mostrada), uma inativagdo até 25 ml do SAB/0,1 ml,
concentracdes maiores causando aumento da atividade hemorrdgica, isto €, coeficiente
angular positivo. A ativacdo de enzimas por anticopos ja € fendmeno conhecido (Cinader,
1957; Arnon & Geiger, 1977) e atribuido a modificagdes conformacionais favoraveis.

que para a inativagao final seria necessaria a formacao de complexos mais impedidos com ou
sem mudanca de conformacdo e rearranjo dos complexos ja formados, sendo o potencial
quimico para tal, fornecido pelo avanco do sistema em direcao ao excesso de anticorpos como

também por um aumento de energia livre positiva no meio circundante aos complexos.

Expandindo a abscissa da curva de neutraliza¢ao de B. jararaca 870502 pelo AB-FUNED

881122 (fig. IV.3.3A) teriamos uma figura de decaimento da atividade hemorragica em trés

degraus. A correlagdo destas trés fases com os trés fatores hemorragicos descritos para B.

jararaca (Assakura et al, 1986), foi para nos, de inicio atrativa. Entretanto, estes mesmos autores

demonstraram por imunoprecipatacdo em laminas de gel, a identidade imunologica dos trés Hfs

para o soro de cavalo.

Ainda nesta se¢do IV.4.4, devemos discutir a aplicagdo das curvas de neutralizagdo, para a

comparagdo de poténcias entre antivenenos contra desafio do mesmo veneno. Assim, as curvas

IV.3.3A, H e L seriam passiveis de comparagdo, pelo uso do mesmo veneno em igual quantidade.

O exame das curvas mostra entretanto, que ndo seria possivel formular e preencher qualquer

critério de similaridade. Em comparacdo com as curvas de prote¢do anti-letal, também curvas de
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neutralizacdo de quantidade fixa de veneno, oferecem um aspecto altamente favoravel que ¢ a
sensibilidade muito maior da resposta biologica. As respostas de letalidade (valores de ordenada),
apresentam um retardo em relagdo a abscissa de cerca de 60 %, ou seja, a sobrevivéncia iniciou-
se com doses de antiveneno que montam cerca de 60 % da dose para sobrevivéncia de toda a
amostra. Nas curvas de neutralizacdo da atividade hemorréagica, os retardos observados para o

inicio da reducdo de ¢ médio da lesdo, estiveram entre 2 e 10 %.

IV.45 - DETERMINACAO DA POTENCIA ANTI-HEMORRAGICA DOS
ANTIVENENOS, POR ENSAIOS DIRETOS EM VARIOS NiVEIS.

O ensaio ou determinagdo quantitativa indireta ¢ aquele onde a partir de um nivel pré-
determinado de resposta (yy), calcula-se o valor de abscissa (x0) que se procura, ou, no caso de
determinag¢do comparativa os valores xP e xD equipotentes. Para tal, faz-se necesséario que a
relacdo y/x seja monotdnica e determinavel (critérios A,, B, e B3 de Jerne & Wood, 1949). Para
relacdes dose-resposta muito complexas ou erraticas, como € o caso das curvas de neutralizagao
apresentadas nas fig. IV.3.3, o Gnico pardmetro determinavel com seguranga ¢ o ponto final. As
determinagdes quantitativas baseadas neste principio sdo denominadas ensaios diretos e
geralmente realizados até um unico nivel, ou seja, o estabelecimento de um estado fisioldgico
critico num animal, o volume para encher até a borda um recipiente geometricamente irregular,
etc.

OBS - As titulagdes volumétricas de acidos e bases fortes ndo geram relagdes complexas
ou erraticas, no entanto ¢ mais comoda a determinagdo do ponto final. No presente caso, a
determinag¢do de ponto final em varios niveis fez-se necessaria, porque o sistema de detecgdo

apresentou um limite minimo e o curso esperado para a relagdo desafio de veneno - volume de
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antiveneno ¢ teoricamente imprevisivel. As curvas de equivaléncia funcional ou ‘“‘euteriaticas”,
geradas a partir dos volumes para neutralizacdo total, mostraram-se relagdes muito precisas (fig.
IV.3.4) em comparagdo com as curvas de neutralizacdo das quais provém, confirmando o acerto
da escolha pelo ensaio direto.

Nas figuras IV.3.4A e B, as curvas de equivaléncia funcional entre B. jararaca 870502
com AB-FUNED 881122 e Ref. FUNED B. jararaca 880103 com AB-FUNED 920928, apds
correcdo dos valores de abscissa pelo limite minimo de detec¢do bioldgica, atenderam
precisamente a “lei dos multiplos de propor¢ao”. As demais, por terem apresentado coeficientes
angulares corrigidos muito afastados da unidade ou pela existéncia de deflexdes, desviaram-se da
citada lei.

As equagoes lineares que definem a relagcdo de equivaléncia funcional veneno-antiveneno,
nos dois casos aparentemente favoraveis, seriam defini¢des de poténcia neutralizante universais e
inequivocas, para os pares veneno-antiveneno em questdo ? A resposta ¢ dada pelas curvas
aparentemente ndo favoraveis, ou seja: ndo ha garantias, de que a relagdo linear observada na
faixa de concentragdes antigeno-anticorpo permitida ao método usado, mantenha-se até outros
niveis, como ndo a mantiveram vizivelmente duas das curvas. De um ponto de vista pratico, a
poténcia neutralizante do antiveneno que apresenta interesse seria aquela obtida na faixa de
concentragdes que o antigeno (veneno) ocorre no plasma dos pacientes acidentados (Vide secao
[.2.4). Assim, o estudo das causas fisico-quimicas para as deflexdes apresentadas pelas curvas de
equivaléncia funcional, embora seja de interesse para a compreensdo da metodologia utilizada,
pode ndo trazer qualquer esclarecimento quanto as mesmas curvas, realizadas em concentragdes

de antigeno 10° a 10" mais baixas.
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A deflexdo positiva apresentada pela curva de equivaléncia funcional entre Bra-B0t-002 e
AB-FUNED 920928 tem na literatura especializada uma explicacdo cldssica que ¢ a do
“componente toxico minoritario pouco antigénico” (Tu, 1991; Schottler, 1952; Christensen,
1966, 1967, 1979). Por esta idéia, os componentes toxicos mais ubiquos seriam neutralizados por
baixas doses de antiveneno devido a maior presenca de anticorpos contra estes, permitindo a
menifesta¢do toxica do componente minoritario, a partir de doses mais altas do veneno, o qual
exigiria entdo, maiores volumes de antiveneno para sua neutralizacdo. Esta explica¢do, até hoje
sem apoio experimental, obviamente ndo faz sentido para as deflexdes negativas das curvas de
equivaléncia. A curva de equivaléncia funcional entre B. jararaca 870502 e o ABL-FUNED
900530, apresentou apos 32,2 ng vem/0,1 ml (fig. IV.3.4A) uma reducdo do coeficiente angular
de quatro vezes, ou seja, o antiveneno tornou-se abruptamente quatro vezes mais ativo em
neutralizar a atividade hemorragica. Mesmo com os prejuizos a interpretagdo, decorrentes do fato
de se tratar de um sistema complexo, explicagdes plausiveis, deverdo levar em conta uma
alteragdo favoravel na estequiometria média antigeno-anticorpo para neutralizagdo, secundaria a
rearranjo de complexos, com inclusdo de epitopos e paratopos antes nio utilizados. A evidéncia
que dispomos via nefelometria, indicou-nos que todas as propor¢des Ag:Ac antes € apds o ponto
critica da curva ja se encontravam na regido de equivaléncia, isto €, sem antigeno ou anticorpos
livres. O fato de que 32,2 ug de veneno estivessem totalmente neutralizados por 19 ml do ABL-
900530 e que, para neutralizacdo completa de 53,7 ml do mesmo veneno, bastassem mais 2,0 pl
do antiveneno, permite-nos cogitar da disponibilidade de paratopos neutralizantes livres e/ou
ligados a determinantes de menor afinidade, por sua vez localizados em antigenos sem atividade
hemorragica. Nas duas situa¢des a adi¢do de mais antigeno portador do epitopo de alta afinidade
utilizaria os paratopos disponiveis e/ou deslocaria os de menor afinidade, sendo neutralizado sem

maior requerimento adicional de moléculas de imunoglobulinas. Por outro lado, esta ndo ¢ a
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unica possibilidade. Considerando que o bloqueio espacial da molécula de antigeno,
especialmente em se tratando este de uma enzima, ¢ o mecanismo de inativacdo funcional mais
comum (Armon & Geiger, 1977), ocorreria a possibilidade, em situagdes energeticamente
favoraveis da formacdo de grandes complexos tridimensionais, envolvendo muitas unidades
moleculares do antigeno e das imunoglobulinas, o que manteria o bloqueio espacial a substratos
grandes, sem maior necessidade que a ocupacdo de dois determinantes antigénicos por molécula
de antigeno. As moléculas de imunoglobulinas assim dispensadas, poderiam entdo participar de
outros complexos com o mesmo antigeno, ou de complexos mistos e irregulares, nao
propriamente repetitivos ou poliméricos.

As evidéncias que dispomos para a formagdo de grandes complexos a partir do ponto
critico, vém primeiramente dos estudos do aumento de densidade (fig. IV.3.7) e secundariamente,
dos estudos nefelométricos.

O volume molar da 4gua em estado liquido (18,1 ml/mol) ¢ 50 % mais alto do que seria o
volume molar da dgua totalmente compacta (12,5 ml/mol) (Desnoyers et al, 1965). As fortes
interacdes dipolares, dependentes da orientacdo, entre as moléculas de agua dao origem a um
liquido no qual o estado menor energia livre, corresponde a uma densidade aquém da maxima, na
qual o maximo de estabilizagdo possa ser obtido das interagdes dipolo-dipolo. Assim, na dgua
pura, a interacdo entre moléculas, intensamente dependente da orientacdo mutua, causa neste
liquido uma organizagdo muito distinta da que poderia ser ocasionada por interagdes moleculares
totalmente aleatérias. A agua liquida pode ser considerada como estruturada em ‘“grupamentos
oscilantes”de moléculas de 4gua, orientadas e unidas por pontes de hidrogénio (Jencks, 1969). A
viscosidade da dgua e, suas propriedades capacitivas, como o “tempo de relaxamento dielétrico”
apos aplicagdo de campo elétrico alternado, refletem seu elevado grau de organizagdo interna. A
adi¢do de NaCl a d4gua, causa redugdo de viscosidade e do “tempo de relaxamento

dielétrico”(tempo para reorganizagdo dos dipolos), ambas alteragdes indicadoras de uma

136



diminui¢do no estruturacdo interna das moléculas de dgua. OBS: o NaCl foi apresentado como
exemplo, ndo por se tratar do sal mais ativo neste aspecto, mas, simplesmente por compor o

veiculo usado na diluigdo das misturas veneno-antiveneno.

O efeito dos fons Na' e Cl sobre a estrutura interna da dgua, pode ser descrita (Franck &
Evans, 1945):

» devido a alta densidade de carga superficie do ion, forma-se na imediata vizinhanga deste
uma esfera de hidratagdo, composta de moléculas de 4gua, altamente estruturada;

* entre a esfera de hidratacdo e os “grupamentos oscilantes” ocorre uma regido onde as
moléculas de 4gua encontram-se desordenadas.

Na dissolucao, a energia liberada pela quebra da rede cristalina e das pontes de hidrogénio
agua-agua, ¢ quase que totalmente utilizada para a formagdo das esferas de hidratagdo e para o
aumento da entropia da regido da “dgua desestruturada”, ocorrendo também uma moderada
absorcao térmica do meio ( +0,93 Kcal/mol). O aumento unitario da “entropia parcial molal” ¢ de
11,5 e.u. (Jenks, 1969). Como resultado destas modificagdes, a solucdo aquosa de NaCl ¢ mais
densa que a agua pura, porque o sistema recebe um incremento de massa, mas, os volumosos
“grupamentos ou aglomerados oscilantes” sdo transformados por influéncia do ion em &agua
desestruturada, mais densa. Para cada unidade massa de NaCl adicionada a um determinado

volume de 4gua, o incremento de densidade ¢ de 0,72 unidades/cm’ de solugio.

A contribuicdo da dissolucao de proteinas na densidade de sua propria solucdo aquosa ¢
um fendmeno mais complexo que o descrito acima, e que depende do proprio peso especifico da
proteina, de sua concentragdo na solu¢do, de interagdes com ions em solucdo e, principalmente da
sua influéncia sobre a estruturagdo das moléculas de 4gua e o estado energético de todo o sistema.

A maioria das proteinas tem volumes parciais especificos da ordem de 0,70 a 0,75 cm’/g
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(Tanford, 1961), sendo portanto, esperada uma contribui¢do positiva para a densidade de suas
solugdes aquosas. Na fig. IV.3.7, no primeiro segmento da curva, isto ¢, antes do ponto critico, a
taxa de incremento de densidade por unidade de massa de proteina do ABL-FUNED 900530
adicionada, foi de 0,268 (valor idéntico para ABL + veneno), indicando um expansao apreciavel
da solucdo com a dissolu¢do da proteina. A causa desta expansdo reside nas grandes dimensdes
da molécula de proteina (imunoglobulinas e seus complexos com antigeno, no caso), que exige
abertura de grandes espagos entre os “grupamentos oscilantes” e ions solvatados na solugdo
salina. Em seu estado nativo, os grupamentos polares N - H e C = O da cadeia peptidica, formam
pontes de hidrogénio internas, responsaveis pela estrutura secunddria da proteina, e ndo
interagem com a agua, a ndo ser com sua desestruturacdo, ou seja, desnaturacdo (Kauzman,
1959). As estruturas superficiais da molécula de proteina, acessiveis a interagdo com a agua e
ions solvatados sdo as cadeias laterais apolares, de polaridade intermedidria e grupamentos
ionizaveis. As cadeias apolares ou hidrofobicas causam abertura de espagos entre as moléculas de
dgua e a formacdo em torno delas de uma camada de solvatacdo altamente organizada pela
orientacdo das moléculas de dgua e portanto de baixa densidade. Os grupamentos polares e os
ions presentes na interface da molécula de proteina com o diluente, pelo seu maior tamanho,
apresentam menor densidade de carga em sua superficie. Por esta razdo, ndo sdo capazes de
alterar a organizacio das moléculas de 4gua do modo descrito para o Na" e o Li’, aproximando-se
em comportamento, mais aos grupos hidrofobicos. O dioxano, propanol propionato de sédio e
sais de amoénio quaterndrio com varios graus de substituicdo, todos causam aumento da
viscosidade e do tempo de relaxamento dielétrico da dgua (Jencks, 1969). Em suma, a dissolu¢do
da proteina em agua conduz ao aumento de viscosidade e aumento dos tempos de relaxamento
dielétrico, refletindo um maior grau de estruturacdo ou interacdo entre as moléculas de agua.
Termodinamicamente, a dissolu¢do de proteinas com alto teor de aminoacidos hidrofébicos em

agua, como € o caso das imunoglobulinas (Cohen & Porter, 1964), ocorre com variagdo pequena
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ou nenhuma de entalpia, acompanhada por um aumento positivo de energia livre relacionado as
pontes de hidrogénio formadas com a maior estruturagdo da agua e, obrigatoriamente, com
intensa reducdo de entropia (Kausman, 1959). Esta situacdo energeticamente desfavoravel, pela
variagao negativa de entropia e positiva de energia livre, e que torna o sistema instavel limitando
a solubilidade da proteina, pode ser minorada pela presenga dos pequenos ions fortemente
hidratados que ao interagir com os contra-ions de menor densidade de carga na superficie da
proteina, forma uma regido de transi¢cdo. De qualquer modo, com o aumento da concentracdo de
proteina em solugdo, torna-se mais provavel a ocorréncia de uma modificagdo que resulte em
aumento da entropia e redugdo da energia livre positiva. Este de fato ¢ o caso de muitas reagdes
antigeno-anticorpo, estudadas termodinamicamente por varios autores e sumarizadas por
Kauzman (1959). Voltando agora a fig. IV.3.7 a partir do ponto critico indicado pela seta, que
também corresponde ao ponto de deflexdo da curva de equivaléncia funcional entre o B. jararaca
870502 e o ABL-FUNED 900530, verificamos que a taxa de incremento da densidade, por
unidade de massa de proteina, cai para 0,150 pela presenca do antigeno enquanto em igualdade
de concentragdo de proteina do ABL somente, sobe para 0,317.

A explicagdo mais provavel para estas observagdes ¢ de que, a partir do ponto critico de
concentragdo de antigeno e anticorpo, complexos tenham se formado com exclusdo de agua de
seu interior hidrofobico. A formagdo de grandes complexos € compativel com as observacdes por
nefelometria, vide fig. IV.3.6D, onde a partir do ponto critico houve aumento da dispersdo de luz
pelos flocos e pelos complexos soluveis, estes Gltimos ndo mostrados na figura.

Neste caso, hd uma forte possibilidade de que ligagdes hidrofobicas tenham sido o fator
principal em causar o aumento do tamanho dos complexos ou, em reorganizar complexos,
formando outros também capazes de neutralizar o antigeno. Mesmo que a ligagdo quimica

primaria ndo tenha sido de natureza hidrofobica, a formacdo de grandes complexos, com
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transferéncia de grupos apolares da fase aquosa para seu interior, causaria aumento de entropia as
custas da reducdo do niumero de pontes de hidrogénio da dgua, favorecendo a transformagao.

A questdo ndo se prenderia somente ao aumento da concentracdo de proteina, nem
tampouco somente a estrutura de antigeno, uma vez que o B. jararaca 870502 frente ao AB-
FUNED 881122 gerou a curva de equivaléncia funcional precisamente linear (vide fig. IV.3),
embora as concentragdes totais de proteina sejam compardveis ponto a ponto com a curva entre
este mesmo veneno ¢ o ABL-FUNED 900530. A diferenga entre os dois antivenenos esta em
que, a mistura imunogénica que deu origem ao ABL continha somente os venenos de B. atrox e
Lachesis muta muta, e, o AB foi induzido por toda mistura imunogénica bothrépica (vide secdo
IV.2.2), que ndo continha qualquer dos dois primeiros venenos. Teria sido interessante sem
davida, fazer as curvas de equivaléncia funcional entre os venenos de B. atrox e Lachesis m. muta
contra 0 ABL. Outra interpretacdo que poderia ser dada a curva IV.3.4A, entre o B. jararaca
879592 e o ABL 900530, ¢ que o niumero de pontos foi muito pequeno para se estabelecer a
existéncia de dois segmentos de reta, e que na realidade o tragado seria hiperbolico, do tipo
“curva de satura¢do”, o que significaria equilibrio de dissociacdo, dependente de concentragdo. A
mistura de incubacdo veneno-antiveneno, em seu nivel de concentragdo mais alto (64,4 ng
ven/2,19 mg antiveneno/0,1 ml), foi diluida cem vezes e apds 24 horas injetada no camundongo
(0,1 ml - intradermicamente), ndo se observando qualquer lesdo hemorragica. Pelo fato da
diluicdo de cem vezes, ser mais ampla 15 vezes que a variacdo de concentraacdo na propria
curva, descartamos a possibilidade de dissociagdo dos complexos AG:Ac em faixa tao estreita.

Em resumo destas discussdes sobre as possiveis causas imunoquimicas, termodindmicas e
cinéticas da ndo obediéncia a “lei dos multiplos de propor¢ao”, devemos admitir que, embora
interessantes, certamente ndo se aplicardo a concentragdes muito mais baixas de antigeno e
anticorpo. Devemos admitir também, que a investiga¢ao experimental do fendmeno, esteve muito

aquém do engenho teodrico-especulativo utilizado na sua exegese. A unica justificativa para este
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exagero, ¢ a de enfatizar e ressaltar a necessidade de se buscar metodologia mais sensivel, para o

estudo da inativagdo funcional dos antigenos responsaveis pela atividade dos venenos ofidicos.
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IV.4.6 - O VENENO DE B. jararaca COMO REFERENCIA PARA A AFERICAO DA
POTENCIA ANTI-HEMORRAGICA DOS ANTIVENENOS BOTHROPICOS.

As razdes para que o veneno de B. jararaca seja a referéncia para todo o género Bothrops,
ja foram explicitadas (se¢do 1.5.3), como também as razdes para que o antiveneno bothropico seja
unico, e produzido a partir da denominada mistura imunogéncia bothropica. Deficiéncias desta
escolha sdo facilmente identificaveis e demonstraveis. Entretanto, outro sistema, padeceria dos
mesmos problemas que decorrem das diferencas de repertdrio antigénico entre espécies e
espécimes, agravados certamente por ser novo e desconhecido.

Como ensaio bioldgico, a mensuragao da atividade hemorragica de venenos ofidicos,
mostrou-se mais sensivel e consumiu menor nimero de animais que o ensaio de letalidade,
permitindo avangar com os estudos até o nivel dos venenos que compdem a mistura antigénica
bothropica, e que também provém das espécies de maior importancia epidemiologica. Estes
venenos, ao contrario da Referéncia Nacional Bra/Bot/002 e VRF. B. jararaca 9201-05,
comparados em sua equivaléncia antigénica (vide secao III.3.6), sdo misturas de venenos de
poucos espécimes. Deste modo, a previsibilidade do consumo de um antiveneno bothrépico, para
a neutralizagdo da atividade hemorragica dos diferentes venenos que compdem a mistura
imunogénica bothropica, através do seu equivalente de B. jararaca, torna-se muito desfavoravel
devido a concomitancia de aumento de variabilidade e diferencas de repertorio antigénico. Parte
da responsabilidade pelos baixos indices de previsibilidade deve sem dividas, ser debitada aos
erros de estimativa dos equivalentes antigénicos (vide se¢do IV.3.5).

A questdo da utilidade destes dados para uma melhor escolha da mistura antigénica
bothrépica e melhor veneno de referéncia, (melhor significando maior previsibilidade da
capacidade de neutralizagdo dos antivenenos para os venenos das espécies bothropicas) ndo teria

ainda uma resposta definitiva, mas algumas consideragdes:
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* a mistura imunogénica parece estar adequada para B. moogeni e B. neuwiedi (vide fig.
IV.3.5G);

* aumento do percentual de B. jararacussu na mistura imunogénica bothropica ndo
necessariamente traria maior previsibilidade, uma vez que B. jararaca constitui 50 % desta
mistura e mostrou-se também imprevisivel;

» a atividade hemorragica dos venenos bothropicos ndo permite prever as demais (Sanchez et
al, 1992), de modo que a previsibilidade da capacidade neutralizante de antivenenos somente

podera ser avaliada com a implementacdo da caracterizacdo ampla (vide segdo 1.5.4).

IV.4.7 - METODO NEFELOMETRICO.

As estimativas para as dimensdes da IgG sdo da ordem de 250-300 A de comprimento por
40 A de largura (Cohen and Porter, 1964), o que corresponde a 1/18 do comprimento de onda do
pico de emissao da lampada utilizada. Com o aumento de tamanho pela formag¢dao de complexos
esta relagdo aumenta, desviando o angulo de dispersio maxima para valores menores que 90° em
relagio ao raio luminoso incidente. Entretanto, a leitura em angulo fixo de 90°, é a mais utilizada
para propositos puramente quantitativos e a resposta nefelométrica € proporcional tanto a
concentracdo das particulas quanto ao seu tamanho, at¢ um limite, no qual a entrada de luz no
meio dispersante comega a cair. Os parametros nefelométricos definidos na secao IV.2.7,
pressupdem aditividade, uma vez que Dt foi definido como somatério de F + Cs + R. Esta
pressuposi¢ao ¢ razoavel dentro dos limites em que a resposta nefelométrica € proporcional a
concentragdo de particulas dispersantes. A definicdo de R, como dispersdo residual, cujos
componentes sdo a dispersdo pelas moléculas de antigeno e anticorpo livres e por outras

moléculas contaminantes do sistema que ocorrem em propor¢ao constante a antigeno e anticorpo,
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¢ teoricamente correta. Entretanto, a medicdo do pardmetro R estd sujeita as ambiguidades de

que:

» a adi¢do de NaOH ao meio até 0,1 N, torna as solu¢des tanto de antigeno quanto anticorpo
mais translicidas, reduzindo suas intensidades de dispersdo em 60 %;

* as proteinas antes participando dos complexos soliiveis, continuam presentes apos a adi¢ao de
NaOH, levando a supraestimacao da dispersao residual;

= as ligacdes hidrofobicas entre antigeno e anticorpo podem ndo ser desfeitas pela adi¢dao de
NaOH (Van Oss, 1992);

Deste modo, a mensuracdo da contribui¢do dos complexos soluveis (CS) a dispersao
torna-se também ambigua, a primeira influéncia conduzindo & sua superestimagdo e as duas
ultimas ao oposto.

O tratamento logico dado aos pardmetros nefelométricos na secdo IV.2.7 seguiu o
conhecimento classico da imunoprecipitacdo, com uma adaptacdo para a floculagdo que foi
admitir a relacdo F/Dt constante, a exemplo da constancia do incremento na producdo de flocos
dentro da zona de equivaléncia, com a adi¢do de mais antigeno (Cohn & Pappenheimer Jr, 1949);
Cohn, 1952). A aplicagdo destes pardmetros nefelométricos, a um sistema imunoprecipitagao
bem conhecido como a ovoalbumina e soro de coelho, seria um bom teste, porque este apresenta
um perfil de imunoprecipitacdo tipico, com absoluta auséncia de antigeno e anticorpos em
solucdo na regido de equivaléncia (Kabat Mayer’s, 1971). Nao havendo entdo complexos
soliveis na zona de equivaléncia, a defini¢do e a mensuragdo da dispersdo residual seriam
inambiguas.

A reagdo de antigeno com anticorpos do cavalo ¢ mais complexa, coexistindo a reagdo de
floculacdo e precipitagdo que dependem de IgG com a formacdo de complexos totalmente
soliveis com IgG(T) (Sullivam, 1987). O fato de que as curvas nefelométricas obtidas no

presente trabalho tenham apresentado os perfis teoricamente esperados, apesar da complexidade
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do antigeno e anticorpo utilizado, incentiva a investiga¢ao posterior do método, e resolugdo das
ambiguidades de medida. Outras caracteristicas positivas do método sdo a simplicidade e
reprodutibilidade. Apods exposicdo padronizada ao ultrassom, as leituras nefelométricas sdo
estaveis e absolutamente reproduziveis, de modo a dispensar mais de uma leitura. A variabilidade
entre amostras ou replicatas de uma mesma incubacdo (variancia dentro da dose), mostrou-se
independente do nivel da resposta, aproximadamente 5 % em termos de coeficiente de variagdo, o
que recomenda triplicatas para estudos mais precisos.

Para uma proteina pura em solucdo, a resposta nefelométrica ¢ proporcional ao logaritmo
da concentracdo. Em um sistema onde coexistam proteinas de ‘varios pesos moleculares em
solugdo, complexos soltveis de varias diimensdes e agregados ou flocos em suspensdo, nenhuma
relagdo quantitativa pode ser estabelecida. E necessario entdo que a quantidade total de proteina e

a quantidade remanescente em solugdo apds a centrifugacao sejam determinadas.

145



V — ESTUDOS “IN VITRO” — CINETICA DA COAGULACAO DO FIBRINOGENIO
BOVINO PELA ENZIMA TIPO-TROMBINA DE Lachesis muta muta, EM CONDICOES
DE VELOCODADE LIMITADA PELA ETAPA ENZIMATICA

V.1 - INTRODUCAO

V.1.1 — CONSIDERACOES SOBRE AS RELACOES ENTRE O CONHECIMENTO
SOBRE VENENOS OFiDICOS E COAGULACAO SANGUINEA.

A antigiiidade das interagdes do homem com os ofidios, ¢ testemunhada desde as pinturas
rupestres até os registros historicos das civilizagdes mais antigas. O temor as serpentes,
desenvolvido pelo homem através dos tempos, estampou-se em sua cultura e em suas crengas
miticas e religiosas. Embora acrescido pelo desconhecimento e preconceito a respeito dos ofidios
e seu papel neste mundo, este temor ancestral certamente teve suas raizes objetivas na gravidade
clinica de muitos acidentes ofidicos. Estes mensageiros da morte, embora involuntarios em seu
oficio, podem provocar situagdes extremamente aflitivas e aterrorizantes para o ser humano. Uma
delas freqiientemente relatada pelo nosso povo no Brasil, como caso verdadeiramente acontecido,
¢ que “Depois de ser picado por uma cobra bem pequena, o coitado comegou a botar sangue
pelos olhos, ouvidos, nariz boca e outros orificios do corpo até morrer”. Basta consultar um
dicionario em qualquer lingua para se avaliar a importancia, além da fisiologica, que o sangue
tem para o homem, principalmente dentro de suas concepgdes religiosas. Assim € que, tdo cedo
como 1767 e 1781 F. Fontana publicou observacdes sobre a acdo de venenos de ofidios europeus
e sul-americanos, sobre a coagulacdo sangiiinea, classificando-os em pro-coagulantes e
anticoagulantes. Lamb (1901) e Noc (1904) atribuiram corretamente a capacidade dos venenos
em coagular o sangue, torna-lo incoagulavel ou dissolver o codgulo ja formado, a presenca de

enzimas proteoliticas. Estas duas ultimas observagdes, notaveis ndo s6 por sua precocidade
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quanto sua corre¢do, ocorreram dentro do periodo histérico onde os fatos e as idéias basicas sobre
a coagulac¢do sangiiinea foram estabelecidos, Schmidt (1892) e Morawitz (1905).

Stoker (1980) sumarizou as acdes dos venenos ofidicos sobre a coagulacdo sangiiinea:
“Os varios venenos ofidicos, devido a suas proteases, podem afetar a coagulacdo sangiiinea seja
por ativar ou lesar plaquetas, fatores V, X, XIII, protrombina ou fibrinogénio; alguns venenos
podem causar fibrindlise por ativacdo do plasminogénio ou por digestdo proteolitica direta da
fibrina”. O assunto ¢, portanto, muito vasto e multidisciplinar, o que tornaria muito onerosa e
certamente sem propdsito uma revisao geral introdutoria, neste trabalho.

Em revisdo recente, Ouyang et al. (1992) citaram 12 grandes revisdes de 1954 a 1990.
Em sua revisdo de 1991, Kornalick citou 5 grandes revisdes de 1970 a 1980. Seegers & Ouyang
(1979) autores do capitulo 18 no classico livro texto “Snake Venoms” listaram 51 grande
revisdes especificas no assunto, estendendo-se de 1846 a 1975, 27 destas no intervalo de 60-70.
Kornalick (1991) avaliou que o nimero acumulado de publicac¢des j4 monta a varios milhares.

A dianteira que o conhecimento da influéncia dos venenos ofidicos na coagula¢do do
sangue tomou sobre as demais areas correlatas, certamente pode ser entendida pela precocidade
dos estudos, por sua vez motivada pelo grande interesse do homem nos fendmenos relacionados
ao sangue. Nao podemos esquecer também, a facilidade de obtencdo e fracionamento deste
tecido, a relativa simplicidade experimental na observacdo da coagulacdo e, o avanco do
conhecimento enzimoldgico através da abordagem cinética desde o final do século passado. A
partir de 1950 o aparecimento de suportes cromatrograficos adequados para o fracionamento
analitico e preparativo de proteinas e o advento do sequenciamento destas, conduziu a grande
incremento nas publicagdes sobre o assunto, revisadas por Seeger & Ouyang (1979). Outro
incentivo foram as aplicac¢des praticas apds 1970: RVV coagulante da V. russeli na determinagao
do fator X; Ecarina do E. carinatus, na determinacdo de protrombina; Ancrod do A. rhodostoma,

na defibrinogenagdo terapéutica; Batroxobina do B. atrox, para o teste de formacao de fibrina;
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protease Trombica do A. contortrix, para o teste de formacao de fibrina; Trombocitina do B. atrox
para avaliar a capacidade agregante de plaquetas (Stocker, 1980).

Curiosamente, consultando bibliografias mais recentes sobre as proteases de venenos de
venenos ofidicos que afetam a coagulagdo sangiiinea, verifica-se que nenhuma delas tornou-se
um modelo imunoquimico em toxinologia a exemplo das toxinas curariméticas, cardiotoxinas e
crotoxina. E possivel, nestes casos, que a abordagem classica através de estudos estruturais e
cinéticos, tenha sido considerada suficientemente esclarecedora. Também devem ser levados em
conta:

* a existéncia da tripsina e da trombina que ¢ sdo paradigmas das serino-proteases, muito bem
estudados, inclusive como modelos imunoquimicos;

* que o papel destas proteases no acidente ofidico ¢ benigno, a ndo ser em associagdo com as
hemorraginas ou lesdes hemorragicas insuspeitas;

*= que os esforgos dos ultimos 30 anos deste século, foram em grande parte, dedicados aos

receptores de membrana.

V.1.2 — ENZIMAS DO “TIPO-TROMBINA” — ENZIMA DO TIPO-TROMBINA DE

Lachesis muta muta.

Dentre as proteases obtidas dos venenos de serpentes, aquelas que atacam a estrutura do
fibrinogénio sdo as mais intensamente estudadas. Trés grupos de enzimas provenientes dos
venenos podem ser distinguidos com respeito a sua agcdo no fibrinogénio (Kornalick, 1991;
Stocker 1980):

e enzimas “tipo-trombina” as quais catalisam a liberagdo do fibrino-peptideo A (FPA) ou

fibrino-peptideo B (FPB) ou ambos, das cadeias oA e BB da molécula, na regido amino-
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terminal denominada “nd terminal amino-dissulfeto” (N-DSK) (Mosesson & Finlayson,

1976);

e cenzimas fibrinoliticas, as quais diretamente retiram fragmentos principalmente das regides
carboxi-terminais das cadeias a, B e y das moléculas do fibrinogénio, tornando-os
incoagulaveis pela trombina;

e enzimas que ativando diretamente o plasminogénio, causam fibrindlise.

As enzimas “tipo-trombina” ou “trombo-proteases” foram detectadas em 36 venenos da
familia Crotalidae (Stocker, 1978). Estas diferem em propriedades fisico-quimicas e
especificidade de clivagem peptidica, mas tém como caracteristicas comuns:

e 530 na maioria glicoproteinas com massa molecular entre 25 e 38 Kd;

e apresentam serina em seu centro ativo e mostram atividade esterdsica e amidasica sobre
substratos sintéticos;

e com a redugdo das ligagdes S-S ndo sofrem redug¢do de massa molecular, indicando cadeia
peptidica unica.

O ANCROD, Obtida do Calloselasma rhodostona, ¢ a Batroxobina, obtida do Bothrops
atrox, sdo as enzimas tipo-trombina melhor caracterizadas, pelo fato de terem sido usadas como
agentes de defibrinogenacao terapéutica. O Ancrod apresenta massa molecular de 35 Kd e um
conteudo alto de carbohidratos (29%), o que lhe garante estabilidade e resisténcia a heparina.
Hidroliza os substratos sintéticos BAEE, TAME, AME, AAME, BAPNA mas ndo o LYSME.
Nio hidroliza caseina, hemoglobina, insulina e glucagon. E inibida pelo DFP ¢ TSF, embora
menos sensivel que a Trombina, o que aponta para seu carater de serino-protease. Diferencia-se
da Trombina por sua insensibilidade a inibigdo por heparina, Hirundina, SBTI e Aprotinina. Atua
seletivamente sobre o fibrinogénio, hidrolizando o fibrinopeptideio A da cadeia o do

fibrinogénio, o que permite a formacdo de mondomeros de fibrina capazes de se polimerizar
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ponta-a-ponta, formar rede, mas pela auséncia do fator XIII ativo ndo sofrem ligagdes
transpeptidicas. O polimero assim formado ¢ facilmente disperso pela uréia e hidrolizado pelo
sistema fibrinolitico.

O Ancrod ndo ativa qualquer outro fator de coagulacdo, ndo estimula a agregacdo e a
liberacdo de fatores plaquetdrios como a Trombina e, também ndo ataca o fibrinogénio
plaquetario (Kornalick, 1991).

Batroxobina ¢ o nome genérico que se da a todas as enzimas “tipo-trombina” obtidas dos
venenos bothrdpicos, sendo a fonte mais comum o veneno de B. atrox. A especificidade catalitica
sobre fibrinogénio, proteinas e substratos sintéticos ¢ exatamente a mesma do Ancrod. Seu peso
molecular ¢ de 32 Kd e o contetido em carbohidratos, menor que o Ancrod, o que o torna menos
estavel em solu¢do. Com excecdo da batroxobina de B. moojeni (Defibrase) que ¢ capaz de ativar
o fator XIII, todas as demais batroxobinas ndo afetam os outros fatores de coagulagdo e plaquetas
(Stoker, 1980). A sua sensibilidade a inibidores ¢ exatamente a mesma que o Ancrod.

Os venenos de Bitis gabonica e Bothrops insularis sdo possuidores de trombo-proteases
com a propriedade muito particular de retirar da molécula do fibrinogénio, tanto o fibrino-
peptideo A e quanto B. A gabonase, também ¢ capaz de ativar o fator XIII e portanto leva a
formacdo de um coagulo firme com ligagdes transpeptidicas na rede de fibrina. A enzima do
veneno de B. insularis tem massa molecular mais alta, 45 KD, ¢ completamente inibida por
heparina e PMSF, mas ndo ¢ capaz de ativar o fator XIII (Kornalick, 1991).

Em 1989, Vidigal-Silveira et al. reportaram a purificagdo de uma trombo-protease do
veneno de Lachesis muta muta proveniente de espécimes da regido amazonica, apresentando
carbohidrato em sua molécula, capaz de liberar o fibrinopeptideo A do fibrinogénio mas ndo o
fibropeptideo B, apresentando atividade amidésica e ndo ativadora do fator XIII. Em publicacao

posterior Magalhdes et al. (1993), apresentaram, a completa seqiiéncia de amino-acidos desta
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enzima, de massa molecular 25,656 Kd, com 62% de identidade seqiiencial com a Batroxobina e

63% com o Ancrod.

V.1.3 — CINETICA NAO-ENZIMATICA DA COAGULACAO DO FIBRINOGENIO

1) Fibrinogénio Ativagado . Monomero de Fibrina
(F) ()
Liberacao do fibrinopeptideo A pela
trombina/tromboproteases de venenos ofidicos

2) Monomero de fibrina Polimerizagdo . Protofibrilas

(® g (fn)

Fator XIlla & Ca™" =
interligacao das cadeias y
Liberacao do fibrinopeptideo B
pela trombina

3) Protofibrilas Associagao lateral Rede de fibrina
(fn)

v

Fator XIlla & Ca’™" =

interligacdo das cadeias y
O esquema acima apresentado por Hantagn et al. (1983), baseia-se na seqiiéncia de trés
reacOes consecutivas: ativagdo, polimerizagdo e associacdo lateral. Esta proposta apoia-se
principalmente nas contribui¢cdes de Ferry (1952 a,b) Katz et al (1952) Scheraga & Laskowski

(1957), Blombéck (1959), Doolitle (1973), Blombéck et al (1978) e Hantgan & Hermans (1979).

“In vitro” a clivagem proteolitica da cadeia A o do fibrinogénio entre os amino-acidos 16
e 17 (Arg-Gly) pela trombina ou tromboprotases de venenos ofidicos, constitue o evento de

ativagdo inicial. O segundo passo envolve a polimerizagdo dos mondmeros de fibrina, através de

151



ligacdes ndo covalentes onde ha sobreposi¢cdes de metade do comprimento da molécula do
fibrinogénio, formando um polimero linear de dupla-fita. Este crescimento linear predomina até
que protofibrilas da ordem de 600 nm (=26 unidades) sejam formadas. A partir deste ponto as
protofibrilas abruptamente iniciam o processo de associacao lateral com aumento consideravel de
diametro até 20 a 30 protofibrilas. No momento da agregacao lateral, uma fibrila ou um feixe em
crescimento tem seus extremos associados a dois feixes distintos, criando uma estrutura de rede
que ¢ responsavel pela formacao do gel de fibrina (80% agua e 20% proteina) A polimerizagado
procede até o esgotamento dos monoOmeros de fibrina e a associacdo lateral cessa com a
imobilizacao das protofibrilas no gel.

O fibrinopeptideo B parece ser removido pela trombina, preferencialmente das
protofibrilas em crescimento, o que acelera a velocidade e o grau de associagdo lateral. Entretanto
a retirada do fibrinopeptideo B ndo ¢ requerida para a formacao de gel, uma vez que este pode ser
obtido pela agdo das reptilases como a Ancrod (Shen et al. 1977).

Na presenca do fator XIIla e Ca™", ocorre a etapa final de estabiliza¢io da rede de fibrina,
que ¢ a formacdo de ligagdes covalentes entre as cadeias y do fibrinogénio/ (ligagdes
transpeptidicas).

Hantgan et al (1983), revisaram criticamente a aplicagdo de técnicas de dispersdao de luz
para o estudo cinético das etapas de polimerizacdo dos mondmeros de fibrina e associagdo lateral
de protofibrilas ressaltando os aspectos:

* a intensidade da luz dispersada pelo fibrinogénio e seus oligdmeros (protofibrilas) em
solucao, ¢ fun¢do da concentragdo, massa molecular e das dimensdes dessas macromoléculas;
* amedida que o comprimento das protofibrilas aumenta, a intensidade de dispersdo atinge um
platd (>15 unidades) o qual ¢ proporcional a concentragdo e massa por unidade de

comprimento do polimero;
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* a partir de uma concentracdo critica de protofibrilas de tamanho adequado no meio, inicia-se
abruptamente a etapa de agregacdo lateral e formacdo de gel, que ocasiona intenso aumento
na dispersao de luz, devido ao incremento no didmetro das fibras;

* as velocidades de combinagdo do mondmero e associa¢do de protofibrilas podem ser bastante
reduzidas pelo aumento da forca idnica, de modo que, utilizando alta concentra¢do de enzima,
baixa concentracdo de substrato (fibrinogénio) e, alta concentracdo salina, a fase de
crescimento de protofibrilas pode ser distinguida das subsequentes fases de associagdo lateral
e gelificagdo;

= as velocidades iniciais da reacdo de polimerizacdo, obtidas através de dispersdo de luz em
cubetas de mistura por fluxo continuo (stopped-flow), foram proporcionais ao quadrado da

concentragdo de fibrinogénio, indicando cinética bimolecular.

V.1.4 —- METODOS PARA O ESTUDO CINETICO DE TROMBINA E ENZIMAS DO
TIPO-TROMBINA

Pelo fato da trombina ser uma enzima anéloga da tripsina, todos os substratos sintéticos
cromogeénicos para serino-proteases, contendo arginina ou glicina, podem ser utilizados para
estudos cinéticos, com seguimento em tempo real por métodos titulométricos ou fotométricos.
Entretanto para mapeamento do centro ativo, o proprio fibrinogénio, fragmentos do fibrinogénio
e peptideos menores contendo a seqiiéncia de amino-acidos em torno da ligagcao Arg-Gli (16-17)
da cadeia Aa devem ser utilizados (Sheraga, 1983).

A molécula intacta do fibrinogénio € o substrato que apresenta a maior constante catalitica
(Kcat) e a menor constante de Michaelis (Km), tanto para a retirada do fibrinopeptideo A quanto
o B. O acompanhamento analitico da liberacdo desses peptideos, de modo continuo, ¢ infactivel

até os dias de hoje. Desta maneira o estudo cinético da agdo da trombina sobre o fibrinogénio
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segue a metodologia cléssica de interrup¢do da reacdo em varios tempos. A cromatografia liquida
de alta pressdo em colunas da silica (fase-reversa), ¢ entdo utilizada para dosagem dos
fibrinopeptideos A e B contra padrdes obtidos por sintese (Martinelli & Sheraga, 1980; Shafer,
1982). Este método ¢ corretamente utilizado para a caracterizagdo das trombo-proteases de
venenos ofidicos, quanto a sua especificidade em liberar o fibrinogénio A, B ou ambos.
Entretanto os dados cinéticos publicados sobre estes enzimas referem-se exclusivamente a
substratos cromogénicos sintéticos (Stocker, 1980; Kornalick, 1991).

O uso da dispersao de luz como método para registro cinético continuo da atuagdo da
trombina sobre o fibrinogénio, em condi¢des de velocidade limitada pela etapa enzimatica, esta
sujeito a restricdo de que ambos fibrinopeptidido A e B sdo liberados, sendo o ultimo retirado
preferencialmente das protofibrilas em crescimento. Pelo fato de que os monomeros de fibrina
obtidos em meio de alta forga ionica. (0,5 M NaCl) polimerizam-se a mesma velocidade, quer
sejam produzidos pela Ancrod (Fibrinopeptideo A retirado) ou pela Trombina (Fibrinopeptideos
A e B retirados), Hantgan & Hermans (1979) puderam utilizar a relacdo entre a meia-vida para
polimerizacdo nestas condi¢des e a concentracdo de Trombina, para o calculo da velocidade
méxima de liberagio do Fibrinopeptideo A. O valor obtido de 1,2.10™"" moles/unidade NIH de
Trombina/L/s foi comparavel ao obtido por Blombick et al. (1977), de 1,0.10™"" moles/unidade
NIH de trombina/L/s em meio de forca idnica 0,15 M, onde esta etapa ¢ mais rapida.

A associagdo lateral entre protofibrilas que conduz a formacdo de fibras e gelificacdo, ¢
uma etapa muito sensivel a inibi¢do por alta for¢a idnica do meio, ndo ocorrendo em NaCl 0,5 M.
Em meio fisiologico (=0,15 M) esta etapa inicia-se abruptamente apOs a concentragdo de
protofibrilas, entre 15 ¢ 20 unidades de comprimento, atingir um valor critico. A laténcia para
este fendmeno constitui o classico “tempo de coagulacdo do fibrinogénio”. A retirada do
fibrinopeptideo B pela Trombina, durante a fase de polimerizacgdo, reduz a intensidade da carga

negativa que a molécula de fibrinogénio e as protofibrilas apresentam em pH fisiologico, (Ferry,
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1952A) o que reduz a energia de ativagdo para a aproximagdo das protofibrilas e formacdo de
fibras. Assim as laténcias para a etapa de associagdo lateral quando o fibrinogénio ¢ ativado pela
Trombina, ¢ muito menor que apos ativagdo pela Batroxobina ou Ancrod. A relagdo entre a
laténcia para inicio da fase de associacdo lateral e a concentragdio de Trombina, ¢
aproximadamente linear, sendo utilizada por Hantgan & Hermans (1979) para a estimativa da
taxa de liberagio do fibrinogénio B. A estimativa de 2.10"% moles/unidades NIH de
Trombina/L/s mostrou-se sessenta vezes abaixo da estimativa por método direto, obtido por
Martinelli & Sheraga (1980) que foi de 1,15.10™'° moles/unidades NIH de Trombina/L/s.

A aplicabilidade da dispersdo de luz ao estudo cinético em tempo real, da ag¢do das
trombo-proteases de venenos sobre o fibrinogénio, seria entdo uma conseqiiéncia direta e
favoravel do fato de que somente o fibrinopeptideo A ¢ retirado. Entretanto o método ndo foi
utilizado, ou mesmo sugerido por Hantgan & Hermans (1979, 1983) evidentemente por ndo

coincidir com suas linhas de interesse.

V.1.5 IMPORTANCIA CLINICA DAS ENZIMAS TIPO-TROMBINA NA
FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE OFiDICO.

H4, na literatura especializada, o consenso de que o mero consumo de fibrinogénio pelas
enzimas do tipo-trombina, constitui um aspecto relativamente benigno do acidente ofidico, a nao
ser que o paciente ja apresente previamente lesdes hemorragicas, ou que estas, sejam causadas
pelo proprio veneno através dos fatores hemorragicos. A incoagulabilidade sangiiinea por simples
deficiéncia de fibrinogénio, sem consumo de plaquetas e dos fatores II, V, VIII, IX e X, sem o
aparecimento dos produtos de degradagdo da fibrina pela plasmina, foi obtida pela infusdo de
Ancrod ou Batroxobina tanto em homens quanto animais, por grandes periodos e sem qualquer

risco (Kornalick, 1991).
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O veneno de C. d. terrificus contém uma trombo-proteases do tipo Ancrod e Batroxobina
descrita por Raw et al. (1986), a qual ¢ responsavel pelas alteragdes de coagulacdo que incidem
de 25% (Barraviera et al. 1989) a 31% (Kamiguti & Cardoso, 1989) no acidente crotalico. O
quadro hematoldgico ¢ benigno coincide exatamente com aquele descrito acima para a infusdo
endovenosa do Ancrod e Batroxobina. Nenhum consumo de plaqueta ¢ observado, porém
Barraviera (1990) apresentou resultados demonstrando que estas perdem sua capacidade de
agregacao.

No acidente bothropico, a incidéncia de alteragdes na coagulagdo ¢ de 36% (Kamiguti &
Cardoso, 1989), os quais apresentam além da incoagulabilidade sangiiinea decorrente da
batroxobina, trombocitopenia moderada, redu¢cdo dos niveis dos fatores II, V e VIII e ativacao do
sistema fibrinolitico (Kamiguti et al. 1986). Este quadro, decorre da presenca nos venenos
bothrépicos de proteases que ativam a protrombina via ativacdo do fator X (Furukawa &
Hayashi, 1977); Nahas et al. (1979).

O acidente laquético, por ser mais raro, ¢ menos conhecido quanto a seus aspectos
fisiopatologicos, entretanto ja sendo descritas a defibrinogenagdo sem ocorréncia de
trombocitopenia (Bolands et al. 1982), o que aponta para a enzima tipo-trombima como
componente causador, no veneno.

Independentemente das particularidades e complexidades, que a propedéutica
hematologica utilizada em cada caso de acidente ofidico venha revelar, a persisténcia de
distirbios de coagulagdo indica a presenga de componentes ativos do veneno no plasma e
portanto também a absorver do sitio de inocula¢do. Assim, no acidente botrépico a administragao
correta de antiveneno, apOs constatagdo de incoagubilidade sangiiinea por afibrinogenemia,
conduz a restauracao dos niveis de fibrinogé€nio até a metade do normal, em 6 horas (Rosenfeld,

1958). Este periodo decorre do tempo de meia renovagao do fibrinogénio pelo figado.
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Em resumo, a maior importancia clinica das enzimas tipo-trombina e dos outros
componentes dos venenos produtores de distirbios de coagulagdo, mesmo que ndo constitua
agravante de hemorragia, estd em permitir uma avalia¢do laboratorial do consumo de antiveneno
(Reid & Theakston, 1983). Os tempos de coagulacdo, de protrombina, de tromboplastina parcial
ativada, a contagem de plaquetas e o nivel de fibrinogénio plasméatico, sdo os pardmetros mais
requisitos para o acompanhamento (Santos Amaral et al. 1980; Maruyama et al. 1990; Barraviera
et al. 1989; Kamiguti et al. 1986).

V.1.5 — OBJETIVOS ESPECIFICOS EM RELACAO AO ENZIMA TIPO-TROMBINA DE

Lachesis muta muta.

Em virtude da disponibilidade desta enzima em forma pura na FUNED-MG e, de sua
homologia com as demais trombo-proteases bothropicas, foi nosso objetivo o desenvolvimento
de um método para avaliagdo funcional do enzima sobre substrato natural (fibrinogénio), que
apresentasse o conjunto de atributos:
= Sensibilidade ao reagente analisado > 10™ M.
= Simplicidade metodologica e baixo custo de reagentes.
= Rapidez e reprodutibilidade.
= Sensibilidade ao efeito de anticorpos.

= Utilidade para estudos do mecanismo catalitico da enzima e efeito de inibidores.
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V.2 - MATERIAS E METODOS

V.2.1 - ENZIMA

A enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta (T-TL) foi obtida do Prof. Arinos
Magalhdes (FUNED-MG) em estado de pureza segundo Vidigal-Silveira et al. (1989). O material
liofilizado apresentando 1180 unidades NIH/mg sobre fibrinogénio humano, foi dissolvido em
tampao Tris-HC1 0,02 M pH 7,50, a concentragdo final determinada pelo seu coeficiente de
extingdo molar a 280 nm e a adicionado igual volume de glicerol, tendo no final, sido obtida a
concentragdo de 225 pug.mL. Esta solu¢do foi aliquotada em tubos Eppendorf contendo 1 mL

cada e armazenados a —20°C.

V.2.2 - SUBSTRATOS

Fibrinogénio Bovino Sigma fragdo I, tipo IV apresentando 95% de proteina coagulavel
com a composicao:
* Proteina total 60% (0,57)= fracdo coagulavel
» Citrato de sodio 15%

= (Cloreto de sodio 25%

Devido a dificuldade de dissolugdo, uma determinada quantidade de fibrinogénio era
pesada no dia anterior ao experimento, dentro de tubo plastico de fundo conico (tipo Falcon) e
um volume de tampao fosfato 0,4 M pH 7,4, dez vezes menor que o volume final pretendido, era
adicionado sem qualquer agitagdo. No dia seguinte o tubo era retirado da cabine do refrigerador

(4 °C) e agitado moderadamente por rotagdo. Apds uniformizagdo o material era centrifugado a
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3.500 rpm em centrifuga clinica comum. As aliquotas eram tomadas do sobrenadante por
micropipeta automatica.
L-BAPNA — Na Benzoyl - L — Arginina p-Nitroanilida Sigma. Utilizado na concentragao

de 10°M em tampéo fosfato 0,04 M pH 8,0 ou tampdo tris-HC1 0,02 M pH 8,1.

V.2.3 - VENENOS E ANTIVENENOS

Os venenos foram obtidos em forma liofilizada do Serpentario da FUNED-MG e
correspondem ao agrupamento dos venenos individuais de nimero pequeno de espécimes.

Venenos: B. jararaca 050287; C. d. terrificus 170491 e Lachesis muta muta, diluidos e
armazenados do mesmo modo que a enzima.

Antiveneno: ABL FUNED 900530 — vide se¢do IV.2.2

V.2.4 - INCUBACOES

100ul da solugdo 10x de fibrinogénio em tampao fosfato 0,4 M pH 7,4 + volume
adequado do mesmo tampao + antiveneno previamente diluido + 4gua bidestilada em quantidade
suficiente para o volume final de 1000pul, em tubo de vidro 75 x 10 mm (tubo de hemolise). Apds
uma hora de incubag¢io a 37° C as solugdes de fibrinogénio atingiam o maximo de transparéncia
sendo entdo utilizadas.

Uma aliquota da solugdo estoque da enzima ou veneno era diluida 5 vezes em tampao

fosfato e mantida em banho de gelo até 0 momento de seu uso para iniciar a reagao.
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V.25 - PROCEDIMENTOS PARA REGISTRO NEFELOMETRICO DA
COAGULACAO DO FIBRINOGENIO.

O nefelometro utilizado e sua calibragdo ja foi descrito na secdo IV.2.7 e para registro
cinético este foi acoplado a uma registrador potenciométrico com dez escalas de atenuagdo (10 a
100 mV para fundo de escala). Apds uma hora de incubagdo a 37° C o tubo de hemolise contendo
a solucao de Fibrinogénio (1000uL) era transferido para o compartimento de leitura e a dispersao
basal de luz compensada potenciometricamente para que todos os registros partissem do mesmo
nivel. A seguir a reacdo era iniciada por adi¢cdo da enzima em volume fixado em 10 pL,
adicionado a cubeta por uma micro-colher colocada a ponta de uma vareta de PVC. Com a
propria vareta a amostra era misturada por alguns segundos € o compartimento de leitura fechado,
ao mesmo tempo que se dava partida ao arraste de papel do registrador. No caso dos
experimentos de adi¢do parcelada de enzima ou adicdo de inibidor, o compartimento de leitura
era aberto segundos antes do inicio da fase de agregagdo lateral e gelificagdo, a nova amostra
adicionada e misturada e, o compartimento fechado novamente.

Toda determinagao foi realizada em duplicata e o resultado médio expresso.

ApOs as curvas de velocidade da reacao em funcdo da concentragdo de substrato, os tubos
eram mantidos a 37° C com leitura repetidas a cada 15 minutos até a estabiliza¢do, para a

obtengdo da dispersao final.
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V.2.6 - PROCEDIMENTOS PARA ANALISE E APRESENTACAO DOS RESULTADOS

As velocidades das reagdes foram calculadas a partir da inclinagdo da parte retilinea do
registro de dispersdo de luz, durante a fase de agregagdo lateral de protofibrilas e gelificacdo e
expressa em mV/s.

A partir da relag@o entre dispersdo final (mV) e a concentragdo de fibrinogénio nas curvas
de velocidade da reacdo em funcdo da concentracdo de substrato, foi calculada a taxa de
conversao de unidades mV/s para mol de fibrinogénio/s, o que permitiu calcular a constante
catalitica (V/eo) da enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta.

As funcdes lineares foram ajustadas por regressdo linear simples e o coeficiente de
correlacdo expresso. As fungdes hiperbolicas e sigmoidais foram ajustadas visualmente com o
auxilio de “curvas francesas”. Nas curvas de neutralizacdo os pontos foram unidos simplesmente,

sem considerar qualquer modelo de relacdo.

V.2.7 — SEPARACAO DA ENZIMA LIVRE DA COMPLEXADA COM ANTICORPOS
DO ABL - FUNED 900530

= Suporte cromatografico: Sephadex G-100 — Fine — Pharmacia Fine Chemicals

= Temperatura de operagio: 0° C

= (Coluna: 30 cm x 0,8 cm

= Eluente: tampao tris-HCI 0,02 M pH 7,50 1% albumina bovina.

= Fluxo: 3 ml/cm® /hora

=  Amostra de enzima: 4,38.10'10 moles em 0,5 ml

=  Amostra coletada: 0,25 ml

161



Unidade de coagulagdo: 1 unidade equivale a quantidade de enzima que coagula a solugdo de
fibrinogénio bovino (2mg/ml) em tampao fosfato 0,04 M pH 7,4, 37° C a velocidade de 2,1
mV/s = 0,225 pg do enzima puro.

Unidade amidasica: 1 unidade equivale & quantidade de enzima que hidroliza 1.10°
moles/min. de BAPNA, de uma solugao 10° M em tampao tris-HC1 0,02 M pH 7,50 a 37° C,

medida como A A 410 nm.
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V.3 - RESULTADOS

Os resultados apresentados nesta secdo foram obtidos em colaboracdo com Laudiene

Sadala, Prof. Arinos Magalhaes e Prof. Carlos Ribeiro Diniz.

V.3.1 — REGISTRO NEFELOMETRICO DA COAGULACAO DO FIBRINOGENIO
BOVINO — DEMONSTRACAO QUE A CINETICA ESTA LIMITADA PELA ETAPA
ENZIMATICA.

Os registros na fig. V.3.1A foram obtidos para uma curva de velocidade de coagulagao
em funcao da concentracdo do substrato. Em cada um destes, a intensidade de dispersao de luz
(mV), foi continuamente registrada em fungcdo do tempo, apos adicdo da enzima em to.
Acompanhando o registro III pode-se identificar as etapas:
= Laténcia ou fase de registro praticamente vertical, neste caso com duragdo de 65 segundos,

onde o incremento da dispersao de luz em fungdo do tempo ¢ muito pequeno — corresponde as
fases de ativacdo e polimeriza¢do de Hantgan & Hermans (1979).

» Equilibrio Dindmico ou fase de registro onde se observa um grande incremento linear da
intensidade de dispersdo de luz em funcdo do tempo-corresponde ao inicio das fases de
agregacao lateral e gelificagdo de Hantgan & Hermans (1979).

= Esgotamento de substrato ou fase onde a taxa de incremento da dispersdo de luz em fungao
do tempo, ndo se mantém mais, decrescendo assintoticamente para zero — nao encontra
correspondéncia no trabalho de Hantgan & Hermans (1979) porque estes utilizaram grandes

quantidades de enzima para pequenas quantidades de substratos.

Nos registros I, II e IIT as fases lineares ou de equilibrio dindmico sdo menos duradouras
porque o esgotamento de substrato é precoce. Nos registros IV, V, VI e VII, devido a maior

concentragdo de substrato, as fases lineares s3o mais duradouras. As laténcias, que
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correspondem ao popular “tempo de coagulacdo”, mostraram um comportamento caprichoso.
Em tampao fosfato 0,02 M cresceram continuamente do registro I (0,25 mg Fb/mL) até o registro
VII (3,0 mg FB/mL). Nos tampdes 0,04 M e 0,06 M as laténcias encurtaram-se do registro I até o
III, voltando novamente a crescer até o VII. Este fenomeno, observado em 8 curvas de velocidade
da reacdo em fun¢do da concentracdo do substrato, certamente decorre da presenca de citrato e
cloreto de sodio na preparagdo comercial de fibrinogénio (vide secdo V.4.1).

Com o objetivo de investigar a fase linear ou de equilibrio dindmico, foram realizados os
experimentos ilustrados pela figura V.3.1B e Tabela (V.3.1). Nestes, a enzima foi adicionada em
duas parcelas, x em t, mais X em t;, X em t, mais 2x em t;, etc. Inicialmente determinou-se a
velocidade da reacdo (mV/s) adicionando-se as quantidades x e 2x em t,. Em seguida adicionou-
se x em to e, abrindo-se o compartimento de leitura 30 segundos antes do inicio da fase de
agregacao lateral e gelificacdo, a partir da qual a rede de fibrina ndao pode ser mais tocada,
misturou-se a segunda parcela, fechando-se novamente a entrada de luz (vide artefato indicado
por t; na fig. V.3.1.B).

Os resultados sumarizados na tabela V.3.1 mostraram que a velocidade de coagulacdo
apos adicao da segunda parcela sempre se aproximou mais da velocidade observada com adigdo a
um sé tempo de quantidades 2x e 3x.

Outro experimento realizado para atingir o mesmo objetivo foi adicionar a cubeta um
inibidor enzimético no momento tl1. O uso de benzamidinas ndo se mostrou adequado devido a
sua natureza catidnica que induz “per se” a precipitagdo do fibrinogénio. O antiveneno
bothropico-laquético (ABL FUNED — 900530) em grande excesso, adicionado em tl reduziu a

inclinagdo da fase linear (0,09 ng de t-TL mm em 2,5 mg/ml Fb) de 1,00 mV/s para 0,15 mV/s.
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TABELA V.3.1 - Efeito da adi¢do parcelada da enzima sobre a velocidade de
coagulacao do fibrinogé€nio bovino em tampao fosfato 0,04 M, pH 7,40.
Data Enzima Momento da adicdo Velocidade Fibrinogénio
pgemty, pgemt, mV/s mg/mL
24/11/93  t-TL mm 0,090 - 0,75 2,5
“ 0,270 - 1,91 “
“ 0,090 0,180 1,61 “
« 0,090 0,270 2,53 «
24/11/93  t-TL mm 0,090 - 1,09 2,5
“ 0,090 - 1,20 “
« 0,180 -- 2,00 «
“ 0,090 0,090 2,30 “
13/09/93 Crotalusd. t. 2,5 - 0,46 2,0
ven. bruto 5,0 - 0,74 “
2,5 2,5 0,91 “
14/09/93  B. jararaca 2,5 - 0,43 2,0
ven. bruto 5,0 - 0,98 “
2,5 2,5 1,10 “
to: inicio do registro;
t,;: momento imediatamente anterior ao inicio da fase de agregacdo lateral.

V.3.2 - ESCOLHA DO SISTEMA TAMPAO, DO pH, DA MOLARIDADE E DO TEMPO
DE INCUBACAO PREVIA DO FIBRINOGENIO

A concentragio de calcio afeta grandemente a estrutura do gel de fibrina. E fato bem
conhecido que o célcio encurta os tempos de coagulagdo do fibrinogénio na presenca de trombina
(Seegers & Smith, 1942). Este efeito ndo ¢ atribuido a um aumento de velocidade de hidrolise de
fibrinopeptideos, mas mais provavelmente a um efeito nas reagdes de polimerizacdo e
gelificagdo. A rigidez e opacidade de gel aumentam quando formados na presenca de célcio
(Okada & Blombick, 1983).

No inicio de nosso trabalho, verificamos que o cdlcio residual da 4dgua destilada, bem

como o célcio contaminante dos reagentes P.A. A.C.S., era suficientemente alto para afetar ndo
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so6 a velocidade das fases de agregagdo lateral, como também para causar uma gelificacdo em
fibras grosseiras, visivelmente ndo uniformes. Este acontecimento tornava o registro
nefelométrico erratico e, portanto, ndo confiavel. O uso de citrato ou EDTA no tampao tris-HCI
reduziu muito intensamente as velocidades de coagulacdo além de que ndo trouxe melhora na
uniformidade do gel. Nesta situa¢do o recurso geralmente utilizado nos trabalhos mais exatos de
cinética (Martinelli & Scheraga, 1980; Hantgan & Hermans (1979) ¢ a didlise prévia do
fibrinogénio contra o proprio tampao onde serda realizada a reacdo, evidentemente
confeccionando-o com agua e reagentes de baixa contaminagao.

Devido nosso objetivo de desenvolver metodologia simples que pudesse eventualmente
ser executada em qualquer laboratério na América do Sul, nas regides tropicais da Asia e também
na Africa (regides onde o acidente ofidico ¢ endémico); optamos por utilizar a preparagio
comercial de fibrinogénio sem didlise prévia, em tampao fosfato de sddio, que ademais ¢ o
tampao classicamente utilizado. Neste ponto deve-se salientar que o uso do nefeldmetro ndo ¢é
essencial, podendo a reacdo ser acompanhada pelo desenvolvimento da turbidez em qualquer
fotometro no espectro visivel. O uso do tampdo fosfato permitiu obter solucdes bastante
transliicidas de fibrinogénio, sem qualquer preocupagdo com o controle dos niveis de calcio
contaminante no préprio fibrinogénio, na agua e nos reagentes, devido as suas propriedades
quelantes. Deste modo a solugdo de fibrinogénio manteve sua transparéncia e taxas de
coagulacdo por até 48 horas apds dissolugdo. A agregacdo lateral de protofibrilas e a
concomitante gelificagdo, na presenca de tampdo fosfato, ocorreram com a deposi¢do de fibras
muito finas, produzindo um gel opalescente e brilhante, semi-translicido, uniforme e de textura
indetectavel a vista desarmada. O registro cinético da intensidade de luz dispersa, obtido nestas
condi¢des mostrou-se sem ruido, continuo e uniforme. O pH 7,40 foi pré-determinado por razdes

fisiologicas, sem levar em conta a indicagdo uniforme da literatura de um 6timo em torno de pH
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8,0. A fig. V.3.2A mostra que na molaridade 0,04 para o tampao fosfato pH 7,40, a velocidade de

coagulacdo foi maxima tanto para a enzima t-TL mm quanto venenos brutos.

FIG. V.3.2.A -Velocidade de coagulagdo do fibrinogénio bovino
(2 mg/mL) pelo enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta e
outros venenos crotalideos em estado bruto em funcao da
molaridade do tampdo fosfato de sodio pH 7,40- 37°C

o
o

N
()]
|

—m— 2,5ug L. m. muta
—e— 0,225 png t-TL m. muta
5ug C. d. Terrificus
—o— 5ug B. jararaca

#>

Velocidade de coagulagdo (mV/s)
>

o
o

0.02 0.04 0.06 0.08
Molaridade do tampé&o fosfato

Apos 30-40 minutos a 37° C, a partir do momento em que a solu¢do de fibrinogénio
bovino a 20 mg/ml — tampao fosfato 0,4 M, pH 7,40, foi diluida para 2,0 mg/ml — tampao fosfato
0,04 M pH 7,4, a transparéncia da solu¢do de fibrinogénio como também a velocidade de
coagulacdo atingem valores maximos (vide fig. V.3.2B). Sendo as solugdes de fibrinogénio
viscosas, o que impede o uso de agita¢do dréstica para obter uniformizagdo, sob pena de inclusdo
de bolhas de ar na massa liquida, a laténcia observada deve refletir o tempo necessario para que a
concentragdo de fosfato na camada de solvatacdo das moléculas de fibrinogénio se reduza ao

valor 6timo de 0,04 M.
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FIG. V.3.2.B - Influéncia do tempo de incubagdo prévia a 37° C
em tampao fosfato de sddio pH 7,4, na velocidade de coagulacdo
fibrinogénio bovino (2 mg/mL) pelo veneno bruto (2 pg) de

Lachesis muta muta.
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FIG. V.3.3.A, - Velocidade de
coagulagdo do fibrinogénio bovino
pelo enzima tipo-Trombina de
Lachesis muta muta (0,225 pg/mL)
em funcdo da concentracdo de

substrato. Tampao fosfato de soédio
0,04 M - pH 7,40 - 37°C - 24/09/93
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FIG. V.3.3.A, - Dispersdo de luz
em funcdo da concentragio de fibri-
nogénio bovino. Apds o registro de
velocidade os tubos foram mantidos
a 37°C com leituras a cada 15 min.,
até a estabilizagdo.
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V.33 - INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO NA VELOCIDADE DE
COAGULACAO E NA QUANTIDADE DE PRODUTO FORMADO AO FINAL DA REACAO.
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FIG. V.3.3.B; - Velocidade de
coagulagdo do fibrinogénio bovino
pelo enzima tipo-trombina de
Lachesis muta muta (0,225 pg/mL)
em fungdo da concentragdo de
substrato. Tampao fosfato de sodio
0,04 M - pH 7,40 - 37°C - 28/09/93
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FIG. V.3.3.B, - Dispersdo de luz
em funcdo da concentragdo de
fibrinogénio  bovino. Apdés o
registro de velocidade os tubos
foram mantidos a 37°C com leituras
a cada 15 min., até a estabilizac3o.
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FIG. V.3.3.C, - Velocidade de
coagulagdo do fibrinogénio bovino
pelo enzima tipo-Trombina de
Lachesis muta muta (0,225
pg/mL) em funcdo da concen-
tracdo de substrato. Tampdo
fosfato de sddio 0,04 M- pH 7,40 -
37° C - (agrupamento de 3
experimentos ¢/ replicatas)
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As figuras cinéticas V.3.3A1 e A2 foram feitas apenas com replicatas em cada ponto, com
o objetivo de verificar a reprodutibilidade do padrio de relacdo sigmoidal obtido, entre a
velocidade de coagulacdo e a concentragdo de fibrinogénio. Os dados das duas curvas
mencionadas, mais os de uma terceira ndo mostrada, forma agrupadas na fig. V.3.3C1 que repetiu
o mesmo padrdo. Aplicando a transformacao logistica as medidas da fig. V.3.3C1 determinou-se
a taxa normalizada da varia¢do de v/[s], conhecido como coeficiente de Hill. Este valor muito
proximo de 2,0 coincide com a “ordem aparente para a reagdo de polimerizacdo do fibrinogénio,
determinada por Hantgam & Hermans (1979).

A fig. V.3.3.D mostra uma relagdo hiperbdlica ou Michaeliana entre v e [s]>. Os valores
Ks apresentados, levaram em conta o peso molecular de 340 Kd para o fibrinogénio e que, apenas
65% da amostra pesada ¢ fibrinogénio, e também que nesta estd presente 5% de proteina nao

coagulavel.

FIG. V.3.3.D - Relagdo Hiperbdlica entre a Velocidade de
Coagulacdo do Fibrinogénio Bovino pelo Enzima tipo-Trombina
de Lachesis muta muta (0,225 pg/mL) e o Quadrado da
Concentrag@o do Substrato.
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FIG. V.3.3.E, - Velocidade de
coagulac@o do fibrinogénio bovino
pelo veneno bruto de Lachesis
muta muta (2,5 pg/mL) em
Funcdo da Concentragdo de
Substrato. Tampao fosfato de
s6dio 0,04 M- pH 7,40 - 37°C.

Ks = 1,3.10° M

Velocidade de coagulagao

FIG. V.3.3.E, - Dispersdo de luz
em fungdo da concentracdo de
fibrinogénio bovino. Apods o
registro de velocidade os tubos
foram mantidos a 37° C com
leituras a cada 15 min., até a
estabilizagdo.
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FIG. V.3.3.F, - Velocidade

coagulagdo do fibrinogénio bovino
pelo veneno bruto de Crotalus d.
terrificus (5 pg/mL) em Fungdo da
Concentracdo de Substrato. Tampao
fosfato de sodio 0,04 M- pH 7,40 -

37°C.
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FIG. V.3.3.F, - Dispersdo de luz
em fungdo da concentragdo de
fibrinogénio bovino. Apods o
registro de velocidade os tubos
foram mantidos a 37° C com
leituras a cada 15 min., até a
estabilizagdo.
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Os graficos nas figs. V.3.3El e F1 mostram que figuras cinéticas analogas podem ser
obtidas com venenos brutos e que portanto podem ser utilizadas para detec¢do de trombo-
proteases ou mesmo como guia em seu isolamento.

As figs. V.3.3.A2, B2, E2 e F2 mostram uma relacdo linear muito exata entre a
concentragdo de fibrinogénio e a quantidade de produto final gerado pela reagdo. evidentemente o
produto final estd aqui definido pela grandeza mensurada (mV), e ndo pela quantidade de
proteina determinada apods centrifugacdo e lavagem da rede de fibrina como se feito na

metodologia cléssica para dosagem do fibrinogénio (Ware et al. 1947).

V.3.4. INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE ENZIMA NA VELOCIDADE DE
COAGULACAO DO FIBRINOGENIO BOVINO E NA QUANTIDADE DE PRODUTO
FORMADO AO FINAL DA REACAO.

FIG. V.3.4.A, - Velocidade de FIG. V.3.4.A, - Dispersdo de luz

coagulacdo do fibrinogénio bovino apos Coalgglagao qe 2,5 mg/mL dg

(2,5 mg/ml) pelo enzima tipo- fibrinogénio bovino por quanti-

Trombina de L. muta muta. em dades crescentes do enzima tipo-

funcdo da concentracdo do enzima. Tro.mblna de L. muta mutd. Apos o

Tampdo fosfato de sodio 0,04 M - registro de velocidade os tubos

pH 7,40 - 37°C. foram mantidos a 37°C com
leituras a cada 15 min. até a

mV/s = 2594406081.M-! Ez + 0,013 estabilizacdo.
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Admitindo o valor de Ks na fig. V.3.3.D ser uma estimativa adequada, verifica-se que a
concentragdo de fibrinogénio utilizada nos experimento ilustrados nas figs, V.3.4.A foi apenas
4,7 vezes maior. Este fato ocasiona um desvio (infraestimag¢do) de 17% na estimativa da
velocidade maxima limite e, poderia eventualmente tornar imperceptiveis os periodos de
equilibrio dinamico. Na presente situacdo entretanto, a quantidade adicionada de enzima foi
muito baixa (1,7-10,5 . 10> moles) em comparac¢do com a quantidade total de substrato (4,54.10°
% moles).

Para a menor concentragdo da enzima, o estado de equilibrio dindmico ocorreu do 348°
segundo até o 426° s. enquanto para a maior concentragdo foi do 53° s. até o 75° s. da reagdo,
permitindo uma medi¢do segura de V. A estimativa de V/eo ou Kcat, de 4,7 moles/mol de

enzima/L/segundo esté corrigida pelo teor de fibrinogénio na amostra.

FIG. V.3.4.B, - Velocidade de FIG. V.3.4.B, - Dispersao de Luz
Coagulagio  do  Fibrinogénio apé; Coag}lla@éo d? 2,5 mg/mL de
Bovino (2,5 mg/ml) pelo Veneno Fibrinogénio  Bovino por Quan-
Bruto de L. muta muta, em fungio tidades Crescentes do Veneno Bruto
da concentragio do  veneno. L. muta muta. Apds o registro de
Tampdo fosfato de s6dio 0,04 M - velocidade os tubos foram mantidos
pH 7,40 - 37°C. a 37°C com leituras a cada 15 min.

até a estabilizagdo.
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Segundo Hantgan & Hermans (1983) o fator preponderante para determinar o fim da
polimerizacdo e o inicio da agregacdo lateral das protofibrilas, ¢ o proprio tamanho destas. Em
meio forca idnica mais alta, as protofibrilas crescem mais em comprimento, até que estas

disponham de numero suficiente de regides de contato, necessdrios para

FIG. V.3.4.C - Comparagdo da poténcia coagulante entre veneno bruto e
enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta em estado puro.
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estabilizagdo das fibras formadas por agregacdo lateral. O tamanho e diametro destas fibras ¢é
determinado pela propria velocidade de agregacdo lateral, isto ¢, seu crescimento cessa com seu
aprisionamento na rede por conexdes interfibras. Deste modo nas condi¢des deste trabalho, onde
as etapas de polimerizacdo, agregacdo e gelificagdo sdo limitadas pela etapa enzimatica inicial,
poder-se-ia obter, segundo a velocidade de ativagdo do fibrinogénio, redes de fibrina com
diferentes didmetros de fibra, nimero de interconecgdes e portanto distintas capacidades em
dispersar luz. As figuras de indice 2 nesta secdo, de A2 até E2, mostraram na maioria, uma

tendéncia para a diminuicdo da dispersdo final, embora pouco significativa.
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Uma utilidade imediata para as duas curvas de velocidade em funcdo da concentracdo do
enzima, figs,V.3.4 Al e B1, ja que estas apresentam intersec¢des com a ordenada muito proximas
de zero, ¢ a determinacdo do teor da enzima no veneno. A relagdo calculada para as poténcias
(vide se¢do 1V.2.6C) foi 14,67, ou seja, 1ug do t-TL mm. puro estd contido em 14,67 pg de
veneno bruto de Lachesis muta muta.

As figuras V.3.3.D e E, mostram que o método de dosagem do enzima pode ser aplicado a
outros venenos, mesmo os de bothrops, os quais possuem proteases que inativam funcionalmente
a molécula do fibrinogénio. Evidentemente os dois exemplos mostrados ndo sdao diretamente
comparaveis ao padrdo de enzima puro, devido a economia de fibrinogénio praticada nestes

ultimos, certamente também causadora da nao-linearidade na curva fig. v.3.3DI.

FIG. V.3.4.D, - Velocidade de
coagulacdo do fibrinogénio bovino
(2 mg/ml) pelo veneno bruto de C.
d. terrificus, em fungdo da
concentragdo do veneno. Tampao
fosfato de sodio 0,04 M - pH 7,40 -
37°C.
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FIG. V.3.4.D, - Dispersio de luz
apos coagulacdo de 2 mg/mL de
fibrinogénio bovino por quantidades
crescentes do veneno C. d. terrificus.
Apods o registro de velocidade os
tubos foram mantidos a 37°C com
leituras a cada 15 min. até a
estabilizacdo.
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FIG. V34.E. - Velocidade de FIG. V.3.4.E, - Dispersdo de luz apos
! coagulacio de 2,0 mgmL de

fibrinogénio bovino por quantidades

Jjararaca, em fungdo da concentragdo crescentes do veneno bruto de B.

do veneno. Tampido fosfato de sodio Jararaca. Apds o registrq de
0,04 M - pH 7,40 - 37°C. velocidade os tubos foram mantidos a

37°C com leituras a cada 15 min. até
a estabilizacdo.
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V35 - N EUTRALIZACAO DA ATIVIADE COAGULANTE DA ENZIMA TIPO-
TROMBINA DE Lachesis muta muta PELO ABL FUNED 900530

FIG. V.3.5.A - Neutralizagdo da atividade coagulante da enzima
tipo-trombina (0,112 ug) de Lachesis muta muta sobre o
fibrinogénio bovino (2,5 mg/mL), pelo ABL-FUNED 900530.
Tampao fosfato de sodio 0,04 M - pH 7,40 - 37°C.

1.6
Q)
Q> 127
3 .
8@
(@]
@M (0 B
%g_é* 0.8
oS
[CRR e
> ® i
g 04
n=2
0.0 T T T v

00 01 02 03 04 05

Antiveneno (uL)

178



Para os experimentos de neutralizacdo a solu¢do de enzima foi incubada previamente
com o antiveneno por 30 minutos a 37 °C. Trés das quatro curvas de neutralizagdo realizadas em
diferentes niveis foram completamente delineadas e correspondem as figs. V.3.5A-C. No quarto
nivel, 0,450 ng de enzima, somente o ponto final da neutraliza¢do foi procurado. As curvas de
neutralizacdo da enzima tipo-trombina, apresentaram caracteres similares as neutralizagdes dos
fatores hemorragicos em veneno bruto (vide se¢aoVI1.3.3), ou seja: uma fase inicial onde a
atividade decai de maneira intensa e aproximadamente linear com o aumento da quantidade de
antiveneno; uma fase intermediaria de baixa declividade; um fase final onde a atividade volta a

responder ao aumento da quantidade de anticorpos.

FIG. V.3.5.B - Neutralizagcdo da atividade coagulante da enzima
tipo-trombina (0,225 ug) de Lachesis muta muta sobre o
fibrinogénio bovino (2,5 mg/mL), pelo ABL-FUNED 900530.
Tampao fosfato de sddio 0,04 M - pH 7,40 - 37°C.
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FIG. V.3.5.C - Neutralizacdo da atividade coagulante do enzima
tipo-trombina (0,337 pg) de Lachesis muta muta sobre o
fibrinogénio bovino (2,5 mg/mL), pelo ABL-FUNED 900530.
Tampao fosfato de sédio 0,04 M - pH 7,40 - 37°C.
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FIG. V.3.5.D - Quantidades de ABL - FUNED 900530 para neutralizacdo
total (pontos euteriaticos) da atividade coagulante do enzima tipo-Trombina
de Lachesis muta muta sobre o fibrinogénio bovino (2,5 mg/ mL). Tampao
fosfato de sddio 0,04 M - pH 7,40 - 37°C.
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Novamente, o pardmetro DE50 ndo foi aplicavel a qualquer dessas curvas, enquanto as
quantidades de antiveneno para neutraliza¢do total, apresentaram uma rela¢do linear muito
precisa com as massas (desafios) de enzima. O coeficiente angular normalizado mostrado na fig.
V.3.5D deixa claro que a “Lei dos Multiplos de Propor¢ao” foi exatamente obedecida. A partir do
coeficiente angular ndo normalizado a poténcia neutralizante do antiveneno para o enzima, foi
calculada em 0,28 mg t-TLmm/mL ABL.

Nas duas curvas de neutralizagdo mostradas na fig. V.3.5E, as quantidades 0,225 pg de
enzima tipo-trombina 3,3 ug de veneno bruto de Lachesis muta muta, equipotentes em termos de
velocidade de cogulagdo, foram calculadas a partir da relacdo na fig. V.3.4C. A correg¢do da
estimativa pode ser avaliada pela diferenga dos valores de ordenada (apenas 4,9%) para
antiveneno igual a zero, com também pela quase superposi¢ao das curvas que praticamente nao

diferem nas estimativas das quantidades de antivenenos para neutralizagdo total.

FIG. VJ3.5.E - Neutralizagdo da atividade coagulante, sobre o
fibrinogénio bovino (2,5 mg/mL), de quantidades equipotentes da
enzima tipo-trombina (0,225 pg) e veneno bruto de Lachesis muta
muta (3,3 ng), pelo ABL -FUNED 900530. Tampao fosfato de sodio
0,04 M - pH 7,40 - 37°C.
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V.3.6 — MECANISMO DE INIBICAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DA ENZIMA
t-TLmm, PELOS ANTICORPOS PRESENTES NO ABL-900530

As quantidades de antiveneno ABL-FUNED 900530 utilizadas no experimento mostrado
na fig. V.3.6A, correspondem aos valores de abcissa da fig. V.3.5B localizados na regido da
curva onde a atividade enzimatica decaiu linearmente em fun¢ao da concentragdo dos anticorpos.
A fig. cinética obtida, do tipo “Inibicdo Nao-Competitiva”, ndo permite inferéncias mecanisticas
imediatas. Uma proteina de massa molecular 25,656 Kd, como a enzima em questdo, pode
apresentar em sua superficie determinantes antigénicos diferentemente localizados e
diferentemente relacionados a fun¢ao da molécula. A ligacao de anticorpo a cada um deles, pode
portanto repercutir distintamente sobre a capacidade funcional desta. A afinidade combinada, ou
avidez, de um conjunto de anticorpos presentes em um soro policlonal, pela molécula do antigeno
polivalente geralmente ¢ muito alta, superando facilmente 10'° L/M, o que nos conduz a
interpretar a atividade residual da enzima na fig. V.6.3A, como ndo devida a moléculas

totalmente livres.

FIG. V.3.6.A - Velocidade de coagulacdo do fibrinogénio
bovino pelo enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta
(0,225 ng) em fungdo da concentragdo do substrato, na
presenga do ABL - FUNED 900530. Tampao fosfato de
sodio 0,04 M - pH 7,40 - 37°C.
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A curva de velocidade de hidrolise do BAPNA em fungdo da concentragdo da enzima
(fig. V.3.6B) foi realizada ndo so6 para afericdo de técnica como também para avaliagdo do estado
funcional da enzima. O valor de V/eo obtido esta aquém daquele citado por Vidigal-Silveira et al.
(1989), de 144 M/M/min., e bastante aquém do encontrado por Magalhdes (1992), de 203
M/M/min.

Para investigar o efeito do ABL, a atividade amidésica foi entdo medida em situa¢do no
qual a enzima se encontrava totalmente inibida pelos anticorpos presentes, quanto a sua

capacidade de atuar sobre seu substrato natural.

FIG. V.3.6.B - Velocidade de hidrolise do L-BAPNA (103 M) pela
enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta em funcdo da
concentragdo da enzima . Tampao tris-HCI 0,1 M - pH 8,10 .

V/eo =109,6 M/M/min.
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No primeiro quadro da tabela V.3.6A figuram os dados e parametros utilizados para os
resultados dos quadros abaixo. Os experimentos B e D do segundo quadro, deixam bem claro que
na situacdo de inibicdo total da acdo sobre o fibrinogénio, sob excesso de 6,5 vezes a quantidade

euteridtica de antiveneno (vide fig. V.3.5D), a atividade amidasica foi reduzida apenas
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parcialmente. O terceiro quadro confirma a inibi¢do parcial da atividade amidésica, a0 mesmo
tempo (experimento D) que mostra em concomitancia a inibicdo completa da atividade sobre

fibrinogénio e manuten¢ado parcial da atividade amidasica.

Tab. V.3.6A - Efeito do ABL 900530 sobre a velocidade de hidrolise
do BAPNA pelo enzima tipo- trombina de Lachesis muta muta em
condicdes de atividade coagulante totalmente inibida.

Enzima: 4,17 . 108 M (1,12 pg/mL)

Substrato: 103 M Bapna em tampio fosfato 0,04 M - pH 8,0
E 40nm P-nitroanilina = 10372

ABL FUNED 900530: 49,8 pug / mol enzima . 1012

A =Enzima puro = 4,97.107 moles pNA/min.
B = Enzima + ABL= 3,28. 10”7 moles pNA/min.
C=AemFb 0,5 mg/mL. = coagulacio imediata
D =B em Fb 0,5 mg/mL. = n/coagulou.

A =Enzima puro = 4,34.107 moles pNA/min.

B = Enzima + SABL = 3,18 . 10”7 moles pNA/min.

C=AemFb 0,5 mg/mLL = coagulacio imediata

D=BemFb 0,5 mg/mL = n/coagulou. 3,33.10-7 moles p-NA/min.

Para avaliar a posi¢do zonal dos complexos Ag:Ac formados a partir do enzima t-TLm.m.
e a ABL FUNED 900530, ao final da regido linear da curva de neutralizagao (vide fig. V.3.5B),
foi realizado o experimento mostrado na tabela V.3.6B. A incubagdo inicial E1 foi de 30 min. a
37° C como também as reincubac¢des E2 e E3. A diferenca E3 — C2 + E2, de 0,49 mV/s, foi
altamente significativa face ao intervalo de confianga (pa 0,05) para médias de n=2, deixando
claro que anticorpos antes ligados a enzima na amostra El, passaram para ou foram
compartilhados com as moléculas de enzima provenientes de C1. Em outras palavras ndo havia

antigeno completamente livre em E1.
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TAB. V.3.6B - Efeito da adigdo de enzima livre ao complexo Ez-Ab
apresentando 69% de inibi¢do na atividade coagulante sobre
fibrinogénio bovino.

Enzima = tipo-Trombina de Lachesis muta muta
Anticorpo = ABL 900530 FUNED n=2
Tampao fosfato 0,04 M pH 7,40 t.sm=0,06mV/sp o 0,05

C,=0,22 uyg Ezpuro = 2,5mgFb/mL = 2,47 mV/s =100%

C,=1/2C, +tampio = 2,5mg Fb/mL = 1,33 mV/s= 54%

E, =022 uygEz+Ab = 2,5mgFb/mL = 0,76 mV/s= 31%
(2,6 ng ABL 900530 . mol Ez . 10-1?

E,=1/2 E; +tampio = 2,5 mg Fb/mL = 0,39 mV/s= 16%

E;=12E, +12C, = 25mgFb/mL= 221 mV/s= 90%

A expectativa se houvesse antigeno livre em E, seria: E;=C, +E,
= 1,72 mV/s =70%

Outra via de acesso a posi¢do zonal dos complexos Ag:Ac a nivel de inibi¢do parcial do
enzima, 64% ao final da regido linear da curva de neutralizacdo (vide fig. V.3.5B) foi a separacao
dos complexos por filtracdo em gel. A amostra inicial de enzima consistiu em 50 x 0,225 pg (50
unidades de coagulacdo — vide secdo V.2.3), reduzida a 18 unidades pela complexacdao com
anticorpo. Destas 18 apenas 70% ou seja, 12,6 unidades de coagulacdo foram recuperadas,
distribuidas nos dois picos de atividade mostrados na fig. V.3.7A. A quantidade total de
atividade amidasica introduzida na coluna foi de 22,1 unidades (vide secdo V.2.3), avaliada ja na
presenca de anticorpo. A recuperagdo foi de 98,5%, distribuidas simetricamente a atividade
coagulante, indicando que ndo houver perda apreciavel de enzima. A amostra de enzima puro
apresentou uma banda cromatografica muito alargada, certamente devido & presenga de
carbohidrato na molécula (Vidigal — Silveira et al. 1989). A recuperagado foi de 92% na presenca

de albumina, reduzindo-se a 56% na auséncia desta.
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FIG. V.3.7.A - Separagdo em Sephadex G-100 do enzima t-TLmm
livre e complexado com anticorpos a nivel de 64% de inibicdo da
atividade coagulante sobre o fibrinogénio.
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Amostra de Enzima: 4,38 . 10-1° moles

SABL FUNED 900530: 2,6 ug / mol enzima . 1012

Fibrinogénio bovino: 2 mg/ml em tampéao fosfato 0,04 M - pH 7,40 - 1% albumina
BAPNA: 103 M em tampdo tris-HC1 0,02 M - pH 7,50 - 4 horas
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V.4 — DISCUSSAO E CONCLUSOES PARCIAIS

V.4.1- PARAMETROS CINETICOS

As velocidades de consumo de fibrinogénio bovino estimadas para os registros I (0,25
mg/ml Fb) e VII (3,0 mg/ml Fb) na figura V.3.1A, foram 2,97.10° e 3,47.10" moles /L/ min.
respectivamente. A constante cinética para a polimeriza¢io do mondémero de fibrina de 5.10° s
(Hantgan & Hermans, 1979), nos conduziria a velocidade de polimerizagdao de 0,23 a 0,72
moles/L/ s™', na faixa de concentragdo utilizada de fibrinogénio, caso a ativacdo do fibrinogénio
fosse instantanea. Repetindo os mesmos calculos, a partir da constante cinética para a agregacao
lateral de protofibrilas (Hantgan & Hermans, 1979), de 1,2.10° s teriamos velocidades de
agregacao de 0,54 a 6,54 moles /L/s. A velocidade em unidades de mV/s, esperada caso 0,25
mg/ml de Fb fossem ativados em 1 segundo, seria de 25,3 V/s na sua fase de agregagdo lateral,
um valor 10° vezes o observado. Estes calculos demonstram, sem duvida que nas condi¢des do
presente ensaio, a etapa enzimatica era o limitante da velocidade. Os experimentos ilustrados na
fig. V.3.1B e tab.V.3.1 demonstraram experimentalmente a mesma afirmativa. A adicdo de
anticorpos neutralizantes logo antes do inicio da fase de agregacao lateral idem.

As relacdes precisamente lineares obtidas nas figs. V.3.3. A2 e B2, entre [Fb] e dispersao
final de luz (mV) , permitiram-nos calcular as velocidades de reagdo em termos do consumo de
fibrinogénio. A linearidade verificada, demonstra o acerto de calibragdo do nefelometro e da
escolha do padrao de dispersdao, uma vez que a dispersdo de luz ¢ uma fun¢do logistica da
opacidade da amostra, adquirindo coeficiente negativo apds atingir valor maximo. Entretanto, a
linearidade por si, ndo é prova da exatidao da relagdo, isto €, ndo ¢ uma demonstragdo de que

todo o fibrinogénio tenha sido consumido, podendo apenas significar consumo proporcional.
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Em condig¢des de velocidade da reagdo limitada pela etapa enzimatica, a quantidade de fibrina
formada na unidade de tempo, avaliada pela intensidade de dispersdo de luz, reduz-se a
velocidade de ativagdo do fibrinogénio, isto ¢, a metade da velocidade de liberagdo do
fibrinopeptideo A. Estando a [Fb] aquém da saturacdo, a taxa de desaparecimento do substrato

sera afetada por: Kcat/Ks, [E] e [S]o, ou seja:

-d [Fb] _ Kcat [Fb] (t) ou,
dt Ks

Kcat. t
[Fb] (t) = [Fb]p.e *°
donde,

In [Fb] (t) =In [Fb]p— Kecat. t
Ks

O registro I da fig. V.3.1A tem os seguintes dados:
[Fb]o=4,54.10" M
[Ez] = 8,77.10° M
Laténcia = 72s
Ks(ap) =1,7.10° M
Kcat=4,7 M/M/s
Reduzindo Kcat para o nivel de enzima e substrato utilizado no registro I, obtivemos

uma constante de decaimento Kcat de 0,0026 s' e um t;, de 267s. Estes calculos
Ks

implicam que durante a fase de equilibrio dinamico, a partir de 72s a concentra¢do de substrato
estaria reduzida a 83% da inicial, erro este, que ndo conduz a uma mudanca de ordem na
estimativa de Ks.

Comparando para o registro I os valores da leitura em mV, em termos do percentual da
leitura final, com a marcha calculada da reacdo em tempos até um periodo de meia vida,

verificamos que a velocidade real foi, em média, 1,5 vezes mais alta. Entretanto, a 9 periodos de
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meia vida a leitura representou 94% da final obtida em 18 periodos, a qual ndo ¢ m4 estimativa,
porém, indica que a reagdo em suas fases finais foi mais lenta, certamente em decorréncia do
aumento de viscosidade do meio pela gelificagdo.

Aplicando os mesmos calculos para o registro II, onde [Fb]o = 9,08.10” M, obtivemos que
no inicio da fase de equilibrio dindmico, [Fb] (60s) ainda seria 99% de [Fb]y. A marcha calculada
da reagdo mostrou razoavel compatibilidade com os valores experimentais a saber:

1% t% —» valor esperado 50%; valor obtido 39%

2% t1% — valor esperado 75%; valor obtido 79%

3%t — valor esperado 87,5%; valor obtido 86%.

Para os demais registros, a concentracao de [Fb], se afastaria bastante da expectativa de uma
cinética de 1* ordem desde o inicio.

A dificuldade em avaliar a exatiddo do método reside em que ndo se dispde na literatura de
dados cinéticos de outras enzimas tipo-trombina em sua capacidade de ativar o fibrinogénio. As
estimativas de Ks e Kcat obtidas por nos, foram da mesma ordem de grandeza que aquelas
citadas por Martinelli e Sheraga (1980) para trombina bovina, 9,2.10'6 M e 7,3 M/M/s,
respectivamente.

Considerando que a amostra da enzima tipo—trombina de Lachesis muta muta utilizada
nesse trabalho, apresentasse apenas 50% da atividade maxima possivel, como sugere a Kcat
obtida sobre Bapna (vide fig. V.3.6B) e também, levando em conta que, o dado de Martinelli &
Scheraga se refere a liberacdo do fibrinopeptideo A (2 moles/mol de Fb), poderiamos, entdo,
comparar as velocidades molares mais exatamente.

Utilizando o método, aqui proposto, pudemos avaliar Kcat da trombina bovina (trombina
bovina- Sigma) ao nivel de uma Unica concentragdo de enzima em 5.10"" M/[1.0 NIH/L]/s, a
partir de um o6timo de velocidade em tampao fosfato 0,1 M, pH 8,0 e 2,0 mg/ml de Fb bovino.

Este valor ¢ cerca de 7 vezes inferior a estimativa de Martinelli & Scheraga e idéntica a
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estimativa de Blombéck et al (1977), levando em conta que dois moles de fibrinopeptideo A
correspondem a um mol de fibrinogénio.
Em resumo, desta se¢do V.4.1, podemos concluir:

O método, aqui apresentado, para a avaliacdo cinética de trombo-proteases sobre
fibrinogénio, em tempo real e sob registro continuo da intensidade de luz dispersa, forneceu
parametros compardveis ao método que se baseia na interrupcdo da rea¢do e dosagem do
fibrinopeptideo A. Neste momento, devemos reconhecer que a proposi¢do ainda ndo foi
investigada suficientemente, sendo desejavel trabalhar com solugdes de fibrinogénio em meio
16nico completamente controlado e fazer comparagdes paralelas com outras trombo-proteases de

seqiiéncia homologa.
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V.4.2- APLICACOES DO METODO

V.4.2.1- DOSAGEM DA ATIVIDADE TIPO-TROMBINA EM VENENOS BRUTOS

As relagdes precisamente lineares mostradas nas figs. V.3.3.A1, Bl e El, entre velocidades de
reacdo e a concentragdo de enzima, independentemente de constituirem ou ndo uma estimativa
exata de V/e 0, podem ser utilizadas para a dosagem da enzima. Preferencialmente, deve-se
comparar a curva da enzima padrdo com a da amostra, como ilustrado na fig. V.3.4.C. Satisfeitas
as condigdes de validade fundamental, isto €, linearidade e igualdade de intersecdes, o ensaio
pode ser simplificado passando-se a usar o proprio substrato como padrao.

A estimativa de equivaléncia: 1 pgt. TL mm = 14,67 pg de veneno bruto, permitiu calcular a
ocorréncia da enzima no veneno (m/m) em 6,8% e um provavel fator maximo de purificacao
14,67. O fator de purificagdo reportado por Vidigal-Silveira et al. (1989) de 19,2 vezes, ¢ bastante
compativel, levando-se em conta, que dois diferentes lotes do veneno de Lachesis muta muta
foram utilizados. A quase superposi¢ao das curvas de neutraliza¢do de 0,225ug de t-TLmm e seu
equivalente em veneno bruto (vide fig. V.3.5E) pelo ABL-FUNED 900530, atesta também a
corre¢do do método de dosagem.

A presenga ubiqua de proteases de a¢@o inespecifica no veneno de Crotalideos, capazes de
atuar sobre o fibrinogénio tornando-o incoagulavel ou mesmo digerindo a fibrina é fato bem
estabelecido (Stocker, 1980; Kornalick, 1991). Entretanto, a presenga destas enzimas parece nao
ter impedido a obtencao de linearidade entre a velocidade da reacdo e a concentracao dos venenos
brutos de Lachesis e B. jararaca, possivelmente devido a grande afinidade e velocidade das
trombo-proteases, que ndo permitem longo tempo de exposi¢do do substrato, as outras enzimas.

Mesmo nas leituras de dispersdo final, feitas uma hora apos o inicio da reagdo, nas maiores
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concentragdes de veneno bruto (vide figs. V.3.4.B2, D2 e E2 ) ndo houve tendéncia maior para

queda da leitura, que na presenca da enzima t-TLmm pura (vide fig. V.3.4.A;). O desvio de

linearidade verificado entre a velocidade de coagulacdo do fibrinogénio e a concentracdo do
veneno de C. d. terrificus, embora de pequena monta, foi flagrante, necessitando pois, reestudo.
Em resumo, podemos concluir:

* O método proposto, permite dosagem da atividade tipo-trombina presente em venenos brutos,
contra padrdo de enzima puro ou veneno de referéncia, com dispéndios reduzidos de tempo,
fibrinogénio e veneno, quesitos que o qualificam para a atividade de rotina na caracterizagao
de venenos no serpentdrio e principalmente para os levantamentos em venenos de espécimes

individuais pertencentes a uma circunscri¢ao zoo-geografica.
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V.4.2.2- QUANTIFICACAO DA POTENCIA NEUTRALIZANTE DE ANTIVENENOS.

O coeficiente angular ndo normalizado da curva de equivaléncia funcional entre a enzima
t-TL e o ABL-FUNED 900530 fig. (V.3.5D) ¢ uma estimativa inequivoca da poténcia
neutralizante do antiveneno. A questdo de sua universalidade, isto €, se a relagdo se manterd até
niveis de concentragdao de antigeno, 10, 100 ou numero 1000 vezes maior, ¢ neste ponto
irrelevante, porque o ensaio foi realizado na faixa concentracao plasmatica de antigeno de veneno
(ng/mL) que pode ocorrer no acidente ofidico (Kamiguti et al. 1991-a) . Obviamente, quanto se
determinada a poténcia neutralizante do antiveneno através de um macrométodo, como o ensaio
de letalidade, onde a concentragdo de antigeno na incubacdo com antiveneno “in vitro” chega a
valores de mg/mL, a questdo da universalidade da estimativa de poténcia ¢ fundamental.

A comparagdo das estimativas de atividade especifica neutralizante, de um antiveneno
policlonal em dois limites de concentragdo, ¢ bastante complexa. Em primeiro lugar os ensaios
exequiveis em um e outro limite de concentracdo sdo distintos. A seguir devemos considerar o
antigeno, seu peso molecular, nimero de determinantes antigénicos e presenca destes em outras
moléculas, seja com identidade total ou parcial. Assim poderiamos antever duas situacdes
extremas:
= Antigeno polivalente, cujos determinantes antigénicos ndo estejam representados em outras

proteinas do veneno, sequer com identidade parcial, em presenca de antiveneno policlonal
hiperimune, isto €, tendo ocorrido maturagdo de atividade. Para cada superficie determinante
presente no antigeno, podera ocorrer no antiveneno um repertorio de paratopos apresentando
afinidades semelhantes, mas diferentes graus de superposicao a superficie, gerando restri¢des
competitivas de ligagdo, como ja demonstrado para monoclonais (Choumet et al. 1992, Stiles
& Choumet, 1997). Neste caso a ligacdo dos diferentes paratopos a mesma superficie

antigénica resulta em comprometimento equivalente da fun¢do da molécula do antigeno.
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Considerando todas as superficies antigénicas ligadas a anticorpo ao mesmo tempo a
afinidade funcional ou avidez seria muita alta, pois corresponde ao produto das afinidades
individuais. Nesta situagdo a reagdo ocorrerd sempre no sentido de sua complei¢do, sendo
apenas sua velocidade sensivel a concentracdo dos reagentes, ou seja, a atividade
neutralizante especifica do antiveneno serd independentemente da concentragdo do antigeno.
Obtivemos neste trabalho uma evidéncia de que a enzima t-TLm.m. pudesse ser um antigeno
do tipo aqui considerado (vide fig. V.3.5E), porque o consumo de antiveneno quantidades
funcionalmente equivalentes do antigeno e do veneno, para neutraliza¢do total, foram
praticamente os mesmos. Em outro experimento fizemos a neutralizagdo da t-TL .m.m em
concentragdo dez vezes a concentracdo mais alta da curva de equivaléncia funcional fig.
V.3.5D, obtendo o mesmo resultado relativo. Neutralizagdo a concentragdes mais altas tanto
da enzima pura quanto do veneno bruto ndo forma realizadas.

Antigeno polivalente, cujos determinantes antigénicos estejam representados em outras
proteinas do veneno (mosaico antigénico), com identidade total ou parcial. Neste caso,
mesmo sendo o antiveneno hiperimune, ocorrera maior consumo de anticorpos para
neutralizagcdo de determinada atividade no veneno bruto que no antigeno puro. Este excesso
de consumo podera ser concentragdo dependente (Van Oss et al. 1987) quer pela oferta de
epitopos ou paratopos de baixa afinidade de ligacdo, evidentemente relacionados ao antigeno

que se pretende neutralizar.

Obs: Nao consideramos, por simplificagdo as possiveis ocorréncias de restricdes nao

competitivas a ligacdo Ag:Ac, decorrentes de impedimentos espaciais e alteragdes de

conformacdo do antigeno. Estas podem incidir e tornar mais complexas as duas situagdes

figuradas.

Neste trabalho os dados apresentados na fig. I11.5.3, onde se mostrou que a DE50 de

antiveneno ¢ uma funcao exponencial da massa de veneno bruto contida em uma DL50, sao
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compativeis com esta segunda interpretagdo. A discussdo feita na se¢do II1.4.2B a partir das
evidéncias iniciais de Githens & Butz (1929), mais tarde consubstanciadas por varios autores, de
que os venenos ofidicos de menor toxicidade especifica sejam os mais antigénicos, na realidade
foi uma prévia do que na presente se¢do se discute. A ressalva de que a pretensa vantagem em se
usar 0s venenos menos toxicos porém mais antigénicos como imunogenos, deva ser confirmada
pela verificagdo da poténcia neutralizante a concentragdes compativeis com as que ocorrem no
acidente ofidico, deve ser também aqui reafirmadas.

Persistindo ainda na discussao do tipo de antigeno cujos epitopos fagam parte do mosaico
antigénico, devemos antever que, obviamente, a propria estimativa do antigeno por metodologia
imunoquimica, estaria prejudicada. Através de ELISA para antigeno, Kamiguti et al. (1991-b),
em placas cobertas pela fracdo de IgG anti-B.jararaca do soro de coelho, em seguida utilizadas
para detec¢do de veneno bruto em plasma de rato (anticorpo de deteccdo = conjugado de
fosfatase alcalina de fragdo IgG anti-B. jararaca veneno bruto) e detec¢do de fator hemorragico
de B. jararaca também em plasma de rato (anticorpo de deteccdo = conjugado de fosfatase
alcalina do anti-fator hemorragico de B. jararaca , foram obtidas as seguintes dosagens:

* Média de 874 ng/mL de veneno bruto ¢ 41 ng/mL de fator hemorrdgico, em animais que
receberam injecdo de 750 pg de veneno bruto de B. jararaca;

= Média de 1770 ng/mL de veneno bruto e 74 ng/mL de fator hemorragico, em animais que
receberam inje¢do de 650 pg de fator hemorragico purificado.

A estimativa de 41 ng/mL de fator hemorragico em 874 ng/mL de veneno bruto, ou seja, 5% ¢

excelente, pois corresponde a ocorréncia destas proteinas no veneno (Assakura, et al. 1986).

Por outro lado a ocorréncia de 1770 ng/mL de veneno bruto em 74 ng/mL de fator hemorragico ¢é

um absurdo, causado certamente pela maior oferta de epitopos dos fatores hemorragicos, na
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auséncia de outros epitopos competidores, presentes no veneno bruto. Para o ELISA de duplo
anticorpo (sanduiche), Harlow & Lane (1988) ndo recomendam anticorpos policlonais.

Outra possivel interferéncia com as estimativas da atividade neutralizante de antiveneno e
da concentragdo plasmatica de antigenos toxicos, pode vir do homoélogo ndo toxico, porém
antigénico, das toxinas do Tityus serrulatus, descrito por Chaves-Olortegui (1996).

Em resumo da sec¢do V.4.2.2, podemos concluir:

* O método proposto, permite uma estimativa inequivoca da poténcia neutralizante do
antiveneno para a atividade tipo-trombina do veneno de Lachesis muta muta, a concentragao
de veneno bruto de ocorréncia possivel no acidente ofidico.

Obs: Nao dispomos de estimativas dos niveis plasmaticos de veneno no acidente laquético.
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V.4.2.3 - MECANISMOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DA ENZIMA

t-TLmm, PELOS ANTICORPOS PRESENTES NO ABL-900530

As curvas de neutralizagdo da enzima t-TLmm, mesmo se tratando de antigeno puro, ndo
apresentaram em sua morfologia qualquer sugestdo de uma curva do tipo associagdo-dissociagao
da enzima a um inibidor (vide figs. IV.3.3.5A, B e C). Para esclarecer este ponto, foi realizado o
experimento ilustrado na tabela IV.3.6B, cuja conclusdo foi de que ndo mais havia antigeno
completamente livre, mesmo restando 30% da atividade coagulante da enzima. Esta conclusao,
entretanto, ndo resultou de mensuracdo direta, mas de uma interpretacdo a luz do conhecimento
classico do fendmeno zonal, de que ao nivel de 70% de inibigdo o sistema Ag:Ac se encontrava
na zona de equivaléncia, e, que a adi¢do de igual quantidade de antigeno livre, fez o sistema
praticamente voltar a inicio da regido de excesso de antigeno, com apenas 10% de inibi¢cdo. A
separacdo dos complexos Ag: Ac da enzima livre, por meio de Sephadex G-100 (fig. V.3.7A) , ao
mesmo nivel de inibicdo da atividade coagulante, praticamente repetiu a informagdo de que a
maioria das moléculas da enzima encontravam-se complexadas com anticorpo. O fato de que a
recuperacdo da atividade coagulante foi menor que a recuperacdo da atividade amidasica, indica
que ocorreu rearranjo nos complexos Ag:Ac durante o processo cromatografico. Esta
possibilidade, associada ao comportamento andmalo da enzima t-TLmm em Sephadex ( aparenta
massa molecular mais alta) torna o estudo cromatografico do problema, menos confidvel.

A permanéncia de cerca de 70% da atividade amidésica do enzima, na vigéncia de
inibi¢do total da atividade coagulante sobre fibrinogénio (vide tab. V.3.6A), sugere para essa
ultima atividade, um mecanismo de bloqueio espacial, uma vez que a caracteristica de serino-
protease ja ¢ fato bem estabelecido para o T-TLmm (Magalhaes et al. 1993) . De fato, a perda de
30% na velocidade amidasica, poderia significar que além de bloqueio espacial. Ocorreram

alteracdes de conformagdo da molécula da enzima causando, em pequeno grau, deformacao do
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centro ativo. A cinética de atividade amidasica, na situagdo de plena inibi¢do da atividade
coagulante, teria sido muito util para as interpretagdes. Uma avaliacdo da massa molecular dos
complexos Enzima:Ac, também teria utilidade, porque a expectativa ¢ de grande perda de
mobilidade da molécula da enzima. Neste ponto deve-se lembrar que a batroxobina, apresentando
62% de homologia de seqiiéncia com a t-TLmm sofre inibicdo completa de ambas atividades
pelos anticorpos antibatroxobina obtidos em coelho (Stocker & Barlov, 1975). Seria de fato
interessante estudar comparativamente a cinética das duas enzimas tanto sobre fibrinogénio
quanto substratos sintéticos.
Em resumo, desta se¢do V.4.2.3, podemos concluir:

* A inibi¢do da atividade coagulante da enzima t-TLmm pelos anticorpos presentes no ABL-

FUNED 900530, se faz principalmente por mecanismo ndo competitivo, decorrente de

bloqueio espacial do acesso ao substrato de alto peso molecular.
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VI - CONCLUSOES FINAIS

V.1 — A APLICABILIDADE DOS CRITERIOS CLASSICOS DO ENSAIO BIOLOGICO
A PADRONIZACAO DE VENENOS E ANTIVENENOS BOTHROPICOS E
CROTALICOS.

* Quando corretamente delineados, em termos de amostragem, espacamento de doses e
execucao, as relacdes dose-resposta para letalidade de venenos no camundongo, prote¢ao letal
de antivenenos no camundongo e hemorragia cutdnea no rato, preenchem os critérios
fundamentais de linearidade, monotonicidade e homogeneidade de variancias, permitindo
estimativas validas de doses efetivas e coeficientes angulares.

= Nas comparacdes de poténcia letal de venenos, poténcia protetora ou anti-letal de antivenenos
e poténcia anti-hemorragica de antivenenos, o critério de similaridade ndo ¢ preenchido, ou
ndo tem significado, devido a pluralidade, complexidade e variabilidade nos constituintes
efetivos de venenos e antivenenos.

» Asrelacdes entre velocidade de coagulagdo do fibrinogénio puro e a concentracdo de venenos
brutos, sdo precisamente lineares e tem interseccdo na origem, permitindo uma comparagao
valida da atividade tipo-trombina entre venenos.

» As relacdes entre desafio de veneno e DES0 do antiveneno no ensaio de protecdo letal e as
relagdes entre desafio de veneno e dose de antiveneno para neutralizacdo total da atividade
hemorréagica, sdo muito precisas. Quando apresentam um unico segmento de reta, permitem
uma definicdo inequivoca da poténcia neutralizante do antiveneno, em relacdo ao veneno de
referéncia.

* A relagdo entre as quantidades de enzima tipo-trombina de Lachesis muta muta e as

quantidades de antiveneno para neutralizagdo total sdo precisamente lineares e apresentam
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coeficiente angular normalizado unitario com interse¢ao na origem, o que permite o céalculo

inequivoco da poténcia neutralizante do antiveneno.

VI2 - EXEQUIBILIDADE DO USO DE REFERENCIAS SECUNDARIO E
SUBSTITUICAO DE REFERENCIAS

A substituicdo de venenos de referéncia, bem como o uso de referéncias secundarias,

mantendo a equivaléncia antigénica com a referéncia vigente, ¢ exeqiiivel desde que:

= As referéncias, tanto primarias quanto secundarias, sejam da mesma espécie € se componham
de grande nimero de venenos de espécimes individuais.

* A equivaléncia antigénica com a nova referéncia ou referéncia secundaria, seja estabelecida
para um grande niimero de lotes de antiveneno.

= N3ao se pretenda estabelecer equivaléncia antigénica previsivel, entre a referéncia e venenos
de outras espécies do género, ou mesmo entre a referéncia e venenos de espécimes

individuais homoespecificos.
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VII — PROPOSICOES DIRIGIDAS AS INSTITUICOES SORO-PRODUTORAS E
PESQUISADORES NA AREA.

= A caracterizagdo ampla de veneno e antivenenos, como preconizada pela OMS, deve ser
implementada.

= Os venenos de Referéncia Nacional para género devem ser utilizados nao s6 como padrdes
funcionais, mas também como padrdes de imunogenicidade e antigenicidade.

= Referéncias de componentes puros dos venenos, responsaveis pelas atividades mais
relevantes destes, devem estar disponiveis para comparacdo e afericdo da metodologia
empregada sobre veneno total e, para propiciar o desenvolvimento de metodologia mais
especifica e sensivel.

= O procedimento atual de atribui¢do de uma poténcia neutralizante ao antiveneno, somente
torna previsivel (previsibilidade grau-dependente)sua atuacdo sobre o veneno de referéncia.
Esta énfase deve ser transferida para os venenos de espécimes individuais de todo o género,
cuja previsibilidade de neutralizagdo pelo antiveneno, € o que realmente interessa para seu
uso terapéutico.

= A exemplo do grande incentivo, na Ultima, década ao desenvolvimento de micrometodologia
imunoquimica, especialmente o ELISA para quantificacdo de antigeno e anticorpos, no
sentido de diminuir o consumo de animais, barateamento e possivel automacao do controle de
processos na produgdo do antiveneno, a pesquisa de micrometodologia, para avaliagdao
funcional das moléculas responsaveis pelas diversas atividades dos venenos, deveria ser
fomentada, para a plena aquisi¢do dos objetivos pretendidos.

* Na execugdo de estudos de neutralizacdo de atividades do veneno pelo antiveneno, o

pesquisador deve estar atento as diferengas de concentracdo entre os niveis plasmaticos do
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veneno total e/ou de seus componentes, que ocorrem no plasma do paciente acidentado, com
as concentragdes na qual a metodologia utilizada ¢ exeqiiivel.

Excetuando-se a DES50 protetora do antiveneno nos ensaios baseados em letalidade, o
pesquisador deve verificar se o conceito de DE5S0 tem na curva de neutralizagdo da atividade
em estudo, o significado, pressuposto.

No célculo da poténcia neutralizante do antiveneno, baseada em dados de letalidade, pelo
menos duas DEs50 devem ser obtidas, a dois niveis de desafio, e estimada a intersec¢ao com
a abcissa, que em geral ndo ¢ 1 DLS50.

Com a disponibilidade de componentes puros dos venenos como antigenos, os pesquisadores
devem tentar correlacionar a curva de neutralizacdo funcional do antigeno com o
comportamento zonal Ag:Ac, uma vez que o mecanismo principal da neutralizagcdo por
anticorpos ocorre por bloqueio espacial, mais provavelmente da zona de equivaléncia para
excesso de anticorpos. A nefelometria por dispersdo de Laser ¢ extremamente adequada para
estes estudos.

Com a obtencdo de um anticorpo monoclonal plenamente neutralizante para um componente
importante de um veneno ofidico, o pesquisador tem a chance de desenvolver um ELISA para
anticorpo que permita avaliar no antiveneno, os anticorpos capazes de fazer restri¢do total e

competitiva da ligagdo do monoclonal, portanto funcionalmente equivalentes.
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