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Resumo

O ofidismo é uma doença negligenciada que representa um sério problema de
saúde pública em todo o mundo, apresentando altas taxas de morbidade e
mortalidade. Dentre as principais serpentes causadoras de acidentes, as
representantes do gênero Bothrops são responsáveis por quase 90% dos casos de
acidentes ofídicos no Brasil, sendo a Bothrops atrox a principal serpente causadora
de acidentes na região amazônica. Estes acidentes são conhecidos por causarem
graves efeitos sistêmicos e locais, podendo resultar na amputação do membro
afetado, e até levar à morte do paciente. Os sintomas observados no
envenenamento ofídico ocorrem pela ação de diversas toxinas presentes no veneno.
Entre elas, destacam-se as metaloproteases (SVMPs), as quais são uma família de
proteínas presente no veneno das Bothrops, e outras serpentes da família Viperidae
de uma forma geral. Comumente classificadas em três classes, baseadas em seus
domínios proteicos mais importantes, as SVMPs são as principais toxinas
responsáveis pelos efeitos hemorrágicos causados pelo envenenamento botrópico.
O atual tratamento para tais acidentes é a soroterapia que, apesar de eficaz, possui
problemas relacionados ao custo de produção, à ética animal e à possibilidade de
reações adversas. Tendo em vista as adversidades relacionadas à soroterapia e o
grande efeito hemorrágico provocado pelas metaloproteases de veneno de
serpentes, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um
anticorpo monoclonal com capacidade de neutralizar o efeito hemorrágico do veneno
de B. atrox. Para isto, o veneno desta serpente foi usado como imunógeno para
produção de anticorpos monoclonais. O anticorpo monoclonal selecionado (mAb
4H4D11) é capaz de reconhecer bandas de aproximadamente 50 e 35 kDa do
veneno, e possui reatividade cruzada com outros venenos do gênero Bothrops, além
do gênero Lachesis. mAb 4H4D11 é capaz de neutralizar parcialmente a atividade
fibrinogenolítica de B. atrox in vitro, além da atividade hemorrágica in vivo. Os
resultados deste trabalho podem contribuir com o desenvolvimento de antivenenos
de nova geração, visando o melhoramento do tratamento dos acidentes ofídicos.

Palavras-chave: Veneno de B. atrox; metaloprotease; anticorpo monoclonal;
hemorragia.



Abstract

Ophidism is a neglected disease that represents a serious public health
problem worldwide, with high rates of morbidity and mortality. Among the main
snakes, Bothrops genus is responsible for almost 90% of snakebites in Brazil, with
Bothrops atrox being the main snake responsible for accidents in the Amazon region.
These accidents are known to cause serious systemic and local effects, which can
result in amputation of the affected limb, and even lead to the patient death. The
symptoms observed in snakebite envenomation occur due to the action of several
toxins present in the venom, and among them, metalloproteases stand out.
Metalloproteases (SVMPs) are a family of proteins present in Bothrops venom and
other snakes of Viperidae family. Commonly classified into three classes, based on
their most important protein domains, SVMPs are the main toxins responsible for the
hemorrhagic effects caused by bothropic envenomation. The current treatment for
such accidents is serum therapy, which, despite being effective, has problems related
to production cost, animal ethics and the possibility of adverse reactions. Considering
the drawbacks related to serum therapy and the hemorrhagic effect caused by snake
venom metalloproteases, the present work aimed to develop a monoclonal antibody
capable of neutralizing the hemorrhagic effect of B. atrox venom. For this, the venom
was used as an immunogen for the monoclonal antibody production. The selected
monoclonal antibody (mAb 4H4D11) is able to recognize bands of approximately 50
and 35 kDa in the venom, and has cross-reactivity with other venoms from Bothrops
genus, in addition to Lachesis genus. mAb 4H4D11 partially neutralizes the
fibrinogenolytic activity of B. atrox venom in vitro and the hemorrhagic activity in vivo.
The results of this work can contribute to the development of new generation
antivenoms, aiming to improve the treatment of snakebites.

Key words: B. atrox venom; metalloproteinase; monoclonal antibody; hemorrhage
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Bothrops atrox E EPIDEMIOLOGIA

Ofidismo é o quadro clínico causado pelo envenenamento por serpentes
peçonhentas. Estima-se que, anualmente, entre 1,8 e 2,7 milhões de pessoas são
vítimas do ofidismo. Destas, 300.000 casos apresentam sequelas permanentes, e
95.000 evoluem para o óbito (GUTIÉRREZ et al., 2017).

A maioria destas vítimas estão localizadas em regiões vulneráveis e de difícil
acesso, em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Estes fatores
contribuem negativamente no tratamento dos acidentes, devido à dificuldade na
disponibilidade de assistência médica e no suprimento de medicamentos e
antivenenos, além da dificuldade do cumprimento das políticas públicas de saúde e
da realização de notificações ao sistema de saúde responsável (LONGBOTTOM et
al., 2018). Além disso, a mortalidade anual causada por envenenamentos ofídicos é
muito maior do que a atribuída a várias doenças tropicais negligenciadas atualmente
reconhecidas, incluindo a dengue hemorrágica, cólera, leishmaniose,
esquistossomose, encefalite japonesa e doença de Chagas (WILLIAMS et al., 2010).
Por estas razões, em 2017, a Organização Mundial da Saúde reintroduziu os
acidentes ofídicos na categoria A das doenças tropicais negligenciadas (CHIPPAUX
et al., 2017; LANCET, 2017)

No Brasil, são notificados anualmente mais de 25.000 acidentes ofídicos
(SINAN, 2022). Entre as vítimas, destacam-se trabalhadores rurais do sexo
masculino, com idade entre 15 e 49 anos. A letalidade dos acidentes é de 0,44% e a
gravidade dos casos está diretamente relacionada com a idade das vítimas, sendo
mais graves e letais em crianças de até 10 anos e idosos (SCHNEIDER, Maria
Cristina et al., 2021; SILVA, Ageane Mota da; BERNARDE; ABREU, 2015).

Quatro gêneros de serpentes estão envolvidos nos acidentes ofídicos de
importância médica do Brasil: Bothrops (jararacas - responsáveis por 86% dos
casos), Crotalus (cascavéis – responsáveis por cerca de 10% dos casos) e Lachesis
(surucucus – responsáveis por 3% dos casos), pertencentes à família Viperidae.
Única representante da família Elapidae, as Micrurus (corais verdadeiras) são
responsáveis por 1% dos casos (SINAN, 2022) (Figura 1).
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Figura 1: Notificações de acidentes causados por serpentes peçonhentas no Brasil
entre os anos de 2011 e 2021. (Fonte: adaptado de SINAN - Sistema de Informações e Agravos de
Notificação, 2022).

Espécies do gênero Bothrops estão distribuídas em todo o território brasileiro
(Figura 2). Dentro deste gênero destaca-se a espécie Bothrops atrox (família
Viperidae, subfamília Crotalinae). Popularmente conhecida como Jararaca do Norte,
é uma espécie terrestre, de hábitos noturnos, que possui uma dieta generalista,
composta principalmente por centopeias, peixes, sapos, lagartos, cobras, pássaros e
pequenos mamíferos (MONTEIRO; CONTRERAS-BERNAL; et al., 2020). Estas
serpentes medem entre 75 e 125 centímetros de comprimento e possuem variações
em suas cores, de acordo com a localização onde vivem (Figura 3A). Sua
distribuição geográfica engloba países da América do Sul, como Bolívia, Brasil,
Colômbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela
(NOGUEIRA et al., 2020) (Figura 3B).
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Figura 2: Distribuição de espécies do gênero botrópico no Brasil. (Fonte: Tokarnia e
Peixoto, 2006).

Figura 3: B. atrox e sua distribuição geográfica. (A) Foto de um espécime de B. atrox.
Fotografia: V. Prémel, Inventaire National du Patrimoine Naturel. (B) Mapa da distribuição geográfica
da serpente B. atrox. (Fonte: Nogueira et al., 2020).
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B. atrox é a principal serpente causadora de acidentes na região amazônica.
A incidência média estimada de casos é de 52,8 a cada 100.000 habitantes/ano.
Entretanto, este número pode aumentar significativamente, chegando a mais de 150
casos a cada 100.000 habitantes/ano em alguns municípios (FEITOSA et al., 2015).

A região amazônica brasileira compreende apenas 8,7% da população total
do Brasil. Entretanto, 44,6% dos acidentes ofídicos são relatados nesta região,
tratando-se de uma incidência cinco vezes maior do que no resto do país
(MONTEIRO et al., 2020). Nesta região, os custos anuais associados a acidentes
ofídicos representam mais de US$ 8 milhões, dos quais US$ 4,5 milhões incluem
perda de produtividade, morte prematura e morbidade (MAGALHÃES et al., 2020).

1.2. Composição do veneno e envenenamento botrópico

Os venenos ofídicos são compostos por enzimas e proteínas de diversas
massas moleculares, além de aminas, lipídios, nucleosídeos e carboidratos.
Também podem conter íons metálicos, como sódio, cálcio, potássio, magnésio e
zinco, atuando como cofatores. Como o veneno é uma importante ferramenta para a
alimentação das serpentes, seus componentes auxiliam na imobilização e digestão
da presa. A composição do veneno pode variar consideravelmente entre as
diferentes serpentes, devido a fatores como localização, idade, estação do ano e
dieta (DALTRY; WÜSTER; THORPE, 1996; FRY et al., 2009; POWELL, 2005).

Em relação aos componentes responsáveis pelos sintomas do
envenenamento, os venenos das serpentes da família Elapidae são frequentemente
caracterizados como paralíticos, por serem compostos, em maior parte, por
neurotoxinas. Por sua vez, os venenos das Viperidae são classificados como
hemorrágicos devido à presença de toxinas de ação hemorrágica e de coagulopatia
(Figura 4) (JAMUNAA et al., 2012).
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Figura 4: Composição dos venenos das serpentes das famílias Elapidae e Viperidae.
Enquanto os venenos das serpentes elapídicas possuem uma grande concentração de toxinas de
atividade neurológica, os venenos viperídios são compostos principalmente por toxinas de ação
hemorrágica. SVMP: Metaloprotease do veneno de serpente; PLA2: Fosfolipase A2; SVSP:
Serinoprotease de veneno de serpente; LAAO ou LAO: L- aminoácido oxidase; CRISP: proteína
secretória rica em cisteína; CTL: Lectinas tipo C; DIS: desintegrinas; NP: Peptídeo Natriurético;
VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; MVC: menores componentes do veneno; DTx:
dendrotoxina; 3FTx: Toxina three finger. (Fonte: adaptado de Gutiérrez et al., 2017).

As toxinas presentes no veneno botrópico podem ser classificadas como
proteínas enzimáticas (metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A2 e
L-aminoácido oxidases) e proteínas não-enzimáticas (desintegrinas e lectinas). O
perfil proteômico do veneno de B. atrox demonstra que as toxinas presentes em
maior quantidade são metaloproteases, serinoproteases, L-aminoácido oxidases
(LAAOs), lectinas do tipo C e fosfolipases A2. A concentração de algumas destas
toxinas pode variar de forma sutil entre fêmeas e machos. Entretanto, a fração de
metaloproteases permanece conservada (Figura 5) (HATAKEYAMA et al., 2020).
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Figura 5: Classes de toxinas identificadas no veneno de B. atrox. (A) representantes
fêmeas e (B) representantes machos. CRISP: proteína secretora rica em cisteína; CTL: lectina do tipo
C; DISL: proteína do tipo desintegrina; GPC: ciclotransferases peptídeo glutaminil; LAAO:
L-aminoácido oxidase; NGF: fator de crescimento nervoso; NT: nucleotidase; PDE: fosfodiesterase;
PLA2: fosfolipase A2; PLB: fosfolipase B; SVMP: metaloprotease de veneno de serpente; SVSP:
serinoprotease de veneno de serpente. (Fonte: Hatakeyama et al., 2020).

As serinoproteases do veneno de serpentes, frequentemente chamadas de
SVSPs (Snake Venom Serine Proteinases), são enzimas proteolíticas glicosiladas de
caráter ácido, de massa molecular entre 23 e 67 kDa, que podem atuar em diversos
componentes da cascata de coagulação e fibrinolíticos, além do sistema
calicreína-cinina, causando um desbalanço no sistema hemostático da presa
(MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; SERRANO; MAROUN, 2005).

As L-aminoácido oxidases (LAAOs) são flavoenzimas pertencentes à classe
das oxidoredutases que catalisam a desaminação oxidativa de L-aminoácidos a
α-cetoácidos, produzindo amônio e peróxido de hidrogênio (IZIDORO et al., 2014).
São glicoproteínas com massa molecular entre 110 e 150 kDa em condições não
redutoras, e em torno de 50-70 kDa em condições redutoras, indicando se tratarem
de proteínas homodiméricas associadas por ligações não-covalentes (DU;
CLEMETSON, 2002). Já foram descritas para as LAAOs diferentes atividades
biológicas, como antitumoral (TAN; BAY; GOPALAKRISHNAKONE, 2018),
bactericida (SALAMA et al., 2018; STÁBELI et al., 2004) e leishmanicida (BARBOSA
et al., 2021). Já no envenenamento, estão envolvidas principalmente em atividades
de dermonecrose (COSTAL-OLIVEIRA et al., 2019) e apoptose (LEE et al., 2014).

Lectinas tipo C são proteínas não-enzimáticas dependentes de ligação ao
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cálcio, compostas por duas subunidades (α e β) covalentemente unidas que afetam
principalmente a hemostasia (ARLINGHAUS; EBLE, 2012). As lectinas possuem
sequências altamente conservadas entre si. Entretanto, pequenas variações em
alguns resíduos de aminoácidos podem levar a atividades opostas, atuando como
fatores anticoagulantes ou pro-coagulantes (ANDREWS et al., 1989; ATODA;
MORITA, 1989; RINCON-FILHO et al., 2020).

As fosfolipases do tipo A2 (PLA2) são proteínas relativamente pequenas, com
massa molecular entre 13 e 15 kDa. Essas enzimas catalisam a hidrólise de
fosfolipídeos, produzindo lisofosfolipídeos e ácidos graxos livres (HIU; YAP, 2020).
Desta forma, podem provocar neurotoxicidade (ROUAULT et al., 2006;
SILVA-CARVALHO et al., 2022), miotoxicidade (GUTIÉRREZ et al., 2008),
cardiotoxicidade (ZHANG et al., 2002), inibição da agregação plaquetária (DIAS et
al., 2018), anticoagulação (KINI, 2005) e edema (YAMAGUCHI et al., 2001).

Representando a maior quantidade nos venenos de serpentes da família
Viperidae (TASOULIS; ISBISTER, 2017), as metaloproteases (snake venom
metalloproteinases – SVMP) tratam-se de endopeptidases que possuem uma
sequência consenso de ligação ao zinco (HEXXHXXGXX), seguido por um motivo
metionina-turn, uma região importante para a estabilização da estrutura
tridimensional (BEE et al., 2001; BODE; GOMIS-RÜTH; STÖCKLER, 1993).

As SVMPs são consideradas as toxinas que mais contribuem no dano local e
hemorrágico provocados pelos acidentes ofídicos (PATEL; KONG; HAMILTON,
2022). Em 2005, Gutiérrez e colaboradores descreveram como as SVMPs
hemorrágicas danificam a integridade de capilares sanguíneos por meio de dois
passos. A princípio, essas enzimas hidrolisam substratos importantes da membrana
basal ao redor das células endoteliais, levando a um enfraquecimento da
estabilidade mecânica da membrana basal e a um aumento da distensibilidade da
parede dos vasos. Em seguida, as forças hemodinâmicas que atuam sobre a
circulação sanguínea induzem a uma distensão da parede do vaso, levando a
ruptura e extravasamento (Figura 6).
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Figura 6: Mecanismo de ação das SVMPs hemorrágicas. A lesão do vaso sanguíneo
ocorre em duas etapas. Na etapa 1, as SVMPs se ligam e hidrolisam componentes estruturais da
membrana basal dos vasos, causando um enfraquecimento mecânico do vaso. Na segunda etapa, as
forças hemodinâmicas, principalmente a pressão hidrostática, induzem uma distensão da parede
vascular e, consequentemente, o vaso é rompido e o sangue extravasado. (Fonte: adaptado de
Gutiérrez et al., 2016).

Além do notável potencial hemorrágico (BOUKHALFA-ABIB, 2017;
CAMACHO et al., 2019; MOURA-DA-SILVA; BALDO, 2012; PRECIADO et al., 2018),
outras atividades também já foram descritas para as metaloproteases, como
atividade fibrinogenolítica (FLORES et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2021), apoptótica
(BUSTILLO et al., 2017; TANJONI et al., 2005) e de inibição da agregação
plaquetária (HSU, C. C., WU, W. B., HUANG, 2008).

A classificação mais atual categoriza as metaloproteases de serpentes em
três classes distintas, baseada na complexidade destas proteínas (Figura 7). A
primeira e mais simples é constituída por metaloproteases de classe I (P-I SVMPs)
que possuem massa molecular entre 20 e 30 kDa e um único domínio catalítico
metaloprotease (M). Por serem menores e possuírem apenas o domínio M, as P-I se
difundem facilmente na matriz extracelular, levando, de uma forma geral, a uma
menor toxicidade quando comparadas às metaloproteases P-III (GUTIÉRREZ et al.,
2005).

As enzimas pertencentes à classe II de metaloproteases (P-II SVMPs)
possuem massa molecular entre 30 e 60 kDa e são mais complexas do que as P-I
por possuírem, além do domínio metaloprotease, um domínio semelhante à
desintegrina (D) na extremidade C-terminal (HAN et al., 2007; LU et al., 2005; ZHU
et al., 2010). Uma particularidade desta classe é a presença de um motivo de ligação
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à integrina, chamado de motivo RGD (arginina-glicina-aspartato). Entretanto, este
motivo não é totalmente conservado entre as P-II, possuindo variações como KGD
(lisina-glicina-aspartato) e VGD (valina-glicina-aspartato). O motivo RGD está
localizado num loop flexível que é capaz de interagir significativamente com
integrinas, inibindo a agregação plaquetária (CALVETE et al., 2005; CESAR et al.,
2019).

A classe III (P-III SVMPs) compreende as proteínas mais complexas e de
maior massa molecular, geralmente entre 60 e 100 kDa. (FOX; SERRANO, 2009).
Além dos domínios metaloprotease e semelhante à desintegrina, as P-III contam
com uma região rica em cisteína, responsáveis por seus efeitos hemorrágicos
(GUTIÉRREZ et al., 2016; HATI et al., 1999). As P-III são proteínas relativamente
diversas por sofrerem modificações pós-traducionais, como homodimerização e
adição/remoção de domínios (SANCHEZ et al., 2017).

Figura 7: Representação esquemática dos diferentes domínios das metaloproteases de
classes I, II e III. As P-I consistem apenas no domínio metaloprotease (M); P-II possuem domínio
metaloprotease (M), sequência espaçadora (SS) e domínio semelhante à desintegrina (D); P-III são
constituídas por M, SS, D e região rica em cisteína (C). (Fonte: Olaoba et al., 2020).

De uma forma geral, os sintomas do envenenamento ofídico são
desencadeados por efeitos auxiliares ou pela ação sinérgica dos componentes do
veneno. Os efeitos auxiliares podem ser definidos como ações de componentes do
veneno que não contribuem diretamente na toxicidade, mas que possuem outras
funções que contribuem para isto, como modificar a entrega, meia-vida e distribuição
do veneno. Por sua vez, o sinergismo é o fenômeno em que dois ou mais
componentes do veneno interagem direta ou indiretamente, potencializando a
toxicidade para níveis acima da soma de suas toxicidades individuais (LAUSTSEN,
2016).

Os sintomas do envenenamento botrópico são usualmente classificados entre
efeitos locais e sistêmicos. Entre os efeitos locais, logo após o acidente, observa-se
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um pequeno sangramento no local da mordida, onde também pode manifestar
edema, vermelhidão, hematomas e dor, que se intensifica à medida que o edema
aumenta. Nas primeiras 24 horas após o acidente, o edema pode envolver toda a
extremidade afetada. Neste período também podem aparecer bolhas
seroso-hemorrágicas e necrose tecidual. Entre os efeitos sistêmicos destaca-se a
coagulopatia, além de equimose, sangramento espontâneo e hemorragia severa. De
forma menos comum, são observados hipotensão e choque devido ao sangramento
e perda de líquidos. As principais complicações sistêmicas que podem ocasionar
óbito do acidentado são a lesão renal aguda, sangramento do sistema nervoso
central e septicemia (Figura 8) (MALAQUE; GUTIÉRREZ, 2016; SAMPAIO et al.,
2016).

Figura 8: Aspectos clínicos observados após o envenenamento botrópico. Os principais
sintomas e complicações locais observadas são: (A) ulceração e sangramento local, (B) bolhas
seroso-hemorrágicas e (C) necrose tecidual. Em relação às complicações sistêmicas, é
frequentemente observado (D) face urêmica, causada por insuficiência renal aguda e (E) hemorragia
sistêmica, sendo evidenciada na imagem (seta) pelo sangramento no lábio (Fonte: adaptado de
Sampaio et al., 2016).

1.3. Antivenenos e novas tecnologias

Atualmente, a soroterapia é o único tratamento recomendado pela
Organização Mundial da Saúde (OMS) para acidentes ofídicos (WHO, 2016). A
terapia antiveneno utilizando soros hiperimunes foi apresentada pela primeira vez à
Sociedade Francesa de Biologia em 1894, por Césaire Auguste Phisalix, Gabriel
Bertrand e Albert Calmette (BOCHNER, 2016; GOYFFON; CHIPPAUX, 1894).

Para a produção de soros antivenenos, animais de grande porte, geralmente
cavalos, são imunizados com doses crescentes, em ciclos de imunizações, com um
veneno para a produção de um antiveneno monoespecífico, ou uma mistura de
venenos, para a produção de um antiveneno poliespecífico. Estes ciclos de



23

imunizações levam a um aumento progressivo de anticorpos contra componentes do
veneno produzidos pelos animais. Quando os animais atingem um título de
anticorpos considerável, o sangue é coletado e o soro hiperimune é purificado. Para
reduzir a possibilidade de reações adversas, as imunoglobulinas são clivadas,
geralmente através da ação da enzima pepsina, gerando fragmentos F(ab’)2, as
quais serão utilizadas para tratamento dos pacientes (Figura 9) (LALLOO;
THEAKSTON, 2003).

Figura 9: Representação esquemática da produção de soros antiveneno. Após a coleta,
o veneno é administrado em animais de grande porte, geralmente cavalos. Após passarem por ciclos
de imunizações e apresentarem uma titulação de anticorpos favorável, o sangue é coletado e o soro
hiperimune é purificado. As imunoglobulinas são clivadas, gerando fragmentos F(ab’)2, que são
utilizados para o tratamento de acidentes ofídicos. Ilustração: Luciano Veronezi, 2018.

Para a produção do antiveneno botrópico brasileiro, produzido pelo Instituto
Butantan (São Paulo), pelo Instituto Vital Brazil (Rio de Janeiro) e pela Fundação
Ezequiel Dias (Minas gerais), são utilizados em mistura os venenos das serpentes
B. jararaca (50%), B. jararacussu, B. alternatus, B. moojeni e B. neuwiedi, 12,5%
cada. Estima-se que 1 mL desta formulação contenha imunoglobulinas suficientes
para neutralizar, no mínimo, 5,0 mg do veneno de referência (B. jararaca) (ARAÚJO
et al., 2017). Apesar de sua importância epidemiológica, o veneno de B. atrox não
está incluso no pool de venenos utilizados para a produção do soro antiveneno
brasileiro. À vista disso, alguns estudos sugerem que os antivenenos botrópicos
produzidos no Brasil não neutralizem efetivamente o veneno de B. atrox (FURTADO
et al., 2010; MUNIZ et al., 2000).

Ainda que os antivenenos de uma forma geral se mostrem eficazes, diversas
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características intrínsecas envolvendo o processo de fabricação ou a natureza do
soro antiveneno podem restringir sua eficácia clínica (BERMÚDEZ-MÉNDEZ et al.,
2018).

Um importante impasse na produção convencional dos antivenenos é o fato
destes resultarem em uma mistura de anticorpos neutralizantes das atividades
tóxicas do veneno e anticorpos contra os demais antígenos que o animal produtor
teve contato durante sua vida (SEGURA, Alvaro et al., 2013). Sendo assim, apenas
uma pequena porcentagem de anticorpos são direcionados às toxinas do veneno,
resultando numa redução do potencial neutralizante esperado para o soro
antiveneno, além de poder provocar reações anafiláticas nos pacientes que recebem
o soro (DESHPANDE et al., 2013; NEGRIN et al., 2021). Além disso, por serem
inoculados com doses contínuas de venenos brutos, os animais produtores podem
sofrer reações locais e sistêmicas, fazendo com que a expectativa de vida possa ser
diminuída (ANGULO; ESTRADA; GUTIÉRREZ, 1997).

Apesar da eficácia ao combater os sintomas sistêmicos do envenenamento, é
observada uma baixa eficiência dos antivenenos ofídicos quando se trata da
neutralização dos sintomas locais do envenenamento (CARDOSO et al., 1993).

A fim de reduzir os problemas envolvendo o tratamento de vítimas de
acidentes ofídicos, grupos de pesquisa ao redor do mundo têm desenvolvido
abordagens alternativas para novas gerações de antivenenos, assim como tentativas
de melhorar a produção, bem como reduzir o número de animais utilizados e,
consequentemente, o sofrimento destes. Neste sentido, é possível destacar a
imunização de animais utilizando cDNA (HARRISON et al., 2000; HASSON, 2017),
toxinas recombinantes (Liu et al., 2021), peptídeos sintéticos (DE CASTRO et al.,
2019) e produção de anticorpos monoclonais (SCHNEIDER et al., 2014) .

1.4. Anticorpos monoclonais
Anticorpos são glicoproteínas produzidas por linfócitos B, e representam os

principais efetores do sistema imune adaptativo. Pertencentes à superfamília
imunoglobulina, consistem em duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L)
idênticas. Cada cadeia pesada possui cerca de 55 kDa. A cadeia leve, por sua vez,
possui massa molecular de aproximadamente 25 kDa. Estas cadeias são ligadas
covalentemente por pontes dissulfeto e consistem em regiões aminoterminais
variáveis (V) que atuam no reconhecimento do antígeno e regiões carboxiterminais
constantes (C), responsáveis por mediar as funções efetoras (Figura 10)
(SCHROEDER; CAVACINI, 2010).



25

Figura 10: Estrutura de uma molécula de anticorpo. Representação esquemática de uma
molécula de IgG secretada. O local de ligação do antígeno é formado pelos domínios VL (região
variável da cadeia leve) e VH (região variável da cadeia pesada) (Fonte: Abbas, 2015).

Ao serem clivados por meio de ação de enzimas, como papaína e pepsina,
os anticorpos se fragmentam em duas regiões de ligação ao antígeno Fab, ou em
um único fragmento bivalente de ligação ao antígeno F(ab’)2. As moléculas de
anticorpos podem ser divididas em classes e subclasses distintas, de acordo com
sua função e estrutura da porção Fc. Estas classes, também chamadas de isotipos,
são nomeadas IgA, IgD, IgE, IgG e IgM (Abbas, 2015).

A interação imunoglobulina-antígeno normalmente ocorre entre o paratopo, o
local na imunoglobulina no qual o antígeno se liga e o epítopo, o sítio no antígeno
que é vinculado. No caso de antígenos proteicos, os epítopos podem ser lineares,
quando formados por resíduos de aminoácidos adjacentes, ou conformacionais, se
formados por resíduos que não estão adjacentes na estrutura primária, mas se
tornam espacialmente justapostos na estrutura terciária (Figura 11) (Abbas, 2015).
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Figura 11: Representação esquemática dos diferentes tipos de epítopos. (Fonte:
adaptado de Helbert, 2017).

A função do anticorpo refere-se ao efeito biológico que anticorpo tem em um
patógeno ou sua toxina. As principais funções de anticorpos incluem neutralização
de infecciosidade, fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpos e
mediada por complemento, lise de patógenos ou de células infectadas (FORTHAL,
2014).

Tendo em vista suas importantes funções envolvendo a resposta imune, em
1975 a produção de anticorpos monoclonais por hibridoma foi descrita pela primeira
vez (KÖHLER; MILSTEIN, 1975), uma descoberta que levou a um Prêmio Nobel 10
anos mais tarde (MILSTEIN, 1985). A técnica consiste na fusão de células B de um
camundongo imunizado com uma linhagem celular imortalizada de mieloma. Cada
uma das células fundidas – hibridomas – produz somente uma Ig derivada da célula
B do animal imunizado. Estes anticorpos são pesquisados quanto à sua ligação ao
antígeno de interesse, e em seguida, ocorre a seleção e expansão do clone com a
especificidade desejada. O sobrenadante de cultura deste clone é então purificado
para a obtenção dos anticorpos monoclonais (NELSON et al., 2000).

Atualmente, os anticorpos monoclonais são amplamente utilizados para fins
terapêuticos, principalmente no tratamento de cânceres, doenças autoimunes e
doenças causadas por vírus, como o SARS-CoV-2 e Chikungunya (ADAMS;
WEINER, 2005; BARNAS; LOONEY; ANOLIK, 2019; CRUZ-TERAN et al., 2021; JIN;
SIMMONS, 2019). Além disso, também podem ser aplicados à diferentes
metodologias de ensaios diagnósticos, como ELISA (BALL; FINLAY, 1998), teste de
fluxo lateral (QRIOUET et al., 2021) e imunohistoquímica (CORDELL, 2022).

Considerando a grande evolução nas terapias baseadas em anticorpos e as
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desvantagens associadas ao uso do antiveneno convencional, este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de um anticorpo monoclonal que neutralizasse
atividades tóxicas do envenenamento causado pela serpente B. atrox, numa
tentativa de contribuir para o avanço no desenvolvimento de antivenenos de nova
geração para o tratamento de acidentes ofídicos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os acidentes causados por animais peçonhentos representam um importante
problema de saúde pública em todo o mundo. Dentre eles, destacam-se os
acidentes ofídicos. Desde 2017, estes acidentes voltaram a ser classificados como
nível A das doenças tropicais negligenciadas, e causam, anualmente, mais mortes
do que várias outras doenças também tropicais negligenciadas, como a dengue
hemorrágica, leishmaniose, esquistossomose e doença de Chagas.

O gênero Bothrops engloba as espécies de serpentes conhecidas
popularmente como jararacas. Estas serpentes estão distribuídas em todo o território
nacional e são responsáveis pelo maior número de acidentes notificados envolvendo
morbidade e mortalidade. B. atrox é a espécie responsável pelo maior número de
casos na Amazônia brasileira e estima-se que esta serpente cause entre 50 e 150
casos a cada 100.000 habitantes na região. O manejo dos acidentes ofídicos nesta
localidade é um desafio para o sistema público de saúde, uma vez que as picadas
ocorrem, na maior parte dos casos, em regiões rurais e remotas, distante dos
centros urbanos e unidades de saúde, o que torna difícil o resgate e tratamento do
acidentado.

A soroterapia é, até o momento, o único tratamento recomendado pela OMS
para casos de envenenamentos ofídicos. Ainda que cumpra seu papel ao neutralizar
os sintomas sistêmicos, os soros antivenenos não têm se mostrado tão eficazes no
tratamento dos sintomas locais do envenenamento. Ainda, a administração do soro
pode levar a uma resposta anafilática, ocasionalmente evoluindo para a morte do
paciente. Adversidades na produção, armazenamento e transporte dos soros
antivenenos também são problemas importantes que tornam a produção limitada e
de reduzida acessibilidade.

Novas tecnologias para a produção de antivenenos têm sido desenvolvidas
em todo o mundo, na tentativa de melhorar o tratamento dos sintomas provocados
por envenenamentos ofídicos. O desenvolvimento de proteínas recombinantes para
imunização de animais produtores e de anticorpos neutralizantes direcionados às
toxinas dos venenos são exemplos de novas abordagens. Neste sentido, este
trabalho busca, por meio da técnica de hibridoma, desenvolver anticorpos
monoclonais, utilizando o veneno de B. atrox como imunógeno, para avaliar seu
reconhecimento e potencial neutralizante contra atividades biológicas do veneno, in
vitro e in vivo.

Os resultados do presente estudo podem contribuir para o aprimoramento
experimental de antivenenos de nova geração, produzindo anticorpos homogêneos,
de especificidade definida, além de reduzir o uso e o sofrimento de animais, visando
uma terapia alternativa para o tratamento de acidentes botrópicos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Produzir e caracterizar anticorpos monoclonais capazes de neutralizar

atividades enzimáticas do veneno de Bothrops atrox.

3.2. Objetivos específicos
● Produzir anticorpos monoclonais por meio de técnica de hibridoma;
● Purificar e analisar a imunorreatividade e reatividade cruzada do

anticorpo monoclonal produzido porWestern blot e ELISA;
● Realizar a isotipagem do anticorpo monoclonal;
● Mapear os epítopos lineares reconhecidos pelo anticorpo monoclonal

por meio de imunoensaio de Spot Síntese;
● Testar a capacidade de neutralização do anticorpo monoclonal

produzido através de ensaios in vitro e in vivo.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. Venenos e animais

Camundongos Swiss e BALB/c foram mantidos no Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, e
receberam água e ração em condições ambientais controladas. Os ensaios
realizados em camundongos foram aprovados pelo Comitê de Ética em
Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (Licença nº
152/2019).

Amostras de veneno do gênero Bothrops, Crotalus durissus terrificus,
Micrurus frontalis e Lachesis muta muta foram fornecidas pelo Instituto Nacional de
Salud, pela Universidade Nacional Mayor de San Marcos e pela Fundação Ezequiel
Dias.

4.2. Dosagem de proteínas

A concentração de proteínas dos venenos e anticorpos utilizados neste
trabalho foi estimada pelo método desenvolvido por Lowry (1951) (DC™ Protein
Assay – Bio-Rad) utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão.

4.3. Produção de anticorpos monoclonais

4.3.1. Imunização de camundongos

Cinco camundongos BALB/c fêmeas de 4-6 semanas de idade foram
imunizadas para a obtenção de células B produtoras de anticorpos contra proteínas
do veneno de B. atrox. Antes do início das imunizações, os soros pré-imunes foram
coletados para serem utilizados como controle negativo. Em seguida, 10 µg de
veneno de B. atrox e adjuvante completo de Freund (v/v) foram utilizados na primeira
dose. Para as injeções seguintes, a mesma quantidade de veneno foi diluída em
hidróxido de alumínio a 6% (v/v). Todas as inoculações foram realizadas por via
subcutânea com intervalos de 15 dias. Uma semana após a 5ª imunização, amostras
de sangue dos camundongos foram coletadas e os soros foram testados por ELISA
contra o veneno de B. atrox para análise de reatividade.

4.3.2. Reatividade dos soros imunes contra B. atrox por ELISA

Todos os protocolos de ELISA desenvolvidos no presente trabalho foram
realizados utilizando a mesma metodologia descrita por Chavez-Olortegui et al.,
(1991).

Placas de microtitulação (Costar) foram revestidas durante a noite a 4°C com
5 µg/mL de solução de veneno de B. atrox em tampão bicarbonato de sódio 0,02 M
pH 9,6 e bloqueadas por 1 h a 37°C com 2% de leite em PBS. Após a lavagem
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(0,01% Tween 20-PBS), foram adicionados os soros dos animais imunizados (1:200)
e a placa foi novamente incubada por 1h a 37°C. Posteriormente, IgG
anti-camundongo conjugado com HRP (Sigma-Aldrich) diluído 1:10.000 foi incubado
nas mesmas condições descritas acima. A ligação do anticorpo foi detectada após a
incubação da placa em ambiente protegido de luz por 30 min usando 100 µL de
solução de OPD (dicloridrato de o-fenilenodiamina) (0,2 mg/mL em tampão citrato,
pH 5,2, peróxido de hidrogênio a 0,04%). Após este período, a absorbância foi
medida a 490 nm.

O animal cujo soro apresentou a maior reatividade contra o veneno recebeu
uma injeção booster (3 µg de veneno de B. atrox em 50 µL de PBS, via intravenosa).
Três dias após o booster, o animal foi eutanasiado e o baço coletado para ser
utilizado na etapa de fusão para geração de hibridomas.

4.3.3. Cultivo de células de mieloma de camundongo SP2/0

Células sp2/0 (ATCC) foram mantidas a 37 °C numa atmosfera contendo 5%
de CO2 em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagles Medium) contendo
10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1% de penicilina e estreptomicina.

4.3.4. Fusão e obtenção de hibridomas

O baço do animal selecionado foi macerado mecanicamente para separação
dos esplenócitos, que foram reservados diluídos num tubo falcon em meio DMEM
incompleto. O mesmo processo foi realizado utilizando o baço de um animal
não-imune. Células de mieloma Sp2/0 também foram reservadas em tubo falcon
numa diluição de 1x107/mL em DMEM incompleto. As três amostras foram
centrifugadas três vezes por 10 minutos a 180 G e 4 °C e o sobrenadante
descartado a cada centrifugação. Para a última centrifugação, os esplenócitos imune
e Sp2/0 foram vertidos no mesmo tubo.

Em seguida, 1 mL de polietilenoglicol (PEG) 50% foi adicionado ao tubo
contendo esplenócitos imune + Sp2/0 ao longo de 1 minuto a 37° C, induzindo a
fusão das células e formação dos hibridomas. Após 1 minuto em repouso, 20 mL de
DMEM incompleto foram gotejados lentamente ao tubo, ao longo de 10 minutos. A
amostra contendo hibridomas, foi centrifugada por 10 minutos a 800 rpm e 22°C,
para retirar o PEG. Os hibridomas e os esplenócitos não-imunes foram vertidos em
garrafas contendo 100 mL de DMEM, hipoxantina, aminopterina e timidina (HAT) e
enriquecido com 20% de soro fetal bovino.

Os hibridomas foram plaqueados em 5 placas de 96 poços e cultivados por 15
dias. Em seguida, foi realizado o screening das placas para rastrear os poços que
continham células secretoras de anticorpos reativos contra o veneno de B. atrox.

4.3.5. Screening e subclonagem

O meio de cultura foi trocado periodicamente, em intervalos de 3 a 4 dias.
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Após 15 dias, 100 µL do sobrenadante celular dos hibridomas foram coletados para
screening por ELISA indireto, utilizando o mesmo protocolo descrito anteriormente
(4.3.2). Os poços contendo hibridomas secretores de anticorpos contra o veneno de
B. atrox foram triados e os mais reativos foram subclonados por diluições limitantes.
Para isto, as células foram diluídas (1 célula/100μL) em DMEM 20% FBS contendo
hipoxantina e timidina (HT) e distribuídas (90μL/poço) em placas de cultura celular
de 96 poços (Sarstedt). Quinze dias após a subclonagem, outro screening foi
realizado. O clone mais reativo (mAb 4H4D11) foi selecionado, expandido e os
anticorpos purificados.

4.3.6. Purificação de anticorpos e SDS-PAGE

Para a obtenção de anticorpos puros, o subclone selecionado foi expandido e
o sobrenadante celular coletado. O sobrenadante (50 mL) foi purificado por
cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna HiTrap Protein G HP (GE
Healthcare) no cromatógrafo Äkta start (GE Healthcare). A amostra foi aplicada à
coluna diluída em tampão de ligação (fosfato de sódio 20 mM, pH 7) e os anticorpos
purificados foram eluídos em tampão de eluição (glicina-HCl 0.1 M, pH 2.7). O pH da
solução foi neutralizado com tampão Tris-HCl 1M, pH 9. Os anticorpos foram
quantificados por nano-drop e estocados a -20° C até seu uso.

Para verificar a pureza e o perfil eletroforético do anticorpo, 10 µg da amostra
purificada, em condições redutoras e não-redutoras foram aplicados num gel de
gradiente de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%, como descrito por LaemmLi (1970).
As proteínas foram separadas após corrida realizada a 120 V e observadas após
coloração por Coomassie.

4.4. Imunorreatividade e reatividade cruzada

4.4.1. Elisa

A fim de testar o reconhecimento do mAb, foi realizado um ELISA, (como
descrito em 4.3.2.), sensibilizando placas de microtitulação (Costar) overnight a 4°C
com 5 µg/mL de venenos das serpentes utilizadas para a produção de soro
anti-botrópico brasileiro (B. jararaca, B. moojeni, B. newiedi, e B. jararacussu) e
peruano (B. atrox, B. barnetti, B. pictus, B. brazili e B. hyoprora). Como anticorpo
primário (0,25 µg/poço), adicionou-se o mAb purificado ou mAb não-relacionado
(controle negativo) contra metaloprotease do veneno da aranha Loxosceles
intermedia, produzido previamente por nosso grupo .

O mesmo ensaio foi realizado para avaliar o padrão de reconhecimento frente
à B. atrox macho, fêmea, jovem ou adulta, adicionando 5 µg/mL de cada um dos
venenos e 0,05 µg/poço do mAb 4H4D11 ou mAb não-relacionado.

A possível reatividade do mAb frente aos venenos dos principais gêneros
envolvidos em acidentes na América do Sul foi analisada revestindo as placas com 5
µg/mL de veneno das serpentes B. atrox, L. muta muta, M. frontalis e C. d. terrificus
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e incubadas com 0,25 µg/poço do mAb 4H4D11 ou mAb não-relacionado. Todas as
medidas foram realizadas em duplicata.

4.4.2. Sds-page

As proteínas dos venenos presentes no pool de antivenenos brasileiro e
peruano foram analisadas, seguindo a mesma metodologia descrita em 4.3.6.,
utilizando 10 µg de cada um dos venenos, em condições não-redutoras, aplicados
em gel 12,5%. Em ambos ensaios, as bandas foram visualizadas após corar o gel
com Coomassie blue.

4.4.3. Western blotting

Para identificar a massa molecular da toxina reconhecida pelo mAb, foi
realizado um SDS-PAGE com 10 µg de veneno de B. atrox em condições redutoras
e não-redutoras. O marcador de massa molecular (Biorad) foi utilizado como padrāo.
A seguir, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose de
0,22 µm (Biorad) a 100 V por 90 minutos, utilizando tampão de transferência 50 mM
Tris-HCl, 380 mM glicina e 20% metanol (pH 8,3). A transferência foi confirmada
utilizando o corante Ponceau.

A membrana de nitrocelulose contendo as proteínas transferidas foi
bloqueada com PBS-Tween 0,3% overnight. A membrana foi lavada três vezes por 5
minutos com PBS-Tween 0,05% e incubada com 0,075 µg/mL do mAb purificado por
1 hora. Após uma segunda rodada de lavagens, a membrana foi incubada com IgG
anti-camundongo conjugado com HRP (Sigma-Aldrich) diluído 1:15.000 por 1 hora. A
membrana foi lavada três vezes com PBS-Tween 0,05% e duas vezes com PBS 1x.
As bandas reconhecidas pelo mAb foram visualizadas a partir da adição de 5 mg de
3 3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB), 10 mg de 4-cloro-1-naftol e 8,32 µL
de peróxido de hidrogênio.

4.4.4. Isotipagem do anticorpo monoclonal

A isotipagem do mAb foi feita utilizando o kit IsoStrip (Roche). O anticorpo
purificado (1 µg/mL) foi diluído em PBS contendo 1% de BSA. A solução (150 µL) foi
adicionada a um tubo de desenvolvimento e agitada rapidamente por 30 segundos.
Em seguida, a strip foi inserida no tubo. Durante 5 minutos, os anticorpos migraram
através da strip. Em seguida, o resultado foi visualizado por meio do surgimento de
uma banda azul na região da strip contendo o isotipo ao qual o mAb pertence.

4.4.5. Mapeamento de epítopos pelo método de Spot Síntese

Para compreender o padrão estrutural de reconhecimento do anticorpo
monoclonal frente aos seus possíveis antígenos, os epítopos lineares foram
mapeados por meio de um imunoensaio de Spot síntese. Para isto, foi utilizada uma
membrana de celulose onde foram sintetizados 302 spots contendo 15 resíduos de
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aminoácidos em cada um deles, cada qual sobreposto ao outro por 12 aminoácidos,
possuindo um avanço de 3 aminoácidos na sequência da proteína em relação ao
peptídeo anterior.

A membrana compreende a sequência primária das proteínas Bothropasina,
uma metaloprotease P-III (Uniprot accession number: O93523) e uma
serinoprotease (Uniprot accession number: Q9PTU8), ambas do veneno da serpente
B. jararaca. A membrana foi previamente sintetizada seguindo o protocolo descrito
por Laune e colaboradores (2002), e produzida utilizando o aparelho de síntese
automática ResPep SL (IntavisAG, Bioanalytical Instruments, Alemanha), a partir da
colaboração com o Prof. Ricardo Andrez Machado de Ávila, na Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC) e Universidade Federal do Paraná (UFPR).

Para o imunoensaio, a membrana foi bloqueada com uma solução contendo
3% de albumina de soro bovino e 5% de sacarose diluídos em tampão PBS-Tween
0,1% (tampão de bloqueio) por 18 horas sob agitação, como forma de impedir
reconhecimentos inespecíficos. Em seguida, utilizou-se 1 μg/mL de mAb purificado
em tampão de bloqueio em volume final de 15 mL incubado por 90 minutos, sob
agitação. Como anticorpo secundário, utilizou-se anti-IgG de camundongo conjugada
com fosfatase alcalina (Sigma) na diluição 1:2000 em volume final de 15 mL por uma
hora, sob agitação. Para a revelação do ensaio, a membrana foi incubada com uma
solução de MTT e BCIP diluídos em tampão CBS pH 7. A membrana foi escaneada,
e as intensidades dos spots foram analisadas.

Para possibilitar a reutilização da membrana, realizou-se sua regeneração a
partir de 3 lavagens por 10 minutos com dimetilformamida, 3 vezes por 2 minutos
com água ultrapura, 3 vezes por 10 minutos com uma solução de ureia 8M, SDS
20% e 0,1% de β-mercaptoetanol, 3 vezes por 10 minutos com etanol 50% e ácido
acético 10%. Por fim, a água foi eliminada da membrana lavando-a 3 vezes por 10
minutos com etanol 100% e em seguida armazenada a -20° C.

4.5. Fracionamento do veneno de b. atrox

O veneno foi fracionado por cromatografia de gel-filtração com a finalidade de
identificar o reconhecimento do anticorpo produzido contra diferentes frações do
veneno de B. atrox. Para isto foi utilizada uma coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR
(Sigma-Aldrich) no cromatógrafo Äkta start (GE Healthcare).

Uma solução contendo 200 mg de veneno de B. atrox em tampão acetato de
sódio 50 Mm e cloreto de sódio 0,3 M (pH 7.5) foi centrifugada e filtrada. Em
seguida, este material foi aplicado à coluna, e as frações foram eluídas de acordo
com a massa molecular. O material eluído foi coletado em frações de 1 mL.

4.5.1. Ensaio de atividade caseinolítica

A presença de protease nas frações do veneno foi avaliada por meio de um
ensaio de atividade caseinolítica, como descrito por Lomonte e Gutiérrez (1983),
com modificações. Para o ensaio, incubou-se por 1 hora a 37°C, 250 µL de solução
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de caseína a 1%, 225 µL de tampão tris 50 mM (pH 8) e 25 µL de cada tubo
coletado no ensaio anterior. Em seguida, adicionou-se 500 µL de ácido
tricloroacético a 5%. Após incubação por 15 minutos a temperatura ambiente, o
material foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 RPM. A absorbância do
sobrenadante foi detectada em espectrofotômetro no comprimento de onda 280 nm.

4.5.2. Ensaio de atividade fibrinogenolítica

A análise das propriedades fibrinogenolíticas do veneno e das frações
coletadas foi feita por meio do ensaio descrito por Edgar e Prentice (1973), com
modificações. Uma mistura contendo 20 µL de solução de fibrinogênio humano a
2,5 mg/mL e 3 µg do veneno de B. atrox ou 3 µg da fração selecionada foram
diluídos em tampão Tris-HCl 25 mM e NaCl 0,15 M (pH 7.4) e incubados por 1h a
37°C. Em seguida, 50 µL destas soluções foram adicionados a 50 µL de solução
desnaturante (Ureia 10 M, β-mercaptoetanol a 4% e SDS a 4%) e incubados
overnight a temperatura ambiente. As soluções (20 µL) foram utilizadas para
realização de SDS-PAGE a 10%, sob condições redutoras. O gel foi corado com
Coomassie blue.

4.6. Ensaios de neutralização

4.6.1. Ensaio de neutralização de atividade fibrinogenolítica

O potencial neutralizante do mAb contra a atividade fibrinogenolítica do
veneno de B. atrox e da fração foi investigado por meio de um ensaio de
neutralização in vitro. Para este ensaio, 3 µg do veneno ou da fração foram
previamente incubados por 1 hora a 37°C com 25, 50 ou 100 µg da IgG purificada.
As seguintes etapas do experimento foram realizadas de forma semelhante ao
descrito no item 4.4.2.

4.6.2. Ensaio de neutralização de atividade hemorrágica

Para avaliar a capacidade de neutralização do mAb contra a atividade
hemorrágica do veneno de B. atrox, foi realizado um ensaio in vivo como descrito por
Kondo e colaboradores (1960). O veneno (10 µg) foi pré-incubado com 100 ou 150
µg de IgG purificada (proporções de 1:10 e 1:15, respectivamente) por 30 minutos a
37° C, num volume final de 50 µL. A mesma quantidade do veneno de B. atrox e
uma solução de PBS foram incubados nas mesmas condições e utilizados como
controles positivo e negativo, respectivamente.

As amostras foram administradas via subcutânea em camundongos Swiss e
três horas após a injeção, os animais foram eutanasiados com uma dose letal de
quetamina/xilazina. Em seguida, a pele dos animais foi removida para avaliação da
hemorragia residual.

Para quantificar a neutralização da atividade hemorrágica, foi calculado o
perímetro do halo hemorrágico observado em cada um dos animais. Considerou-se
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100% de atividade hemorrágica a média do perímetro dos halos hemorrágicos
observados no grupo de animais do controle positivo. Este valor foi usado como
comparativo para calcular a porcentagem de atividade hemorrágica e a porcentagem
de neutralização observada nos animais tratados com o mAb.

5. RESULTADOS

5.1. Produção de anticorpos monoclonais

Após 5 ciclos de imunização com 10 µg de veneno de B. atrox, amostras de
sangue dos camundongos foram coletadas e os soros testados por ELISA contra o
mesmo veneno para investigar a presença de anticorpos específicos. Os soros dos 5
animais testados (diluição 1:200) apresentaram reatividade contra o veneno de B.
atrox. O soro pré-imune (PI), utilizado como controle negativo, não apresentou
reatividade contra o veneno testado (Figura 12). O animal 5 foi escolhido para
prosseguir com a fusão, pois apresentou a maior reatividade frente ao veneno.

Figura 12: Titulação dos soros dos animais imunizados frente ao veneno de B. atrox.
Avaliação dos soros individuais dos animais frente ao veneno de B. atrox. Uma placa de
microtitulação foi sensibilizada com 0,5 µg/poço com veneno de B. atrox. Como anticorpo primário, foi
utilizado o soro dos animais imunizados e, como anticorpo secundário, IgG anti-camundongo
conjugado a HRP (1:10.000). A revelação foi feita utilizando OPD e determinada por meio de leitura
no espectrofotômetro a 490 nm. (PI) Absorbância do soro pré-imune em diluição 1:200. (1-5)
Absorbância dos soros dos animais imunizados na diluição 1:200. Em destaque o animal 5, que
possuiu maior reatividade frente ao veneno.

Após o ELISA, o animal 5 recebeu uma dose reforço de 3 µg do veneno de B.
atrox via intravenosa. Três dias após essa dose, o animal foi eutanasiado e as
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células do baço foram utilizadas para serem fusionadas às células sp2/0. Os
hibridomas formados após a fusão foram cultivados em placas de 96 poços em meio
HAT.

Quinze dias depois, o sobrenadante de cultura foi coletado e utilizado para a
realização de um screening no qual a reatividade dos sobrenadantes celulares (100
µL) foi testada contra o veneno de B. atrox. Quatro poços apresentaram anticorpos
secretores (Figura 13). Destes, o hibridoma 4H4 foi o que obteve a maior
absorbância e por esta razão, foi selecionado para a etapa de subclonagem.

Figura 13: Screening dos sobrenadantes celulares dos hibridomas frente ao veneno de
B. atrox. Avaliação da reatividade dos sobrenadantes celulares dos hibridomas contra o veneno de B.
atrox por ELISA. Como anticorpo primário, foi utilizado os sobrenadantes celulares (100 µL) e, como
anticorpo secundário, IgG anti-camundongo conjugado a HRP (1:10.000). A revelação foi feita
utilizando OPD e determinada por meio de leitura no espectrofotômetro a 490 nm. Como controle
positivo (C+), foi utilizado soro de camundongo imunizado contra o veneno de B. atrox em diluição
1:200 e, como controle negativo (C-), sobrenadante de cultura de células sp2/0 (100 µL).

5.1.1. Subclonagem de hibridomas

O hibridoma 4H4 foi submetido a uma diluição limitante para que, quando as
células fossem plaqueadas, houvesse apenas 1 célula por poço. As células diluídas
foram cultivadas e incubadas por 15 dias. Após este período, cada um dos poços foi
analisado no microscópio, e aqueles em que se observou apenas uma colônia foram
marcados. Os sobrenadantes celulares (100 µL) de todos os poços foram coletados
e submetidos a um novo screening que resultou em treze subclones secretores de
anticorpos monoclonais contra B. atrox (Figura 14). Destes, o subclone 4H4D11 foi o
que melhor se adaptou para o cultivo celular. Portanto, foi expandido, e os anticorpos
foram purificados a partir do sobrenadante celular utilizando coluna de proteína G
(HiTrap Protein G HP - GE Healthcare), de acordo com as instruções do fabricante.
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Figura 14: Avaliação da reatividade dos sobrenadantes celulares dos subclones (100 µL
contra B. atrox. Como anticorpo primário, foi utilizado os sobrenadantes celulares (100 µL) e, como
controle negativo (C-), sobrenadante de cultura de células sp2/0 (100 µL). Como anticorpo
secundário, IgG anti-camundongo conjugado a HRP (1:10.000). A revelação foi feita utilizando OPD e
determinada por meio de leitura no espectrofotômetro a 490 nm.

Para confirmar a purificação dos anticorpos secretados pelo subclone
4H4D11, foi realizado um SDS-PAGE 10%. Em condições não-redutoras, é possível
observar apenas uma banda de 150 kDa. Em condições redutoras, são observadas
bandas de 50 kDa e 25 kDa, que correspondem respectivamente à cadeia pesada e
leve de IgG (Figura 15).

Figura 15: SDS-PAGE da purificação de anticorpos a partir do sobrenadante celular do
clone 4H4D11. 10 µg do material purificado do sobrenadante de cultura do subclone mAb 4H4D11 foi
diluído em tampão de amostra (v/v) e aplicado em um gel de poliacrilamida 10% e submetido a uma
corrida a 120 V. As bandas foram coradas com Coomassie blue.
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Em seguida, foi realizada a isotipagem de anticorpos monoclonais por meio
do kit Isostrip (Roche). Para o ensaio, é utilizada uma tira de isotipagem contendo
anticorpos anti-camundongo imobilizados, que correspondem a cada um dos isotipos
de anticorpos murinos (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM e IgA), além de anticorpos
para as cadeias leve kappa e lambda. Assim, o anticorpo monoclonal foi rastreado
de acordo com seu isotipo ao ser diluído no tubo de desenvolvimento. Quando a
strip é inserida nesse tubo, a amostra flui, por ação capilar, até se ligar ao anticorpo
anti-camundongo específico para o isotipo e para a cadeia leve do monoclonal
testado, resultando no aparecimento de bandas nas regiões onde o reconhecimento
ocorreu. Após a análise da tira, pode-se observar uma banda azul na região IgG1,
indicando que o mAb pertence a esta subclasse (Figura 16).

Figura 16: Isotipagem do anticorpo monoclonal 4H4D11. O ensaio foi realizado de acordo
com as instruções do fabricante (Roche). O anticorpo purificado (1µg/mL) foi diluído em PBS 1% BSA.
Em seguida, a strip foi inserida na solução. O resultado foi interpretado a partir do aparecimento de
uma banda azul (seta à direita) na região correspondente ao isotipo ao qual o anticorpo monoclonal
pertence.

5.2. Caracterização do anticorpo monoclonal

5.2.1. Western blot

Para auxiliar na identificação da molécula alvo reconhecida pelo mAb
4H4D11, foi feito, inicialmente, um Western blot. Para isto, as proteínas do veneno
de B. atrox foram separadas por SDS-PAGE para, em seguida, serem transferidas
para uma membrana de nitrocelulose para realização doWestern blot.

Em ambas as condições em que o veneno foi aplicado (não-redutoras e
redutoras), o monoclonal reconhece uma banda na faixa de 50 kDa e outra de
aproximadamente 37 kDa (Figura 17), o que condiz com a massa molecular de
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metaloproteases e serinoproteases.

Figura 17: Imunorreatividade do mAb 4H4D11 frente ao veneno de B. atrox porWestern
blot. Veneno de B. atrox (10 µg) e padrão de massa molecular (MW) foram submetidos a um
SDS-PAGE 12,5%, sendo o veneno em condições não-redutoras (NR) e redutoras (R). Como
anticorpo primário, foi utilizado 0,075 µg/mL do anticorpo monoclonal. Como anticorpo secundário,
IgG anti-camundongo conjugado a HRP (1:15.000). A ligação do anticorpo à proteína foi identificada
pela incubação da membrana com IgG anti-camundongo conjugada a HRP seguida de revelação
utilizando DAB e cloronaftol. As setas indicam as bandas identificadas pelo anticorpo monoclonal.

5.2.2. Imunorreatividade e reatividade cruzada

Para determinar a imunorreatividade e reatividade cruzada do mAb 4H4D11
contra o veneno de B. atrox e outros venenos botrópicos utilizados na produção dos
soros antiveneno brasileiro e peruano, placas de 96 poços foram sensibilizadas com
estes venenos. O resultado indica que, além do veneno de B. atrox, o mAb 4H4D11
é capaz de reconhecer todos os demais venenos testados. Entretanto, foi observado
um reconhecimento relativamente inferior para B. brazili, B. hyoprora (utilizados na
produção do antiveneno peruano) (Figura 18A) e B. jararacussu (utilizado na
produção do antiveneno brasileiro) (Figura 18B). Por outro lado, o mAb
não-relacionado (controle negativo) não foi capaz de reconhecer nenhum dos
venenos testados.
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Também foi avaliado o reconhecimento do mAb frente a venenos de B. atrox
de gêneros e idades diferentes. Para isto, foi feito um ELISA utilizando o anticorpo
na concentração de 0,05 µg/poço. O resultado indica que o reconhecimento do mAb
segue um mesmo padrão para todos os venenos analisados neste ensaio (Figura
18C). Novamente, o mAb não-relacionado (controle negativo) não foi capaz de
reconhecer nenhum dos venenos testados.

Figura 18: Reatividade cruzada do mAb 4H4D11 frente a diferentes venenos botrópicos.
Placas de microtitulação foram sensibilizadas com 0,5 µg/poço de cada um dos venenos a serem
testados. (A) Venenos utilizados para a fabricação do antiveneno peruano. (B) Venenos utilizados
para a fabricação do soro antiveneno brasileiro. O mAb 4H4D11 e um mAb não-relacionado foram
utilizados na concentração de 0,25 µg/poço. (C) Venenos de B. atrox de diferentes idades e gêneros.
O mAb 4H4D11 e um mAb não-relacionado foram utilizados na concentração de 0,05 µg/poço. Como
anticorpo secundário, foi utilizado IgG anti-camundongo conjugado a HRP (1:10.000). A revelação foi
feita utilizando OPD e determinada por meio de leitura no espectrofotômetro a 490 nm.
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A fim de investigar o perfil eletroforético dos venenos e entender a diferença
de reatividade observada no ELISA, foi realizado um SDS-PAGE 12,5% com cada
um dos venenos testados no ELISA anterior. O resultado indica, de forma geral, que
os venenos peruanos possuem um perfil protéico semelhante. Entretanto, os
venenos que possuíram menor reatividade frente ao ELISA (B. brazili e B. hyoprora)
não possuem uma banda muito aparente na faixa de 50 kDa (Fig 19A, caixa
vermelha). Já os venenos utilizados no pool para a produção do antiveneno
brasileiro apresentam maior variação entre si. E, de forma similar ao citado
anteriormente, o veneno de B. jararacussu, que possui baixa reatividade no ELISA,
também não possui uma banda aparente na faixa de 50kDa (Figura 19B, caixa
vermelha).
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Figura 19: SDS-PAGE de diferentes venenos botrópicos. 10 µg de venenos utilizados na
produção de antivenenos (A) peruano e (B) brasileiro foram diluídos em tampão de amostra (v/v),
aplicados em um gel de poliacrilamida 12,5% e submetido a uma corrida a 120 V. A eletroforese dos
venenos foi realizada sob condições não-redutoras. Em destaque, a faixa referente à 50 kDa do
padrão de massa molecular (MW) em cada um dos venenos testados.

O padrão de reconhecimento do mAb 4H4D11 frente a outros gêneros de
serpentes também foi analisado por ELISA. Para isto, a placa foi sensibilizada com
veneno de B. atrox, L. m. muta, M. frontalis ou C. d. terrificus.

Figura 20: Reatividade cruzada do mAb 4H4D11 contra diferentes venenos ofídicos. Os
poços foram sensibilizados com 0,5 µg/poço de veneno de B. atrox, L. m. muta, M. frontalis ou C. d.
terrificus. O mAb 4H4D11 e um mAb não-relacionado foram utilizados na concentração de 0,25
µg/poço. Como anticorpo secundário, foi utilizado IgG anti-camundongo conjugado a HRP (1:10.000).
A revelação foi feita utilizando OPD e determinada por meio de leitura no espectrofotômetro a 490
nm.
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5.2.3. Mapeamento de epítopos lineares pelo método de Spot Síntese

No intuito de mapear os epítopos lineares reconhecidos pelo mAb, foi
realizado um imunoensaio de Spot síntese utilizando uma membrana de celulose
contendo a sequência primária de uma metaloprotease e uma serinoprotease do
veneno de B. jararaca, uma vez que estas proteínas estão presentes em grandes
porcentagens e são conservadas entre as serpentes do gênero Bothrops.

O mAb 4H4D11 não foi capaz de reagir com os peptídeos presentes na
sequência primária destas proteínas (Figura 21). Isso sugere que o reconhecimento
das proteínas por este anticorpo requer que elas estejam em seu formato
tridimensional, se tratando possivelmente de epítopos conformacionais.

Figura 21: Ensaio de Spot síntese em membrana contendo epítopos lineares de serinoprotease
e metaloprotease P-III. Após o bloqueio, a membrana foi incubada com 1µg/mL do mAb 4H4D11,
seguida por uma incubação com IgG anti-camundongo conjugado à fosfatase alcalina (1:2.000). A
revelação do ensaio foi feita com a adição de uma solução de MTT, BCIP e MgCl2. A sequência da
Bothropasina (Uniprot O93523) refere-se aos spots de número 01 ao 193, e a serinoprotease (Uniprot
Q9PTU8) do spot número 195 ao 302.

5.3. Fracionamento do veneno de b. atrox

Para testar a especificidade do mAb, foi realizado o fracionamento do veneno,
na busca de uma fração de massa molecular correspondente à reconhecida pelo
mAb 4H4D11 por Western blot (5.2.1.). Para isto, 200 mg de veneno diluído em
tampão acetato de sódio e aplicados à coluna Sephacryl S-200 (Sigma-Aldrich)
foram utilizados para performance de cromatografia de gel-filtração. O perfil
cromatográfico revelou cinco picos (Figura 22), que foram denominados P1 a P5,
respectivamente. As frações obtidas foram coletadas em volumes de 1mL.
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Figura 22: Perfil cromatográfico do fracionamento do veneno de B. atrox. O veneno de
B. atrox (200 mg) foi aplicado a coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR (Sigma-Aldrich) e a purificação
foi realizada no cromatógrafo Akta Start (GE Healthcare). As proteínas foram eluídas com tampão
acetato de sódio 50 mM e cloreto de sódio 0,3 M (pH 7.5). Os picos observados foram numerados
P1-P5, respectivamente.

5.3.1. Ensaio de atividade caseinolítica

A investigação da presença de atividade proteolítica dos tubos coletados no
fracionamento foi realizada por meio de um ensaio de atividade caseinolítica. É
possível observar que o padrão de atividade caseinolítica tubo a tubo acompanha o
padrão de fracionamento do veneno (Figura 23).
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Figura 23: Perfil caseinolítico dos tubos coletados após purificação do veneno de B.
atrox em coluna S-200. Para o ensaio, 25 µL das amostras foram incubadas com caseína a 1%. Em
seguida, o ensaio foi interrompido por meio da adição de ácido tricloroacético a 5%. As amostras
foram centrifugadas e lidas no espectrofotômetro a 280 nm. (Linha verde) atividade caseinolítica tubo
a tubo. (Linha azul) cromatografia do veneno. No eixo y à esquerda, os valores em mAU observados
nos tubos durante a cromatografia. No eixo y à direita, os valores em AU observados para a atividade
caseinolítica dos mesmos tubos.

Uma vez que os tubos da fração P2 apresentaram considerável atividade
caseinolítica, foi feito um SDS-PAGE 12,5% para investigação da pureza e da massa
molecular de cada uma das sub-frações (Figura 24). Uma vez que os tubos 22 e 23
apresentaram apenas uma banda na faixa de 50 kDa, provavelmente a mesma faixa
reconhecida pelo mAb por Western blot, seu conteúdo proteico foi estimado por
dosagem e os mesmos tubos foram utilizados para o ensaio de atividade
fibrinogenolítica, a fim de investigar, mais uma vez, seu perfil proteolítico.
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Figura 24: Perfil eletroforético dos tubos coletados na purificação do veneno de B.
atrox. As amostras foram avaliadas em SDS-PAGE 12,5% em condições não-redutoras. Foram
aplicados 15 µL de cada uma das amostras e submetidas a uma corrida de 120 V por 1h. As bandas
foram coradas com Coomassie blue.

5.3.2. Ensaio de atividade fibrinogenolítica

Outra análise do efeito proteolítico foi feita por meio do ensaio de atividade
fibrinogenolítica, presente em algumas SVMPs. Para isso, foi testada uma amostra
contendo o conteúdo dos tubos 22 e 23. Foi utilizado como substrato o fibrinogênio
humano, uma proteína que possui três subunidades: Aα, Bβ, e γ.

Além da atividade caseinolítica, a amostra também possui atividade
fibrinogenolítica, uma vez que esta clivou totalmente as bandas Aα e Bβ, e
parcialmente a banda γ do fibrinogênio. O veneno, por sua vez, clivou totalmente as
bandas Aα e Bβ. (Figura 25).
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Figura 25: Ensaio de atividade fibrinogenolítica da fração P2 de B. atrox. SDS-PAGE
10% em condições redutoras caracterizando o perfil fibrinogenolítico do veneno de B. atrox e da
fração P2. À esquerda, as cadeias Aα, Bβ, e γ do fibrinogênio. (Fg) Fibrinogênio sem tratamento,
como controle negativo. A segunda linha (B. atrox) mostra a degradação das cadeias Aα e Bβ quando
o fibrinogênio é tratado com 3 µg do veneno por 1h. Na terceira linha (P2), a degradação do
fibrinogênio quando tratado com 3 µg da fração por 1h. As bandas foram coradas com Coomassie
blue.

5.3.3. Western blot

Para compreender o reconhecimento do mAb 4H4D11 frente à fração P2, foi
realizado um ensaio de Western blot. O resultado indica que o monoclonal é capaz
de reconhecer uma banda de aproximadamente 50 kDa desta fração sob condições
não-redutoras, e uma banda adicional de cerca de 25 kDa sob condições redutoras
(Figura 26).
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Figura 26: Imunorreatividade do mAb 4H4D11 frente à fração 2 de B. atrox porWestern
blot. Veneno de B. atrox e fração P2 (10 µg) foram submetidos a um SDS-PAGE 12,5% em
condições não-redutoras (NR) e redutoras (R). Como anticorpo primário, foi utilizado 0,075 µg/mL do
anticorpo monoclonal. Como anticorpo secundário, IgG anti-camundongo conjugado a HRP
(1:15.000). A ligação do anticorpo à proteína foi identificada pela incubação da membrana com IgG
anti-camundongo conjugada a HRP seguida de revelação utilizando DAB e cloronaftol.

5.4. Ensaios de neutralização

5.4.1. Ensaio de neutralização de atividade fibrinogenolítica in vitro

O potencial neutralizante do mAb 4H4D11 foi inicialmente avaliado por meio
de um ensaio de neutralização da atividade fibrinogenolítica, utilizando como
substrato o fibrinogênio humano. O resultado indica que o mAb 4H4D11 foi capaz de
inibir parcialmente a atividade fibrinogenolítica das amostras testadas. Quando 100
µg deste anticorpo foi utilizado, ele inibe a clivagem das cadeias Bβ e γ do
fibrinogênio incubado com o veneno de B. atrox. Por outro lado, quando incubado
com a fração proteolítica P2, o anticorpo inibe a clivagem apenas da cadeia γ (Figura
27).
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Figura 27: Neutralização da atividade fibrinogenolítica utilizando o mAb 4H4D11.
SDS-PAGE 10% em condições redutoras. As cadeias Aα, Bβ e γ do fibrinogênio (Fg) estão indicadas
no controle negativo, na extremidade esquerda. Como controle positivo da degradação provocada no
fibrinogênio, este foi pré-incubado por 1h com 3 µg do veneno de B. atrox ou fração P2. Para a
neutralização, 3 µg do veneno ou fração foram pré-incubados com diferentes concentrações de mAb
(25, 50 ou 100 µg). As bandas foram coradas com Coomassie blue.

5.4.2. Ensaio de neutralização de atividade hemorrágica in vivo

Com o objetivo de analisar a capacidade de neutralização da atividade
hemorrágica pelo mAb 4H4D11, foi realizado um ensaio hemorrágico in vivo. Neste
ensaio, injetou-se em 4 animais/grupo, 10 µg de veneno pré-incubado com 100 ou
150 µg de mAb 4H4D11. Dois animais receberam apenas o veneno ou apenas PBS,
e foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente. O veneno
induziu a formação de um halo de 1,3 cm na pele dos animais. Quando o veneno é
incubado com o mAb, este anticorpo é capaz de neutralizar grande parte da
atividade hemorrágica, uma vez que o tamanho do halo é reduzido em cerca de
75%, quando comparado ao controle positivo (Figura 28).
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Figura 28: Neutralização da atividade hemorrágica utilizando o mAb 4H4D11. (A) Pele
dos animais do controle negativo (PBS), controle positivo (PBS + B. atrox) e grupos teste (veneno
incubado com 100 µg ou 150 µg de mAB). O veneno de B. atrox (10 µg) foi pré incubado com PBS,
100 µg ou 150 µg de mAb purificado e as amostras foram administrados via subcutânea em
camundongos Swiss. 2 horas depois, os animais foram eutanasiados e o halo hemorrágico foi
analisado e quantificado. (B) Cálculo da porcentagem de neutralização baseado no tamanho do halo
hemorrágico. Para o cálculo, considerou-se 0% de neutralização a média dos diâmetros dos halos
formados nos controles positivos (10 µg BaV).
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6. DISCUSSÃO

Acidentes causados por animais peçonhentos representam um importante
problema de saúde pública em todo mundo. Destes, os acidentes ofídicos estão
incluídos na lista de doenças tropicais negligenciadas e se destacam por
apresentarem altas taxas de mortalidade e morbidade (CHIPPAUX, 2017).

No Brasil, dentre os 4 principais gêneros de interesse médico, as serpentes
do gênero Bothrops se destacam por serem responsáveis pelo maior número de
casos notificados. B. atrox é a maior causadora de acidentes na região amazônica
(HUI WEN et al., 2015), além de também habitar áreas desmatadas e ambientes
urbanos (SAMPAIO et al., 2016). Uma vez que o maior número dos acidentes com
esta serpente acontece em locais de difícil acesso, o resgate e tratamento do
acidentado podem ser prejudicados.

O envenenamento botrópico é caracterizado por três atividades
fisiopatológicas principais: efeitos coagulantes, hemorrágicos e proteolíticos
(SAMPAIO et al., 2016). As metaloproteases são descritas como as principais
responsáveis pelos efeitos hemorrágicos dos acidentes ofídicos (PATEL; KONG;
HAMILTON, 2022). Análises transcriptômicas de glândulas de veneno indicam uma
predominância principalmente de transcritos codificando metaloproteases (NEIVA et
al., 2009). O perfil proteômico do veneno de B. atrox também revela que as
metaloproteases PIII são as toxinas mais abundantes (NÚÑEZ et al., 2009).

Atualmente, o único tratamento recomendado pela OMS para acidentes
ofídicos é a soroterapia. Apesar da sua eficácia na neutralização de sintomas
sistêmicos, ainda existem adversidades em relação à produção, distribuição e
utilização do soro antiveneno a serem solucionadas. Neste sentido, diversas
alternativas ao antiveneno tradicional têm sido propostas e desenvolvidas, como a
imunização de animais utilizando cDNA, peptídeos ou proteínas recombinantes,
além da produção de anticorpos monoclonais direcionados às toxinas do veneno.

A metodologia de produção de anticorpos monoclonais é bem estabelecida
por nosso grupo de estudos, onde já foram desenvolvidos mAbs contra diversas
toxinas de venenos de animais peçonhentos, como serpentes, aranhas e escorpiões
(ESTÊVÃO-COSTA et al., 2000; Larissa M et al., 2003; ALVARENGA, L M et al.,
2005; DIAS-LOPES et al., 2014; SCHNEIDER, Francisco Santos; NGUYEN;
CASTRO; COBO; MACHADO DE AVILA; FERREIRA; et al., 2014; ALVARENGA,;
COSTA et al., 2020)

Considerando a problemática acerca dos acidentes ofídicos, o presente
trabalho teve como objetivo a produção de anticorpos monoclonais contra toxinas do
veneno de B. atrox, para contribuir com o desenvolvimento de um pool de anticorpos
direcionados às toxinas do veneno, como tratamento alternativo à soroterapia
tradicional.

Por sua importância epidemiológica e por não estar incluído no pool de
venenos utilizado para produção do soro antibotrópico, o veneno de B. atrox foi
escolhido como foco neste estudo e utilizado para imunização dos camundongos.
Após 5 ciclos de imunização, o animal 5 se destacou por apresentar maior
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reatividade contra B. atrox por ELISA (Figura 12) e suas células B foram fusionadas
às células de mieloma murino (Sp2/0) para a geração de hibridomas. Essas células
foram cultivadas em um meio de cultura seletivo e, em seguida, submetidas a um
screening, por meio de um ELISA indireto, para seleção dos hibridomas secretores
de anticorpos contra o veneno de B. atrox. Este ensaio revelou que, dentre os
hibridomas cultivados, quatro foram capazes de produzir anticorpos de interesse
(Figura 13). Uma vez que o hibridoma 4H4 foi o mais reativo, este foi submetido à
subclonagem, por meio de uma diluição limitante.

Os subclones gerados a partir do hibridoma 4H4 foram submetidos a um novo
screening, resultando em treze subclones secretores (Figura 14). Destes, o subclone
4H4D11 foi o que apresentou, além de uma reatividade favorável, uma maior
expansão em cultura. Assim, o sobrenadante deste subclone foi coletado para ser
purificado.

Os anticorpos presentes no sobrenadante celular foram purificados utilizando
uma coluna de proteína G, que possui alta afinidade por anticorpos murinos e, em
seguida, submetidos a um SDS-PAGE 10% para avaliação de seu perfil
eletroforético. Em condições não-reduzidas, é apresentada uma banda na faixa de
150 kDa e, em condições reduzidas, são apresentadas duas bandas, sendo uma por
volta de 50 kDa e outra de 25 kDa (Figura 15). Este resultado indica que o anticorpo
em questão pode se tratar de uma imunoglobulina G, uma vez que estas proteínas
possuem o mesmo perfil eletroforético observado no ensaio (ABBAS, 2015). Este
resultado foi confirmado por meio da isotipagem do anticorpo, utilizando um kit de
fluxo lateral, revelando que o mAb 4H4D11 pertence à subclasse IgG1 (Figura 16).
Atualmente, o maior número de anticorpos monoclonais murinos, humanos ou
humanizados aprovados para terapias são desta subclasse (WANG; MATHIEU;
BREZSKI, 2018), principalmente devido à sua capacidade de induzir a função
efetora e por possuir alta estabilidade quando comparada às outras subclasses de
imunoglobulinas (BUSS et al., 2012).

No intuito de investigar a proteína reconhecida pelo mAb 4H4D11, foi
realizado um Western blot que revelou, sob condições redutoras e não-redutoras, o
reconhecimento de proteínas de massa molecular de aproximadamente 50 e 37 kDa
(Figura 17).

Dentre as principais toxinas presentes no veneno de B. atrox, a LAAO possui
uma massa molecular de 67 kDa. A serinoprotease, 35 kDa. A galatrox, uma lectina
do tipo C, possui 32 kDa. Já a metaloprotease PI possui uma massa de 22,9 kDa, e
a fosfolipase do tipo A2, 13,7 kDa (ALVES et al., 2008; BHAT et al., 2016; MENALDO
et al., 2015; MENDONÇA-FRANQUEIRO et al., 2011). O perfil eletroforético da
Batroxrhagina, a metaloprotease PIII predominante do veneno de B. atrox, por sua
vez, revela uma banda de 50 kDa sob condições não-redutoras, além de uma banda
adicional de cerca de 30 kDa sob condições redutoras (FREITAS-DE-SOUSA et al.,
2015), o que é similar aos resultados encontrados no presente estudo, no qual o
mAb reconhece proteínas de aproximadamente 50 e 37 kDa.

Numa tentativa de identificar a proteína reconhecida por mAb 4H4D11,
frações do veneno de B. atrox foram purificadas por meio de uma cromatografia de
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exclusão molecular, resultando em cinco picos separados de acordo com o tamanho
das proteínas (Figura 22). Este mesmo perfil cromatográfico foi observado no
trabalho de Costal-Oliveira e colaboradores (2019), utilizando o veneno de B. atrox
peruana. Em seguida, os tubos foram testados a fim de selecionar uma fração
proteolítica, por meio do ensaio de atividade caseinolítica.

Uma vez que o pico P2 apresentou alta atividade proteolítica (Figura 23), os
tubos coletados desta fração foram submetidos a um SDS-PAGE 12,5% que
confirmou que este pico possui proteínas de massa molecular por volta de 50 kDa
(Figura 24). Portanto, P2 foi utilizado num segundo ensaio proteolítico, para análise
de sua atividade enzimática sobre o fibrinogênio. B. atrox e P2 clivaram totalmente
as bandas Aα e Bβ, e parcialmente a banda γ do fibrinogênio (Figura 25). A digestão
proteolítica do fibrinogênio por B. atrox e pela P2 corrobora o descrito na literatura,
que descreve a preferência de degradação das duas primeiras bandas tanto pelo
veneno quanto pelas SVMPs de venenos botrópicos (DA SILVA, et al., 2012;
PATIÑO et al., 2010; TORRES et al., 2012). Uma vez que P2 degradou o
fibrinogênio, há indícios da presença de metaloprotease neste pico. Ainda, no
Western blot (Figura 26), o reconhecimento revela uma banda de mesma massa
molecular reconhecida no veneno total, indicando que este anticorpo reconhece a
fração P2 obtida a partir do fracionamento do veneno.

Em seguida, decidiu-se investigar os possíveis epítopos lineares reconhecidos
por este monoclonal. Para isto, foi realizado um imunoensaio de Spot síntese,
utilizando uma membrana contendo a sequência primária de uma metaloprotease
PIII e uma serinoprotease, ambas do veneno de B. jararaca. A membrana utilizada
foi previamente produzida por nosso grupo e foi selecionada para o uso pois, apesar
de ser composta por proteínas de uma serpente de uma espécie diferente, ambas
pertencem ao mesmo gênero e suas proteínas são bem conservadas. Entretanto, o
mAb não foi capaz de interagir com nenhum spot da membrana (Figura 21). Até o
momento, poucos trabalhos relatam a interação entre anticorpos monoclonais e seus
epítopos em metaloproteases. Aparentemente, anticorpos monoclonais contra
SVMPs interagem, predominantemente, via estruturas conformacionais (Schneider
et al., 2014). Diante disso, acredita-se que o mAb 4H4D11 também reconhece esse
tipo de estrutura. A estrutura de epitopos conformacionais é tipicamente resolvida
por meio de cristalografia de raio-x ou eletromicroscopia (EM)
(FRANCINO-URDANIZ, WHITEHEAD, 2021).

Também é importante ressaltar que a imunogenicidade de diferentes grupos
de serpentes é altamente variável, o que pode resultar em antivenenos com perfil de
reconhecimento e potenciais neutralizantes diversos. Em vista disso, é desejável que
os antivenenos sejam capazes de neutralizar diferentes espécies (LEDSGAARD et
al., 2018).

Neste sentido, foi avaliada a capacidade do monoclonal de reagir de forma
cruzada com diferentes espécies. Além do veneno de B. atrox, o monoclonal
reconhece todos os demais venenos botrópicos utlizados na produção dos soros
antivenenos brasileiro e peruano. Este resultado reforça o encontrado no
imunoensaio de Spot síntese (Figura 21), uma vez que o anticorpo monoclonal
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possui reconhecimento pelo veneno por ELISA, porém não reconhece epítopos
lineares no Spot, ressaltando, mais uma vez, a possibilidade de que este anticorpo
reconheça epítopos conformacionais.

Entretanto, o reconhecimento é consideravelmente reduzido quando testado
contra os venenos de B. brazili, B. hyoprora e B. jararacussu (Figura 18). A partir do
perfil eletroforético destes venenos (Figura 19), foi possível observar que aqueles
que apresentaram menor reconhecimento pelo anticorpo não apresentam a banda
de 50 kDa, reiterando a relevância desta faixa de massa molecular dos venenos no
reconhecimento pelo mAb 4H4D11.

Para venenos de B. atrox de gêneros e idades variados, o reconhecimento do
monoclonal seguiu o mesmo padrão de absorbância. Os perfis eletroforéticos dos
pools de venenos de machos e fêmeas de B. atrox do trabalho de Hatakeyama e
colaboradores (2020) mostram uma grande semelhança entre estes venenos, além
de não serem observadas diferenças estatísticas entre as atividades proteolíticas do
pool de machos e fêmeas, o que confirma a conservação dos componentes dos
venenos produzidos por esta espécie, considerando o gênero da serpente.
Entretanto, a análise da composição do veneno considerando a idade das serpentes
não foi realizada neste trabalho.

Ainda avaliando a reatividade cruzada do monoclonal, este também foi
testado contra os venenos dos principais gêneros de serpentes envolvidas em
acidentes no Brasil. Dentre os outros três gêneros testados, o monoclonal reconhece
apenas o veneno de L. m. muta (Figura 20). O perfil proteômico dos quatro gêneros
revela que uma das principais disparidades entre eles está na porcentagem de
metaloproteases em sua composição. Enquanto o veneno de B. atrox é composto
por mais de 40% de metaloproteases (e destes 40%, mais de 70% são da classe
P-III), o veneno de L. m. muta contém cerca de 30%. No entanto, a quantidade desta
toxina nos venenos de C. d. terrificus e M. frontalis é inferior a 1% (HATAKEYAMA et
al., 2020; PLA et al., 2013; SANZ et al., 2019; TASIMA et al., 2020), o que poderia
explicar a falta de reconhecimento frente a estes venenos e embasaria a hipótese de
que o mAb 4H4D11 trata-se de um anticorpo anti-metaloprotease P-III.

Sendo as SVMPs umas das principais enzimas envolvidas nos sintomas
locais envolvendo distúrbios de coagulação, é crucial que o tratamento do paciente
envolva a neutralização dos efeitos destas toxinas. No entanto, estudos relatam a
ineficácia da soroterapia convencional ao neutralizar os efeitos locais do
envenenamento (DA SILVA; TAVARES, 2012; GUTIÉRREZ et al., 2009; SEGURA et
al., 2013). Desta forma, o desenvolvimento de anticorpos direcionados à
neutralização dos efeitos locais seria de grande utilidade para o tratamento dos
acidentados.

Para ser um bom candidato para fins terapêuticos, o anticorpo deve, não
apenas reconhecer o antígeno alvo, mas também, neutralizar suas atividades
biológicas (GOULET; ATKINS, 2020; LAUSTSEN et al., 2018). Portanto, a fim de
testar o potencial neutralizante deste anticorpo, foram realizados dois ensaios de
neutralização. A princípio, avaliou-se a capacidade do monoclonal de neutralizar, in
vitro, a atividade fibrinogenolítica observada anteriormente no veneno e em P2. Este
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ensaio mostrou uma neutralização parcial da proteólise provocada pelo veneno, uma
vez que 50 e 100 µg de IgG foram capazes de impedir a degradação da banda Bβ e
γ do fibrinogênio incubado com B. atrox, e da cadeia γ quando incubado com a
fração proteolítica P2 (Figura 27).

Para o segundo ensaio de neutralização, sobre a atividade hemorrágica in
vivo, o anticorpo monoclonal alcançou uma neutralização de cerca de 70% da
atividade do veneno de B. atrox. A neutralização da atividade hemorrágica in vivo já
foi descrita para outros anticorpos monoclonais, como para a atroxlisina e
mutalisina-II, metaloproteases P-I do veneno de B. atrox e L. muta, respectivamente
(ESTÊVÃO-COSTA et al., 2000; SCHNEIDER, Francisco Santos; NGUYEN;
CASTRO; COBO; MACHADO DE AVILA; DE FERREIRA; et al., 2014).

Os resultados deste trabalho indicam que o anticorpo monoclonal produzido
se trata de um anticorpo anti-metaloprotease P-II ou P-III. Para a confirmação da
classe da metaloprotease reconhecida pelo mAb 4H4D11, serão necessários
estudos adicionais, como o sequenciamento das bandas reconhecidas por Western
blot por espectrometria de massa. Este é o primeiro caso reportado de um
monoclonal contra uma metaloprotease de uma classe diferente de P-I do veneno de
B. atrox capaz de neutralizar a atividade hemorrágica in vivo. Considerando a
neutralização da atividade hemorrágica por mAb 4H4D11, e seu reconhecimento de
outros venenos botrópicos, além do veneno laquético, é possível que este
monoclonal também seja capaz de neutralizar a atividade hemorrágica destes
venenos.

Ao contrário da metodologia tradicional para a produção de soros
antivenenos, que segue sem grandes modificações a mais de cem anos, o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais por meio da técnica de hibridoma é
capaz de garantir a geração de anticorpos neutralizantes idênticos e direcionados
somente às toxinas responsáveis pelos sintomas do envenenamento (PARRAY et
al., 2020). Além disso, essa metodologia possibilita uma redução do uso de animais
na produção de soros.

Uma das linhas seguidas por nosso grupo de pesquisa consiste no
desenvolvimento de abordagens animal-free que reduzam ou substituam o uso de
animais experimentais. Um exemplo é o trabalho de Lopes-de-Souza e
colaboradores (2019), que desenvolveram um ensaio in vitro como uma possível
alternativa para determinação da potência de soros antiveneno botrópico. Seguindo
essa abordagem, a metodologia desenvolvida no presente trabalho possibilita uma
redução do uso de animais na produção de antivenenos, uma vez que não é
necessário manter os animais peçonhentos em cativeiro por grandes períodos, além
de dispensar também o uso de cavalos para sua produção.

Em suma, este trabalho descreve a purificação e caracterização de um
anticorpo monoclonal (mAb 4H4D11) que reconhece e neutraliza metaloproteases
P-III, toxinas responsáveis por distúrbios hemorrágicos no envenenamento pela
serpente B. atrox. O anticorpo produzido possui potencial para neutralização da
hemorragia provocada por este veneno. Por meio dos resultados dos ensaios de
reatividade cruzada também é possível inferir que o anticorpo possa neutralizar,
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parcialmente, a hemorragia provocada por outros venenos botrópicos e laquéticos,
auxiliando na melhoria do tratamento dos acidentes ofídicos.

7. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos no presente trabalho descrevem a produção e
caracterização de um anticorpo monoclonal direcionado à metaloproteases de B.
atrox, com potencial para neutralização da atividade hemorrágica do veneno. Estes
dados contribuem, junto a outros trabalhos já publicados por nosso grupo, para o
desenvolvimento de um pool de anticorpos direcionados às principais toxinas do
veneno botrópico, no intuito de arquitetar uma nova abordagem de antivenenos para
o tratamento de acidentes causados por serpentes.
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8. PERSPECTIVAS

As próximas etapas deste trabalho consistem na realização do
sequenciamento do anticorpo monoclonal, para que este possa ser produzido de
forma recombinante. Também pretende-se realizar a espectrometria de massa da
banda reconhecida pelo monoclonal por Western blot, a fim de confirmar qual
proteína este anticorpo reconhece. Outra importante contribuição futura para este
trabalho consistirá na padronização dos ensaios de neutralização, utilizando
venenos dos gêneros Bothrops e Lachesis, as frações purificadas por cromatografia
e a proteína reconhecida pelo mAb 4H4D11.
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