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RESUMO

Foram investigados coeficientes de correlacéo entre teste de
neutralizag&o da letalidade (DEso), neutralizagdo da atividade
fosfolipasica (PLA;) e niveis de anticorpos dosados por
ELISA para avaliar a poténcia neutralizante de antivenenos
botropicos. Trinta equinos foram hiperimunizados com
veneno de serpentes Bothrops alfternatus, B. jararaca, B.
jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni. Para as provas de
atividade dos antivenenos utilizou-se veneno de B. jararaca
(veneno referéncia para teste de poténcia dos soros
antibotropicos no Brasil). Também foi usado como antigeno
nas placas de ELISA uma fragdo toxica deste veneno
purificada por cromatografia em coluna Sephadex G-100.
Todos os antivenenos analisados neutralizaram a atividade
letal variando de 1,6 a 9,6mg veneno/ml de antiveneno. Os
coeficientes de correlagdo obtidos entre DEsy e titulos de
anticorpos, medidos por teste ELISA, para veneno bruto e
fracdo toxica foram de r=0,45 (p<0.05) e r=0,60 (p<0,0005),
respectivamente. Estudos de correlagdo da neutralizag&o da
atividade fosfolipasica com DEsy e titulos de anticorpos
(ELISA) apresentaram valores de r=0,46 (p<0,02) e r=0,59
(p<0,001). Assim, os resuitados obtidos permitem sugerir
que teste ELISA usando fragdo toxica do veneno de B.
Jjararaca como antigeno na fase sélida pode ser usado como
um metodo para avaliar poténcia neutralizante de
antivenenos botropicos.

Palavras chave: Antivenenos
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1 INTRODUGAO

Injurias e mortalidade em humanos devido a picadas de
serpentes ocomem em muitas partes do mundo,
especiaimente nas regides tropicais, representando um
problema de saude publica (WHO, 1981). O indice anual de
mortalidade notificado no mundo por acidentes ofidicos é de
40-50.000 mortes. No Brasil 20.000 a 30.000 acidentes sdo
notificados anualmente, com uma taxa de mortalidade
estimada em 1,8% a 2,4% (Ministério da Salde, 1993). Na
América do Sul e também no Brasil, 90% dos acidentes
ofidicos s&o causados por serpentes do género Bothrops, no
qual estdo incluidas aproximadamente 31 espécies
(Campbell & Lamar, 1988). S&o serpentes que habitam
preferencialmente locais Umidos, como matas e areas
cultivadas. Possuem habitos noturnos e s&o consideradas
agressivas.

As pessoas ofendidas por tais serpentes sio normalmente
submetidas a tratamento especifico com soro antibotrépico,
cuja eficacia é determinada pela capacidade de neutralizar o
efeito letal do veneno, por teste de soroneutralizacdo em
camundongos.

Estes testes de soroneutralizagdo sdo trabalhosos,
onerosos, demorados, além de utilizarem, molestarem e
sacrificarem grande numero de animais contrariando a
tendéncia mundial que requer a redugdo na utilizagdo de
animais, mencionada como lei dos “3Rs” na experimentacio




16

animal (“Refine, Reduce, Replace”) apresentada no “Home
Office guidelines” (Russell & Burch, 1959).

Trabalhos citados em literatura descrevem diferentes
métodos desenvolvidos na tentativa de substituirem os
ensaios /n vivo. Testes imunoenzimaticos apresentaram
resultados promissores para alguns antivenenos testados,
demonstrando altos indices de correlagdo entre anticorpos
dosados por ELISA e soroneutralizagdo. Entretanto, para
antivenenos botropicos, somente ha citagdo de um trabalho
(Barbosa et al., 1995), o qual apresenta um pequeno estudo
e com a metodologia utilizada n&o se obteve correlagdo
suficiente entre os dois ensaios.

Além disso, a grande demanda de antivenenos botrépicos
para tratamento de acidentados por serpentes no Brasil,
estimulou a realizagdo deste trabalho com o objetivo de se
desenvolver um método de ELISA para dosar anticorpos
antiveneno de Bothrops em equinos hiperimunizados.

Neste estudo, soros eqlinos antibotropicos foram
produzidos e avaliados por ensaios in vivo quanto a
capacidade de neutralizarem os efeitos letais do veneno de
Bothrops jararaca. Estes soros também foram avaliados
quanto a capacidade de neutralizarem atividade fosfolipasica
do veneno, por ensaios in vitro de inibicdo de hemdlise
indireta em gel de agarose.

Os trés métodos foram comparados e correlacionados, no
intuito de se determinar e padronizar um ensaio eficaz,
sensivel, rapido, e de baixo custo que permita acompanhar
os niveis de anticorpos neutralizantes nas diferentes etapas
de imunizag&o dos equinos e da producdo do soro
antibotropico de uso terapéutico.
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2 LITERATURA CONSULTADA
2.1. Biologia e patologia dos venenos

Os venenos das serpentes s&0 misturas complexas
contendo diversos componentes. Mais de 90% do extrato
seco sao proteinas  com diversificadas acdes
farmacoldgicas, toxicolégicas e bioquimicas, com uma
grande variedade de enzimas téxicas e outras proteinas ndo
toxicas. As fragdes nao protéicas sdo formadas por
carboidratos, lipideos, nucleosideos, nucleotideos, metais e
outros (Bieber, 1979). As diferentes enzimas e componentes
toxicos ndo enzimaticos presentes nos venenos podem
possuir efeito aditivo ou sinérgico de agdes na indugéo dos
sintomas apresentados por pessoas ofendidas (Ferreira et
al., 1992b}.

As alteragbes locais comumente observadas em acidentes
por picadas de serpentes do género Bothrops sdo dor,
hemorragia local, edema e necrose, gue posteriormente
podem resultar em sequelas que variam desde cicatrizes até
perda do membro atingido. Inicialmente os efeitos locais
destes envenenamentos foram atribuidos a enzimas
proteoliticas e em estudos posteriores concluiu-se que
ocorrem agles associadas de proteases, fatores
hemorragicos, fosfolipases, bem como liberacdo de
mediadores endogenos induzida pelos venenos (Farsky et
al., 1997). Os efeitos sistémicos, resultando em disturbios de
coagulagdo, hemorragias sistémicas, faléncia renal e até
morte, também s&o evidenciados (Domingos et al., 1994).
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Os componentes hemorragicos presentes nos venenocs
botrépicos foram isolados e caracterizados como fatores
hemorragicos (HF) do tipo 1, 2 e 3 por Mandellbaum et al.
(1982). As miotoxinas envolvidas na necrose muscular foram
descritas por Gutierrez & Lomonte (1988), e por Moura da
Silva et al. (1990b). Foi encontrada também uma enzima
nestes venenos capaz de converter o fibrinogénio em fibrina,
com atividade semethante a trombina, estando envolvida no
processo hemorragico (Nahas et al., 1979).

Nos Ultimos anos varios autores tém purificado e
caracterizado inUmeras enzimas e toxinas do veneno de B.
jararaca. Assim, Sosa et al. (1979) caracterizaram enzimas
com atividade fosfolipasica e conciuiram ser a atividade
hemolitica da fosfolipase (PLA,) do tipo indireta. Davidson &
Dennis (1990) verificaram que muitas PLA,s envolvidas em
agbes toxicas dos venenos apresentavam atividades
neurotdxica, hemorragica, hemolitica e edemaciante. Al-
Abdulla et al. (1991) descreveram que estas enzimas
hidrolisam fosfolipides em acidos graxos e liso-derivados
que rompem membrana de eritrocitos. Portanto, j& foram
purificadas e caracterizadas mais de cem enzimas com
atividade fosfolipasica nos venenos de serpentes, e que
induzem a varios efeitos farmacoldgicos, dependentes ou
n&o da hidrdlise de fosfolipides (Machado et al., 1993).

Uma dipeptideo-hidrolase, com atividade quininase, a
carboxypeptidase foi descrita por Lavras et al. (1980);. uma
metaloproteinase com 48 KDa de peso molecular (P.M.) foi
identificada como bothropasin por Mandelbaum et al. (1982).
A Bothrops protease A, uma glicoproteina de P.M. 65 KDa,
com atividade arginina-ester-hidrolase, foi demonstrada por
Reichl et al. (1983). Tanizaki et al. (1989) descreveram uma
zinco-metaloprotease com atividade proteolitica,
denominando-a de J. protease. O estudo apresentado por
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Selistre et al. (1990), relatou uma fosfolipase com atividade
esterase que induz ao edema classificada como SIII-Spl
(P.M. 32 KDa), outra fosfolipase com atividade mionecrética
(P.M. 29 KDa) classificada como SlII-SpVI, e trés enzimas
com atividade hemorragicas, (P.M. 26 KDa, 29 Kda e 26
KDaj) classificadas como SII-Spill-3, SlI-Splli-4 e SHI-Splli-
5, respectivamente. Smith et al. (1991), isolaram proteinases
de 50 KDa que inibiam agregacdo plaquetéria induzida pelo
colageno; Fujimura et al. (1991) demonstraram duas formas
de botrocetin, com 28 e 32 KDa, e Kamiguti et al. (1991)
isolaram e denominaram os fatores hemorragicos de
haemorrhagin e batroxobin. Incluindo na familia das
desintegrinas, Paine et al. (1992), denominaram de
Jararhagin (P.M. 55 KDa) uma metaloprotease com atividade
hemorragica e Usami et al. (1994) denominaram de
jararhagin-C  (P.M. 28kDa) uma enzima inibidora de
agregacao plaquetaria induzida pelo colageno. Tanigawa et
al. (1994) identificaram a jararafibrase | (P.M. 47 KDa) e
jararafibrase Il (P.M. 21 KDa) como componentes com
atividades fibrinoliticas e hemorragicas. Maruyama et al.
(1992) identificaram a jararafibrase Il (P.M. 20.KDa) e
jararafibrase IV (P.M. 21 KDa) metaloproteinases também
com atividades fibrinoliticas e hemorragicas. Nishida et al.
(1994) purificaram uma serinoprotease com P.M. entre 33 a
35 KDa que atua na coagulagdo do fibrinogénio,
denominando-a de bothrombin. De-Luca et al. (1993)
estudaram componentes inibidores do receptor de colageno
e classificaram-no como jaracetin, uma proteina de P.M. 80
KDa. Apesar destes varios estudos na tentativa de isolar e
caracterizar os componentes dos venenos botrépicos, ainda
nao esta bem estabelecido a associagdo e correlacao das
atividades toxicas destes componentes com a necrose local
e o efeito letal provocados pelo envenenamento com
serpentes deste género (Ferreira et al. 1992b).
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2.2. Terapia dos acidentados

A gravidade dos acidentes ofidicos depende de fatores
relacionados a vitima, como: estado geral de saude, idade,
peso, local da picada, sensibilidade ao veneno e de fatores
relacionadas as serpentes, como: espécie envoivida, idade,
condigbes ambientais e alimentares, e quantidade de
veneno inoculada. Devido a estas variaveis, os efeitos locais
e sistemicos dos envenenamentos provavelmente com
diferentes intensidades necessitardo de procedimentos
clinicos e terapéuticos diferenciados.

O tratamento dos acidentes humanos por picadas de
animais peconhentos consiste  normalmente na
administragdo de antivenenos especificos, obtidos em
animais, principalmente equinos inoculados previamente
com misturas de venenos de serpentes representativas da
regiao. Conforme revisao descrita por Bon (1996), as bases
do tratamento surgiram em 1894 a partir dos trabalhos de
Sewali nos Estados Unidos, de Phisalix, Bertrand e Calmette
na Franga. Estes investigadores mostraram que era possivel
obter anticorpos contra o veneno de animais pegonhentos
assim como havia sido possivel obté-los contra as toxinas
bacterianas. Em 1898, Vital Brazil, verificou que o soro
antiofidico do Instituto Pasteur ndo era eficaz contra as
acoes do veneno de algumas espécies de serpentes
brasileiras e, ent&o, trabalhando no Instituto Bacteriologico
de Sao Paulo, preparou os primeiros soros eqtinos eficazes
para neutralizar os venenos de serpentes brasileiras dos
géneros Bothrops e Crofalus. Até hoje, cem anos apos, o
tratamento dos envenenamentos ofidicos baseia-se no uso
de solucGes de imunoglobulinas especificas purificadas, a
partir de plasma de equideos hiperimunizados com veneno
bruto de uma ou mais espécies de serpentes (Diario Oficial
da Uniao., 1996).
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A eficacia deste tratamento esta relacionada a identificac@o
do animal agressor e consequentemenie ao uso do
antiveneno especifico e ao tempo decorrido desde o
acidente até o acesso da pessoa ofendida ac soro
antiofidico, além da eficacia deste antiveneno, expressa em
termos de poténcia.

2.3. Determinagéo da poténcia dos antivenenos

A poténcia ou capacidade neutralizante dos antivenenos
empregados nos tratamentos ofidicos & tradicionaimente
avaliada por teste de neutralizacdo da letalidade utilizando-
se camundongos como animais de experimentacao (WHO,
1981). Este procedimento é extremamente laborioso, caro e
de dificil reprodugdo devido a variagdo biolégica das
respostas de distintas populagdes de camundongos, além da
necessidade de sacrificar grande numero de animais
(Gutiérrez et al., 1988). Varios grupos de pesquisadores tém
estudado e desenvolvido técnicas para avaliarem a
capacidade neutralizante dos antivenenos, tentando
correlaciona-las com o teste de soroneutralizagdo e
possivelmente a substituicdo deste ensaio in vivo, pois, em
iniUmeros paises do mundo, razbes éticas, cientificas e
econdmicas requerem a reducdo de experimentos animais
(Meier & Stocker, 1989).

Os testes de soroneutralizagio s&o realizados misturando-se
in vitro 0s venenos com seus respectivos antivenenos e
posteriormente injetando a mistura em camundongos. A
sobrevivéncia dos camundongos indica a eficiéncia dos
soros em neutralizar os efeitos letais dos venenos.

A capacidade neutralizante dos soros hiperimunes eqlinos
esta ligada a presenca de anticorpos especificos produzidos
contra os diversos componentes tdxicos presentes nos
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venenos. Entretanto, dados da literatura (Ownby et al., 1983)
sugerem que a maioria dos anticorpos produzidos a partir de
imunizagdes com venenos totais sdo direcionados contra
componentes nao toxicos dos venenos. Assim torna-se
importante avaliar também o0s antivenenos conforme sua
capacidade de neutralizar os varios efeitos toxicos e
enzimaticos induzidos pelos venenos (Gutierrez et al., 1985).
Para antivenenos botropicos ensaios de avaliagéo da
neutralizagédo de efeitos relevantes como hemorragico,
defibrinolitico, coagulante, miotéxico e edemaciante
deveriam ser padronizados e rotineiros (Gutierrez et al.,
1990).

A titulacdo de antivenenos medindo neutralizagZo e inibigdo
de atividades protéicas tém sido estudada por diferentes
autores. Da Silva & Bier (1982), avaliaram a inibigdo da
atividade da fosfolipase Ay, enzima presente no veneno
crotalico, por diferentes soros anticrotalicos comerciais e
experimentais. Os antivenenos polivaientes produzidos na
Costa Rica, foram avaliados quanto a capacidade em
neutralizarem efeito letal e varias atividades especificas dos
venenos de serpentes daquele pais. Assim, Gené et al
(1985), apresentaram resultados da neutralizacio das
atividades hemolitica indireta e hialuronidasica; Gutierrez et
al. (1985), demonstraram eficacia destes antivenenos em
neutralizarem a atividade hemorragica e proteolitica dos
venenos. Gutierrez et al. (1988), determinaram poténcia dos
antivenenos em neutralizarem a atividade fosfolipasica
presente nos venenos, atraves da capacidade em inibirem a
hemolise indireta. Na Africa, foram avaliados antivenenos
polivalentes comerciais e monovalentes preparados
experimentalmente quanto a capacidade em neutralizarem
efeito letal, e atividades hemorragicas, necréticas e
fibrincliticas de venenos de serpentes africanas das familias
Viperidae e Crotalidae (Kornalik & Taborska, 1989). Os
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resultados obtidos demonstraram que ocorre uma maior ou
menor neutralizacao destes efeitos de acordo com o
antiveneno empregado, e sugerem que em acidentes
humanos onde ndo se tem uma identificagdo precisa do
animal agressor, seria valido utilizar antivenenos
polivalentes.

Para avaliarem os soros antibotrdpicos, guanto a capacidade
em neutralizarem diferentes atividades induzidas pelos
venenos de serpentes do género Bothrops, estudos
experimentais demonstraram uma resposta efetiva na
neutralizagéo da atividade miotdxica destes venenos por
antivenenos espécie especificos (Moura da Silva et al.,
1981) e na inibicdo da atividade hemorragica determinada
pelo veneno (Borkow et al., 1997). Quando Ferreira et al.
(1992a) utilizaram um antiveneno anti Bothrops jararaca
produzido em coelhos e testaram sua capacidade em
neutralizar diferentes atividades dos venenos de outras
espécies botropicas, concluiram que este era bastante
efetivo em neutralizar efeitos hemorragicos, coagulantes e
necrosantes, porém pouco efetivo em neutralizar as
atividades miotéxicas e proteoliticas. Concluiram também
que as atividades fosfolipasicas e edemaciantes somente
eram neutralizadas completamente por sistemas homélogos.
Testando os antivenenos botropicos comerciais produzidos
no Brasil, Laing et al. (1992), utilizando ensaios in vivo e in
vitro, demonstraram a capacidade destes em neutralizarem
atividade letal, hemorragica, necrosante, coagulante e
fibrinolitica em concentragdes diferentes conforme um dos
trés institutos produtores, Fundagio Ezequiel Dias-FUNED,
(Belo Horizonte), Vital Brasil (Rio de Janeiro) ou Instituto
Butantan (Sao Paulo). Entretanto, no uso clinico terapéutico,
Domingos et al. (1994) afirmaram que quando o antiveneno
botrépico é efetive em neutralizar os efeitos sistémicos do
veneno, parece possuir menor capacidade em aliviar a
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necrose local desenvolvida em pacientes humanos,
ocasionando inclusive no aumento de doses dos soros na
tentativa de prevenir estas necroses locais (Theakston et al.,
1992).

No processo de determinagéo da poténcia de antivenenos
seria de grande utilidade contar com um método de titulagéo
in vitro, confidvel, sensivel, pouco oneroso e de facil
realizagdo. Assim, varios ensaios in vitro foram
desenvolvidos: Gawade & Gaitonide (1980) utilizaram
tecnicas imunoeletroforéticas para testar a eficicia de
antivenenos de serpentes marinhas. Esta técnica mostrou-se
pouco especifica, porém evitou-se 0 usoc excessivo de
animais de laboratério para este fim. Khupuisup et al. (1981)
descreveram técnica baseada na hemaglutinagdo passiva
para determinagdo semiquantitativa de anticorpos antitoxina
de Naja naja siamensis. OQOutros ensaios utilizando
neutralizac&o da atividade da fosfolipase A, (Da Silva & Bier,
1982) e testes de inibigdo da atividade hemolitica indireta
dos venenos por Gutiérrez et al. (1988) e Al-Abdulla et al.
(1991) foram desenvolvidos como uma possivel alternativa
para substituir o teste in vivo de neutralizaco da letalidade,
diminuindo a utilizacdo de animais experimentais.

A técnica de “enzyme-linked immunosorbent assay” - ELISA
(Engvall & Perimann, 1971) também tem sido desenvolvida
para avaliar poténcia de atguns antivenenos. Desde sua
introdug@o a técnica de ELISA tem sido continuamente
refinada e cada vez mais vem sendo utilizada na deteccao
de antigenos ou anticorpos em fluidos. Theakston et al.
(1977) descreveram o uso de micro-ELISA na deteccdo de
antigenos e anticorpos em pacientes acidentados por
picadas de serpentes Naja naja. Os testes de ELISA
desenvolvidos para titularem antivenenos e correlaciona-los
com poténcia neutralizante de letalidade mostraram-se
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eficazes para antivenenos anti- Bitis, anti- Echis e anti- Naja,
conforme Theakston & Reid (1979). Trabalho de
Rungsiwongse & Ratanabanangkoon (1991), demonstrou
que o uso de ELISA indireto utilizando antigeno purificado do
veneno de Naja naja permitia avaliar a poténcia do
antiveneno especifico. Barbosa et al. (1995) utilizando
técnicas de ELISA indireto para determinar poténcia
neutralizante, obtiveram alta correlagac com
soroneutralizagéo para antivenenos crotdlicos, porém
insignificante correlagdo para antivenenos botrépicos,
mesmo quando se utilizou antigeno purificado de B.
jararaca. Também Alape-Girén et al. (1997) néao obtiveram
correlag&o ente os titulos de anticorpos medidos por ELISA
e poténcia neutralizante para os antivenenos elapidicos
testados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para as provas biolégicas de dose letal 50% (DLso) € dose
efetiva 50% (DEsp) utilizou-se 2.000 camundongos Swiss
féemeas e machos pesando 20 x 2 g, filhotes de primeira
geracao de matrizes controladas geneticamente pelo Centro
de Bioterismo da UNICAMP e mantidos pelo Setor de
Biotério do Centro de Pesguisa e Produgio de
Imunobiociogicos - CPPI, Parana, Brasil., em condi¢cdes
ambientais controladas. Para cada teste sempre foram
utilizados animais do mesmo sexo.

Para produgdo dos soros antibotropicos foram utilizados
equinos SRD (sem raga definida) de ambos os sexos
pesando acima de 300 Kg, em condicbes controladas de
nutricao e sanidade, mantidos pelo Setor de Grandes
Animais do CPPl. Foram utilizados 30 equinos, sendo 10
animais n&o imunizados e 20 j& imunizados anteriormente
com veneno botrdpico. Todos os equinos foram submetidos
a avaliagdo clinica por um periodo de 30 dias antes de
iniciarem-se as inoculagdes. Os equinos foram também
resenhados, devidamente numerados e todos os demais
procedimentos anotados em protocolo individual e ficha de
imunizacao.

Para produc@o de antisoro anti-IgG equino utilizou-se uma
fémea de ovino SRD pesando 40-50 Kg e mantida em
condigOes controladas de alimentacéo e sanidade.
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3.2. Venenos
3.2.1. Obtengéo dos venenos

Os venenos foram obtidos de espécimes adultos de
serpentes do género Bothrops, mantidas pelo Setor de
Serpentario do CPPl. Apds extragdo individual de
aproximadamente 100 serpentes de cada espécie, os
venenos foram misturados em “pool’, centrifugados,
liofilizados e estocados a -20°C. As espécies utilizadas para
produgéo do antiveneno botrépico foram Bothrops jararaca,
Bothrops  alternatus, Bothrops jararacussu, Bothrops
moojeni, Bothrops neuwiedi, e para provas de atividade do
antiveneno foi utilizado veneno de Bothrops jararaca,
conforme especificagées do DOU (1996).

3.2.2. Caracterizagcdo do veneno de Bothrops jararaca
3.2.2.1. Dosagem de proteinas

O contetido protéico do veneno de Bothrops jararaca foi
estimado utilizando-se o método de Lowry et al. (1951)
modificado, ou seja, alterando o tempo de incubagao para 15
minutos com cada reagente. Soroalbumina bovina (BSA) foi
utilizada como padrao, na concentracdo de 1 mg/ml.

3.2.2.2. Determinagéo de dose letal 50% (DL sp)

A atividade letal do veneno de Bothrops Jjararaca foi
determinada pelo calculo da dose ietal de veneno, conforme
teste de Probit (WHQO,1981). Foram preparadas seis doses
crescentes de veneno Bothrops jararaca em solucdo salina
(NaCl a 0,85%), utilizando um fator constante de diluicdo
1.1,5. Foi inoculado 05 ml desta  solugdo
Intraperitonealmente (i.p.) em cada camundongo, sendo
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utilizados oito camundongos para cada dose. Como controle,
um grupo de oito animais foram inoculados apenas com
solugao salina. Os camundongos foram mantidos em caixas
devidamente identificadas, em ambiente controlado, e,
sendo anotado no protocolo, o numero de mortos 24 e 48
horas apds inoculagdo do veneno. Foram realizados seis
experimentos e para o estudo ser estatisticamente validado,
considerou-se somente os experimentos em que a faixa de
resposta, ou seja, porcentagem de morte, ficou
compreendida entre 10 e 90%, formando a curva de
regressao que apresentou uma relagdo linear. As analises
de variancia foram realizadas por programa de computagéo
Probit, segundo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Satde - INCQS. Os resuitados finais foram avaliados por
analise colaborativa, realizados por programa de
computagdo, Teste Combim, fornecido peio INCQS.

3.2.2.3. Determinacdo da dose hemolitica sub-maxima
(DHsm)

A atividade fosfolipasica do veneno de B. jararaca foi
avaliada por determinacéo da dose hemolitica indireta, em
placas com gel de agarose conforme Gutiérrez et al. (1988),
com algumas modificagdes. As placas foram preparadas de
acordo com seguinte protocolo: a cada 25 ml de agarose
(Tipo li - Sigma) a 0,8% (p/v) foi adicionado solugéo de
hemacias de carneiro (1,2%), lecitina de ovo {1,2%) e cloreto
de calcio CaCl; 0,01 M (1%), em banho-maria a 50°C e
condigdes estéreis até diluigdo completa dos componentes.
Esta solugdo (25 ml), de agarose-lecitina-hemacias foi
colocada em placa de polipropileno 126 x 85 mm (tampa de
placas de ELISA) e deixado a temperatura ambiente até
completa solidificagdo. O gel contido em cada placa foi
perfuradc em trés fileiras com cinco orificios de 3 mm cada.
Foram preparadas varias diluigbes seriadas do veneno em
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PBS (solugdo salina tamponada) e 15 ul de cada dose
aplicados nos orificios do gel de agarose. Apds incubagéo
em camara umida por 18 horas a 37°C, foram feitas as
leituras dos halos hemoliticos, em milimetros. Estes valores
foram colocados em papel mono-log, tragada a curva dose-
efeito e estimada a dose hemolitica sub-maxima.
Determinou-se dose hemolitica submaxima do veneno por
estar compreendida na parte linear da curva dose-resposta e
na&o dose hemolitica minima ou dose hemolitica 50%, pois,
em ensaios pré-experimentais, estas apresentaram halos de
hemolise muito pequenos de dificil leitura e interpretacéo.

3.2.2.4. Fracionamento do veneno de B. jararaca por
cromatografia de filtracdo molecular

Para fracionamento e purificacdo de seus componentes
toxicos, amostras de 50 mg do veneno total de B. jararaca
foram reidratadas com 50 mM de Acetato de ambdnio
contendo 0,3 M de NaCl, pH 7,4 e aplicadas em coluna de
filtragao molecular (75 cm x 1,6 cm) de Sephadex G-100
(Pharmacia). A coluna foi eluida com tampdo acetato de
amonio num fluxo de 4 ml por hora e fragbes de 4 ml/tubo
foram coletadas. O conteldo protéico de cada fracdo foi
estimado por leitura em espectrofotdtmetro a 280 nm. Os
tubos comrespondentes a cada uma das fragdes
denominadas BjP1G-100, BjP2G-100 e BjP3G-100 foram
homogeneizados em “pool”, dialisados contra agua destilada
e liofilizados. Finaimente as fragoes foram reidratadas em
4,5 mi de tamp&o PBS, estimadas quanto a concentracio de
proteinas (método de Lowry modificado) e testadas quanto a
atividade letal de cada uma, em animais experimentais.
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3.3. Antivenenos
3.3.1. Padronizagéo do antigeno botrépico

Conforme Normas e Procedimentos para Produgio e
Controle de Soros Antiofidicos de origem equidea do DOU
(1996), o antigeno utilizado para produzir antisoros contra
venenos das serpentes do género Bothrops foi composto de
50% de veneno de Bothrops jararaca e 12,5% de cada um
dos venenos de Bothrops alternatus, Bothrops jararacussu,
Bothrops neuwiedi e Bothrops moojeni.

3.3.2. Obtengéo de antiveneno botrdpico

Para a obtengdo do soro antibotrdopico os eqiinos foram
imunizados de acordo com o seguinte protocolo: 5 mg de
antigeno botropico dissolvidos em 5 ml de solugdo salina
foram emuisionados com 5 ml de adjuvante completo de
Freund (Sigma) e inoculados por via subcutanea em quatro
pontos distintos na regido dorso lombar de equinos sadios.
Sendo que nesta primeira dose de imunizacdo foram
submetidos somente os 10 animais sem imunizagées
anteriores. Apés 21 dias foi preparada nova emulsdo com
veneno botrépico (5 mg) e adjuvante incompleto de Freund
(Sigma) num volume final de 10 ml e realizada nova
iInoculagdo subcutanea em outros quatro pontos na regido
dorso lombar dos 30 equinos. Foi realizada mais uma
Imunizag&o conforme descrito acima, 15 dias apds aanterior.
Os animais foram submetidos a mais duas imunizagdes,
também intervaladas de 15 dias, com mistura de veneno
botrépico (5 mg) diluidos em solugdo de hidréxido de
aluminio Al(OH); a 2%. Todas as solugbes para imunizagéo
dos equinos foram preparadas em condi¢bes estéreis e as
etapas do ciclo de imunizagdo, bem como as praticas de
producéo obedeceram as normas e procedimentos do CPPI.
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Dez dias apdés a dJltima imunizacdo foram coletadas
amostras de sangue (aproximadamente 60 ml), por pungdo
jugutar, em todos os equinos imunizados. Os tubos de coleta
foram deixados em repouso a temperatura ambiente com a
finalidade de separar o soro dos elementos figurados do
sangue. Apods retirada dos soros, estes foram centrifugados
a 3.000 rpm por 15 minutos e descartou-se o sedimento.
Apds outra homogeneizagédo, foram feitas trés aliquotas de
cada soro e armazenados a -20° C até sua utilizagdo.

3.4. Avaliag&o dos antivenenos botrdpicos
3.4.1. Determinagé@o da dose efetiva 50% (DEsp)

A poténcia neutralizante dos antivenenos foi determinada
pelo meétodo da dose efetiva mediana (DEs;) em
camundongos, segundo Finney (1971). Foram preparadas,
seguindo um fator constante de diluicdo de 1:2, cinco doses
progressivas de antiveneno botrépico com solugdo de
veneno B. jararaca contendo 5x DLsp em volume constante
de solugdo salina (0,85%). Estas solugbes foram incubadas
a 37°C por 30 minutos em banho-maria. Cada camundongo
foi inoculado com 0,5 ml i.p., sendo empregado oito
camundongos para cada dose do soro antibotrépico. Foi
inoculado o mesmo volume de solucdo de veneno em salina
para o grupo controle formado também de oito animais. Os
animais foram mantidos em caixas devidamente
identificadas, em ambiente controlado, sendo anotado no
protocolo, numero de sobreviventes em cada grupo nas 24 e
48 horas apos inoculagdes. Para validacdo do experimento,
a faixa de resposta, ou seja, porcentagem de sobrevivéncia,
ficou compreendida entre 10 e 90%, formando a curva de
regressao e apresentando uma relagéo linear. O célculo da
DEso foi efetuado pelo método estatistico Probit, conforme
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programa de computador - INCQS. Quando as analises de
variancia nao apresentavam valida¢2o estatistica, os testes
de soroneutralizagéo in vitro foram repetidos.

A poténcia neutralizante foi determinada pelo calculo da
atividade conforme formula:

Dose desafio-1 x
DEso

Atividade = DLso

Sendo que a dose desafio foi correspondente a cinco DLsp, ©
utilizou-se 5 x DLgp - 1, porque ao final de cada dose houve
uma Dlsg n&o neutralizada pelo soro que foi responsavel
pela morte de 50% dos camundongos. O titulo da atividade
foi expresso em miligramas de veneno neutralizados por 1
ml! do antiveneno.

3.4.2. Determinagdo da reacdo de inibicdo da hemdlise
indireta - RIHI

Os ensaios de inibigdo da hemdlise indireta foram realizados
conforme metodologia descrita por Gutiérrez et al. (1988).
Foram preparadas solugdes de veneno B. jararaca com o
dobro da concentragao correspondente a DHsm em mg/mi, e
reagidas em partes iguais com amostras dos soros anti-
botropicos. Para cada soro testado foram utilizadas diluigbes
(1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) e misturadas com a
solucdo de veneno e incubadas a 37°C por 30 minutos. As
solugbes venenos-antivenenos (num volume de 15 pl) foram
aplicadas em orificios no gel de agarose, conforme citado no
ftem 3.2.2.3. Obedeceu-se ac mesmo protocolo para as 30
amostras, com as diluigbes de antiveneno mais solugio de
veneno & uma amostra controle somente com solugéo de
veneno. As placas contendo as misturas foram incubadas
por 18 horas a 37°C, em camara Umida. As leituras foram
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feitas com auxilio de régua milimetrada, tendo como controle
o diametro do halo hemolitico da solugdo de veneno, e os
demais comparando-se com o controie e determinando a
porcentagem de inibigdo do halo. No papel monog-log foi
tracado uma curva dose-resposta relacionando poténcia
neutralizante do soro teste (mg/ml) e porcentagem de
inibicdo do halo hemolitico, e determinou-se a dose efetiva
50%, ou seja, a razdo de atividade fosfolipasica presente no
veneno neutralizada por 1 ml de antiveneno.

3.4.3. ELISA para determinar tituio de anticorpos anti-
Bothrops

O teste de ELISA indireto para detectar anticorpos foi
realizado utilizando-se procedimento descrito por Engvall &
Perimann (1971). As placas de ELISA com 96 pogos da
marca Hemobag (Ribeirdo Preto, SP, Brasil) foram
sensibilizadas com 100 pl/pogo (volume padrdo) de solugdo
em diferentes concentragdes, variando de 0,8 a 100 ng/pogo
de veneno total de B. jararaca ou fragbes BjP1G-100,
BjP2G-100 e BjP3G-100 diluidas em tampao carbonato de
sodio (pH 9,6), durante 18 horas a 4°C. Em seguida as
placas foram lavadas duas vezes com solugdo de lavagem
(Tween 0,05%, 150 mM de NaCl), e bloqueadas com
caseina 2% em PBS e incubadas durante 1 hora a 37°C,
para bloqueio dos sitios inespecificos de ligagdo. Seguiram-
se duas lavagens da placa com solugdo de lavagem e
incubag@o dos soros equinos em teste, diluidos em tampéao
de incubagao (Caseina 0.25%, tween 0,05% em PBS), por 1
hora a 37°C. Para determinagéo da diluicio otima dos soros
foram realizadas diluicGes variando de 1:500 a 1:1280000.
As placas foram lavadas seis vezes com soiugéo de
lavagem e incubadas com o conjugado diluido 1:1000 em
tamp&o de incubagéo, por 1 hora a 37°C. Novamente foram
feitas seis lavagens das placas com solugdo de lavagem e
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incubadas com o substrato, uma solucdo de 0,34 mg/ml de
ortofenilenodiamino (CPD) em tampéo citratc pH 5.2, na
presenca de 0,04% de perdxido de hidrogénio. Apds 15
minutos de incubacdo em ambiente escuro, a reagéo foi
interrompida pela adicdo de 20 ul de acido sulfurico diluido
1:20. As leituras de absorbancia foram feitas a 492 nm
determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan
MCC/340). Para cada placa, além dos soros testes, foi
incluido soro normal como controle negativo e controle de
conjugado.

3.5. Produgéo do conjugado
3.5.1. Purificagdo de imunoglobulina eqguina (IgG)

Um “pool” de soros normais equinos foi utilizado para
purificagcdo de imunoglobulinas. As imunoglobulinas foram
precipitadas com 30 ml de uma solugdo supersaturada de
sulfato de aménio, adicionada gota a gota a 30 ml de soro
sob agitagdo e a temperatura de 4°C. A suspensdo foi em
seguida centrifugada a 6.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo as
imunoglobulinas ressuspendido em 10 ml de PBS 0,15 M,
pH 7.4. Apos didlise contra 20 volumes de PBS 0,03 M, pH
7,4, por 20 horas a 4°C e um volume com PBS 0,15 M, a
suspensao foi novamente centrifugada a 3.000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante, apds estimativa de seu conteudo
protéico, foi aliguotado em amostras de aproximadamente
200 mg de proteina a -20° C.

Imunoglobuiinas do isotipo IgG foram purificadas por
cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-
proteina A, segundo técnica descrita por Ey et al. (1978)
com algumas modificagbes. A coluna foi estabilizada com




36

tampao PBS 0,15 M, entdo foram aplicados 200 mg de
imunoglobulinas totais num fluxo de 20 ml por hora. Fracdes
de 2 mi por tubo foram coletadas e o conteldo protéico
determinado por leitura em espectofotdmetro em
absorbancia de 280 nm. Apds desprezar o primeiro pico de
proteinas, correspondente a imunoglobulinas que néao
ligaram-se na proteina A, a coluna foi extensivamente lavada
com PBS 0,15 M. Para eluicdo das IgGs, alterou-se o
tampao do fluxo com solugdo glicina - HCI 0,1 M, pH 2,8,
contendo NaCl 0,8%. As fragdes foram coletadas em tubos
com 2 ml e realizada leitura em espectofotémetro (A 280
nm). O conteudo dos tubos com leitura de absorbancia (280
nm} superior a 0,05 foi juntado, imediatamente neutralizado
para pH 7,0 com NaOH 1 M e dialisado contra PBS. A
concentragac de proteina foi determinada pelo método de
Lowry (1951) modificado.

3.5.2. Produgé&o de antisoro anti-lgG eqtiina

Apos obter-se o soro pré-imune, a ovelha foi inoculada com
uma emuisao de IgG equina purificada (1 mg) e adjuvante
completo de Freund (v/v) por via subcutdnea em quatro
pontos distintos na regido dorso lombar. Apds 21 dias foi
feita nova inoculagdo, com IgG equina (1 mg) emulsionada
em adjuvante incompleto de Freund. Foram realizadas mais
trés imunizagdes intervaladas de 15 dias conforme descrito
anteriormente. Uma semana apds a Ultima dose, foi colhida
uma pequena aliquota de sangue e, apés separagdo, o soro
foi avaliado pelo método de imunodifusdo indireta, quanto a
presenca de anticorpos especificos anti-IgG eqgina. Como
foi evidenciado linhas de precipitacdo do antigeno o] €]
equino com antisoro ovino diluido até 1:256, foram
realizadas trés sangrias de aproximadamente 150 ml de
sangue neste animal.
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3.5.3. Purificag&o de anti-IgG equina por imunoafinidade

O soro ovino foi precipitado e dialisado conforme descrito
para o soro equino (item 3.5.1). As imunoglobulinas foram
concentradas com polietilenoglicol PM 8.000 (Sigma) em
membrana de didlise. Apds  concentragéo, as
imunoglobulinas foram dializadas contra tamp&o carbonato
de sédio 0,1 M com NaCi 0,5 M (pH 8,3) por 18 horas a 4°C.
Seu contetdo protéico foi estimado pelo método de Lowry
(1951) e aliquotas de 20 mg armazenadas a -20°C.

A coluna de imunoafinidade Sepharose-lgG eqiiina foi
preparada conforme manual de instrugdes (Pharmacia).
Cerca de 1 g de Sepharose 4B ativada com Brometo de
Cianogénio (Sigma) foi dissolvida em 15 mi de solugdo HCI 1
mM, apds homogeneizado vagarosamente por inversado foi
centrifugado a 2.500 rpm por 2 minutos e o sobrenadante
desprezado. Esta operag&o se repetiu até ter utilizado um
volume final de 200 ml de HC| 1 mM.

O gel resultante foi entdo ressuspendido em solucéo
carbonato de sodio 0,1 M, depois centrifugado como
anteriormente e desprezado o sobrenadante. Foram
adicionados 20 mg de IgG eqlina e homogeneizados
lentamente por 20 horas a temperatura ambiente. Apés
centrifugacdo a 3.000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi
retirado, este volume foi anotado e calculado a porcentagem
de ligagdo de IgG equina na Sepharose apds ieitura em
espectofotometria (A de 280 nm). Posteriormente, adicionou-
se 20 ml de tampa&o Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0) para bloguear o
excesso de grupos ativos e novamente colocado sob
agitacdo lenta por 18 horas a 4°C. Com a finalidade de
remover o excesso de ligantes ndo acoplados ao gel, este foi
lavado alternadamente com solucdo carbonato de sédio
0,1M, pH 8,3 e solucdo acetato de sddio 0,1M, pH 4,0. Esta
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operagdo repetiu-se por cinco vezes com cada tampio e
apds centrifugado e desprezado o sobrenadante o gel foi
ressuspendido em 15 ml de PBS 015 M, pH 74 e
armazenado a 4°C até uso posterior.

Para a obtengdo das imunoglobulinas especificas contra 1gG
equina, aliquotas de 4 ml de soro ovino anti-IgG equina
foram incubadas em agitac@o lenta por 2 horas. Este gel foi
montado numa coluna de 6 ml (Bio-Rad) e exaustivamente
lavado com PBS 0,15 M, usando-se um volume final de 10
vezes o volume da coluna. Para remogdo das
imunoglobulinas ligadas, a coluna foi eluida com solugéo
Glicina 0,1 M (pH 2,8). Fragbes de 2 ml foram coletadas e o
conteudo protéico estimado por leitura espectrofotométrica a
280nm. Os tubos com leitura superior a 0,100 juntados,
neutralizados a pH 7,0 com NaOH 0,1 M e dialisados contra
PBS. As imunoglobulinas anti-IgG equina obtidas na coluna
de &finidade foram concentradas por liofilizagdo e
armazenadas a -20°C.

3.5.4. Preparagdo do conjugado anti-igG equina com
peroxidase

O conjugado IgG ovina anti-IgG equina ligado a enzima foi
obtido pelo método do periodato segundo Nakane & Kawoi
(1974). Aproximadamente 5 mg de peroxidase (horseradish
peroxidase-HRP, Sigma) foram dissolvidas em 1,0 m! de
agua bidestilada e adicionado de 100 ul de uma solugdo de
metaperiodato de sodic 0,1 M (preparadc no momento do
uso). A solugdo foi incubada a temperatura ambiente, no
escuro e com agitagdo constante por 20 minutos.
Posteriormente, a mistura foi dialisada contra tampéo
carbonato de sédio 0.1 M, pH 9,5 overnight a 4°C, também
em ambiente escuro. A figagcdo da IgG ovina anti-lgG equina
(15 mg diluidos em 2 ml de tamp&o carbonato) com
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peroxidase (tratada com periodato) foi realizada incubando-
se as duas solugbes lentamente durante 3 horas a
temperatura ambiente e overnight a 4°C, sempre em
recipiente protegido da iuminosidade.

Foram adicionados 100 ul de uma solugéo recém preparada
de borohidreto de sddio na concentragdo de 2 mg para 500
ul de agua bidestilada, incubados por 2 horas a 4°C. Esta
solugéo foi dialisada contra tampéo borato 0,1 M (pH 7.4)
por 12 horas a 4°C, centrifugada e algum precipitado que
formou foi removido. Em relagdo ao volume preparado foi
adicionado 1% de soro albumina bovina - BSA para
estabilizacdo das proteinas e 0,01% de timerosol como
conservante. Foram separadas em aliguotas de 250 pl,
condicionadas em recipientes escuros e estocadas a -20°C.

Para titulagdo do conjugado foi utilizado teste
imunoenzimatico tendo como referéncia o conjugado anti-
IgG equino produzido em coelho (Sigma).

3.6. Vantagens econdmicas

Foi feita estimativa de custo dos trés testes,
soroneutralizacao, ELISA, RIHI para avaliag&o de anticorpos
antibotrépicos em soro equinos.

3.7. Analises estatisticas

Foram realizadas andlises de variancia para interpretagéo
dos testes bioldgicos de DlLsp € DEsy. Para orientar a
interpretagdo dos resultados empregou-se testes para
avaliagdo da especificidade e sensibilidade dos testes in
vitro ELISA e RIHI Foram realizadas anélises de correlagéo
e regresséo linear entre os testes de avaliacdo dos
antivenenos botropicos em estudo.
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4 RESULTADOS
4.1. Caracterizagéo do veneno de Bothrops jararaca

O veneno utilizado neste estudo foi identificado como Bj. lote
06/96 e apresentou teor de umidade de 5% e concentragéo
de proteinas de 97,5%. O referido veneno apresentou
atividade letal conforme apresentado na Tabela 1, e o
resultado do estudo colaborativo-Combin obteve um valor
ponderado de 455 pg/20 g camundongo, que foi entdo
estabelecido como DLsy para o veneno.

Tabela 1. Atividade |etal do veneno de Bothrops jararaca em
camundongos Swiss albinos pesando 20+ 2 g

ENSAION® DLsg LSC LIC. 6L Q¢ Q° Lin.

(1g) (Mg) (Mg} Tab.
1 4427 4853 4040 4 9.49 5,80
2 46,84 5159 4302 4 949 6,16
3 4165 4554 3791 4 9.49 1,16
4 4523 4929 4182 4 949 229

L.8.C. - limite superior de confianga

L.1.C. - limite inferior de confianca

G.L. - graus de liberdade

Q’ Tab. - valor maximo de qui quadrado (tabela)
@7 Lin. - qui quadrado de linearidade

O veneno de Bothrops jararaca - Bj. lote 06/96 apresentou
altos niveis de atividade fosfolipasica que foi avaliada
atraves da hemolise indireta em gel de agarose-lecitina-
hemacia-CaCl,. O valor estimado da dose hemolitica sub-
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maxima - DHsm foi de 9,5 pg, conforme observado na Figura
1.

Figura 1. Atividade fosfolipasica do venenoc de Bothrops
jararaca avaliada por hemdlise indireta em gel de agarose-
hemacias-iecitina ovo-CaCl,.

10

do veneno
—

Logaritimo da dose

Diametro do halo (mm)

O logaritmo de 0,98 corresponde a uma dose de 9,5 ug de veneno de B.
jararaca, e esta dose sub-maxima determina um halo hemolitico de 12
mm de didmetro.
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O veneno Bj. lote 06/96 foi submetido & cromatografia de
filtragdo molecular em coluna de Sephadex G-100. A Figura
2 mostra o perfil de fracionamento do veneno, apresentando
trés picos que foram designados fracdes BjP1G100,
BjP2G100, BjP3G100.

Figura 2. Perfil de fracionamento de 50 mg de veneno de
Bothrops jararaca em Sephadex G-100.
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O tempo de retengdo correspondente a eluicdo dos picos
variou de 28-40 horas. A concentragdo de proteinas totais
correspondeu a 31,6% de BjP1G100, 61,2% de BjP2G100 e
6% de BjP3G100. Para verificar a presenca de toxicidade
letal nas trés fracbes, amostras das mesmas, contendo
quantidades correspondentes a 46 pg (1 DLsg) foram
injetadas por via i.p. em camundongos. A atividade toxica
letal foi localizada apenas na fragdo BjP1G100, sendo que
todos animais inoculados morreram e nenhuma mortalidade
foi observada para as fragbes BjP2G100 e BjP3G100 (dados
néo apresentados).

4.2. Avaliagdo dos antivenenos
4.2.1. Neutralizagdo da atividade letal

As amostras dos soros antibotropicos foram coletadas
individualmente, e identificadas de acordo com o nimero do
equino. Estes soros foram avaliados pela sua capacidade de
neutralizagdo da letalidade, pré incubando veneno e
antiveneno a 37°C por 30 minutos e posterior inoculagéo em
camundongos. A Tabela 2 mostra os resultados da dose
efetiva 50% de antissoros dos 30 equinos imunizados com
‘pool” botrdpico.
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Tabela 2. Determinagdo da DEs; de 30 antivenenos
botropicos obtidos de eqliinos hiperimunizados, realizada em
camundongos Swiss aibinos pesando 20+ 2 g.

SORO DEsg L.8.C. L.I.C. G.L Q“Tab. Q°Lin.

EQUINO N° {uh {pi) (1)}

0 27.48 31,04 23,05 5 111 2,60
1 40,88 46,32 35,12 3 7,8 0,03
2 35,82 43,02 31,87 3 7.8 6,08
3 28,85 32,69 24 82 3 7.8 1,47
4 19,20 24,03 8,47 3 7.8 1,77
7 40,09 50,59 35,66 3 7.8 411
8 19,97 22,25 17,37 5 11,1 0,11
8 23,78 26,58 19,15 3 7.8 6,32
11 39,00 52,51 34,11 3 7.8 2,00
12 21,84 24,18 19,33 5 111 0,05
15 32,84 36,12 30,24 3 7.8 3,97
16 32,68 37,19 23,70 3 7.8 3,33
17 23,58 27.66 16,85 5 1.1 7,18
18 23,98 31,43 26,44 3 7.8 5.70
20 28,07 30,93 25,15 3 7.8 3,00
21 25,77 29,99 19,45 5 11,1 1.81
22 30,56 32,69 27,30 3 7.8 1,67
23 34,95 38.64 32,03 3 7.8 2,61
24 27,58 30,28 24 56 3 7.8 0,01
26 26,06 29,18 22,04 3 7.8 4,65
27 50,20 56,27 43,35 5 11.1 2,87
28 52,14 60,74 46,96 3 7.8 2,02
29 25,17 27,92 22,07 5 111 0,11
30 70,83 97,70 60,68 5 11,1 7.85
31 59.00 86,13 48,60 5 11.1 5,80
32 38,33 40,99 29,77 3 7.8 9.15
33 18,90 25,74 12,09 5 111 2,87
34 41,22 48,48 29,11 5 11,1 1,97
35 111,50 200 90,06 5 11,1 2,87
37 77,40 90,50 63,54 3 7,8 3.57

L.S.C. - limite superior de confianga

L.1.C. - limite inferior de confianga

G. L - graus de liberdade

Q Tab. - valor maximo de qui quadrado (tabela)
Q° Lin. - qui gquadrado de linearidade
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Todos os animais imunizados produziram anticorpos anti-
12

fracéo letal do veneno de Bothrops jararaca, em quantidades
diversas e apresentaram uma poténcia neutralizante que

variou de 1,6 a 8,7 mg/ml, conforme Figura 3.
Figura 3. Neutralizacdo da atividade letal do veneno de

Bothrops jararaca por 30 soros de equinos hiperimunizados

com “poa’| botropico.
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4.2.2. Neutralizag&o da atividade fosfolipasica

Para analisar a capacidade dos soros antibotrépicos em
neutralizarem a atividade da fosfolipase A; foram pré
incubados veneno e antiveneno a 37°C por 30 minutos e
posterior avaliacdo da RIHI em gel, conforme Figura 4.

Figura 4. Neutralizagéo da atividade fosfolipasica do veneno
de Bothrops jararaca por inibigdo da hemolise indireta em
gel.

A, B, C e D correspondem as diluigbes 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 dos soros
antibotropicos testados, apds incubag8c com dose hemolitica sub-
maxima do veneno.

E corresponde ao controle positivo da dose hemolitica para cada soro
testado.

1 apresenta um soro com poténcia neutraiizante de 9 mg/ml, 2 um soro
com poténcia neutralizante de 7 mg/ml, 3 e 4 soros com poténcia
neutralizante de 5 mg/m!, 5 soro com poténcia neutralizante de 3 mg/ml e
6 soro com poténcia neutralizante de 1 mg/ml.
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Para determinar a dose efetiva 50% dos antissoros foram
realizadas curvas dose-resposta observadas na Figura 5.

Figura 5. Curvas dose-resposta de soros antibotrdpicos em
Reacéo de inibicdo da hemdélise indireta - RIHI.
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Todos os animais imunizados produziram anticorpos anti-
fosfolipase A; presente no veneno de Bothrops jararaca, em
quantidades diversas e apresentaram uma poténcia
neutralizante que variou de 1,7 a 12,1 mg/mi, conforme
Figura 6. Todas as amostras de antivenenos foram
analisadas trés vezes e os dados representam a média
destes resuitados.

Figura 6. Neutralizagdo da atividade fosfolipasica presente
no veneno de Bothrops jararaca por 30 soros de equinos
hiperimunizados com pool botrépico.
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4.2.3. Resposta humoral ao veneno de Bothrops jararaca,
detectada pela técnica de ELISA

Os niveis de anticorpos da classe lgG antiveneno foram
avaliados por ELISA nas amostras de soros coletadas antes
do inicio do protocolo de imunizagées dos equinos. Como
pode ser observado na Figura 7, o “pool” botrdpico utilizado
na imunizagdo mostrou-se bastante imunogénico, e apés o
término das inoculagdes, todos os equlinos apresentaram
aumento dos niveis de anticorpos IgG antiveneno botrépico.
Nos soros dos 30 animais hiperimunizados foram detectados
diferentes niveis de IgG-antiveneno.
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Figura 7. Niveis de anticorpos anti-Bothrops jararaca
medidos por ELISA em 30 soros de equinos hiperimunizados

com “pool” botropico.
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As placas foram sensibilizadas com 50 ng/poco de veneno bruto de B.
jararaca e incubadas com soros testes diluidos 1:80.000.
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4.3 - Producéo do conjugado

O conjugado foi produzido com IgG ovina anti-IgG equina e
peroxidase. Foram preparados aproximadamente 3,0 ml de
conjugado e este foi avaliado conforme Figura 8. O
conjugado apresentou boa estabilidade, pois ndo houve
diminuig&o do titulo durante o periodo de trabalho.

Figura 8. Niveis de anticorpos anti-IgG equina medidos por
teste ELISA de conjugados com peroxidase
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As placas foram sensibilizadas com 7 ng/pogo de gG total eqiiina, os
conjugados anli-IgG, comercial da Sigma produzido em coelho e ©
produzido em ovino foram incubados em diluigfes sucessivas.
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4.4. Padronizacgao do teste de ELISA

Foram utilizadas diferentes concentragdes dos antigenos, ou
seja, veneno total Bothrops jararaca ou BjP1G100, e
determinada a concentragdo otima para os testes
imuncenzimaticos, que foi de 5 ng/well quando se
sensibilizou as placas de ELISA com veneno bruto e de 50
ng/well quando se sensibilizou as placas de ELISA com
BjP1G100 (dados ndo apresentados).

Na determinacdo da melhor diluicgo para os soros, foram
utilizadas diluicdes seriadas de todos os antivenenos
testados, apbs avaliadas as curvas foi estabelecida a
diluicZo ideal do antiveneno de 1:80.000 quando o antigeno
utilizado foi venenc bruto e diluigdo de 1:32.000 quando o
antigeno utilizado foi BjP1G100 (dados n&o apresentados).

A Figura 8 mostra que a melhor diluicdo do conjugado a ser
usado foi de 1:1000, semelhante ao conjugado comercial da
Sigma, ou seja, quando na concentragio de 7ng/poco
obteve-se leitura de absorbancia a 482 nm em torno de
1,000.

Apds padronizacdo do teste todas as amostras de
antivenenos foram analisadas trés vezes e os dados
representam a meédia destes resultados.




62
4.5. Sensibilidade e especificidade dos testes ELISA e RIHI

Para avaliar estes valores. desde gue neste estudo nao
trabalhou-se com sorologia positiva ou negativa, foi
determinado, para o teste oficial de soroneutralizagao, que
as amostras positivas seriam aquelas que possuissem
valores acima de 5 mg/ml e negativas com valores abaixo de
5 mg/mi. Estes valores foram estipulados devido a exigéncia
de poténcia do soro antibotrépico ser de neutralizagéo de 5
mg de veneno por um mi de antiveneno.

O ponto de corte para o teste de ELISA foi estabelecido em
leitura de absorbancia 0,700 e para o teste RIHI em
capacidade neutralizante de 3mg/ml. Os valores dos testes
in vitro foram cruzados com os valores do ensaio in vivo,
conforme Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Sensibilidade e especificidade do teste de ELISA
para avaliar anticorpos neutralizantes de letalidade em
antivenenos botrépicos

SORONEUTRALIZACAQO ELISA Positivo ELISA Negativo

Positivo 18 2
Negativo 4 6
Total 22 8

Considerou-se ELISA positivo valores de absorbancia (492 nm) acima de
0.7, e ELISA negativo valores de absorbéncia (492 nm) abaixo de 0,7.
Sensibilidade do teste de ELISA = 81,8 %

Especificidade do teste de ELISA=75%

Tabela 4. Sensibilidade e especificidade do teste de RIHI
para avaliar anticorpos neutralizantes de atividade
fosfolipasica em antivenenos botrépicos

SORONEUTRALIZACAO _RIHI Positivo  RIHI Negativo

Positivo 19 1
Negativo 4 6
Total 23 7

Considerou-se RIHI positivo os valores de poténcia neutralizante acima
de 3 mg/ml e RiHI negativo os valores abaixo de 3 mg/ml.

Sensibilidade do teste de RIHI = 82,6 %

Especificidade do teste de RIHI = 85,7 %
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4.6. Estudos de correlagio entre os ensaios de ELISA, RIHI
€ soroneutralizacéo

As poténcias dos antivenenos produzidos em equinos que
foram determinadas in wvivo por neutralizagdo em
camundongos foram comparadas com os resultados obtidos
por ELISA indireto através de coeficiente de cormelagdo
realizado através do Programa Instat. As Figuras 9 e 10
apresentam as correlagdes obtidas entre a poténcia
neutralizante em mg/ml e titulos de ELISA em absorbancia a
492 nm quando utilizou-se veneno bruto ou fragdo BjP1G100
como antigeno, respectivamente.
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Figura 8. Correlagdo entre soroneutralizacdo e ELISA
indireto utilizando veneno bruto de B. jararaca como
antigeno, de 30 soros de equinos hiperimunizados com
“pool” botrépico.
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As placas foram sensibilizadas com 5 ng/poco de venenc bruto de
B.jararaca e os soros diluidos 1:80.000.
Os valores de correlagdo obtidos foram r= 045 e p < 0,05,
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Figura 10. Correlagdo entre soroneutralizacdo e ELISA
indireto utilizando BjP1G100 como antigeno, de 30 soros de
equinos hiperimunizados com “pool” botrépico.
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As placas foram sensibilizadas com 50 ng/pogo de BjP1G100 e os soros
diluidos 1:32.000.
Os valores de correlagéo obtidos foram r = 0,60 e p < 0,0005
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Os resultados obtidos entre os dois ensaios de ELISA e
soroneutralizagée apresentaram coeficientes de correlagdo
(r) de 0,45 (p < 0,05) e 0,60 (p<0,0005) quando utilizou-se os
antigenos, veneno bruto ou fragdo tdxica do veneno de
Bothrops jararaca, respectivamente, demonstrando um
aumento significativo nos valores de correlagdo quando se
utiliza fragéo purificada do veneno como antigeno.

Também foi correlacionado a poténcia neutralizante com
titulos obtidos por ELISA de competicdo, e obteve-se um
indice muito baixo de correlagéo (dados n&o apresentados).
Assim, como nos outros testes de avaliagdo dos antivenenos
previamente ocorre uma ligagao veneno-antiveneno anterior
ao ensaio, utilizou-se para os testes de ELISA de
competicao, o antigeno, veneno de B. jararaca competindo
na fase sdlida e liquida. Tentou-se uma incubacéo prévia da
mistura antigeno-anticorpe em varias concentracdes,
diferentes intervalos de tempo e em diversas temperaturas
anteriormente a detecgdo de anticorpos pela reacéo
imunoenzimatica.

Para correlacionar anticorpos neutralizantes da letalidade,
avaliados por soroneutralizagio e anticorpos neutralizantes
da atividade fosfolipasica, avaliados por RIHI, foi novamente
utilizado o coeficiente de comelagdo e os resultados
apresentados na Figura 11. Uma baixa correlagéo foi obtida
onde valorder=0,46e p < 0,02.
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Figura 11. Correlagdo entre soroneutralizacdo e RIHI de 30
soros de equinos hiperimunizados com “pool” botrépico.
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Os valores de correlagéo obtidos foramde r= 0,46 e p < 0,02,
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Outro estudo foi realizado correlacionando-se os valores
obtidos nos testes de ELISA e RIHI, e foram obtidos valores
de r = 0,59 e p < 0,001, apresentando correlacdo média
entre estes testes, conforme Figura 12.

Figura 12. Correlagao entre ELISA indireto e RIHI de 30
soros de equinos hiperimunizados com “pool” botrépico.
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O antigeno utilizado no teste de ELISA indireto foi BjP1G 100, os valores
obtidos foram r= 0,59 e p < 0,001.




75
4.7. Estimativa de custos

Para realizacdo dos ensaios de soroneutralizagdo na
avaliagdo dos 30 antivenenos botropicos foram necessarios
460 mg de veneno, 100 ml de antiveneno e 2000
camundongos. O tempo utilizado para se obter resultados
finais para cada soro teste foi de 50 horas, e para avaliar os
30 soros testes foi de 30 dias. Estimou-se um custo de
aproximadamente R$40,00 para cada antiveneno testado.

Para realizag&o dos ensaios de RIHI na avaliagéo dos 30
antivenenos botropicos foram necessarios 5§ mg de veneno,
S ml de antiveneno. O tempo utilizado para se obter
resultados finais para cada soro teste foi de 20 horas, e para
avaliar os 30 soros testes foi de 30 horas, estimando-se em
R$1,50 o custo para cada antiveneno testado.

Para realizagdo dos ensaios de ELISA na avaliagdo dos 30
antivenenos botrépicos foram necessarios 52 mg de veneno,
3 ml de antiveneno. O tempo utilizado para se obter
resultados finais para cada soro teste foi de 4 horas, e para
avaliar os 30 soros testes foi de 5 horas, com custo de
aproximadamente R$3,00 para cada antiveneno testado.
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5 DISCUSSAO

Envenenamentos humanos por picadas de serpentes s&o
considerados emergéncia médica e requerem tratamento
imediato, geralmente com antivenencs heterdlogos. A taxa
de mortalidade nos acidentados estimada em 2%, cresce
para 8% quando ndo se usa antivenenos (WHO, 1981).

Neste trabalho foram produzidos 30 soros antibotrépicos em
equinos e avaliadas suas poténcias neutralizantes utilizando-
se 0s metodos de neutralizacdo da letalidade e inibicdo da
atividade fosfolipdsica. Os valores encontrados foram
correlacionados com titulos de anticorpos (medidos pelo
teste de ELISA) no intuito de se padronizar um método
imunoenzimatico eficiente na avaliagdo da capacidade
neutralizante dos antivenenos botropicos.

O antigeno utilizado na imunizagdo dos eqlinos foi uma
mistura de venenos botrdpicos, entretanto, os testes de
soroneutralizacao, RIHI e ELISAs foram feitos usando-se o
veneno de Bothrops jararaca que € o veneno de referéncia
para ensaiar a poténcia dos soros antibotrépicos no Brasil
(DOU, 1996).

Os primeiros ensaios realizados foram realizados para
caracterizar o veneno de B. jararaca quanto a sua
propriedade letal e a sua atividade fosfolipasica. As
propriedades letais dos venenos de serpentes sdo
predominantemente realizadas em animais de
experimentagdo. O teste de dose letal 50% (DLso) foi
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introduzido por Trevan (1927) e apesar das suas limitagdes
foi o ensaio de melhor aceitagdo em fungdo da sua
capacidade de determinar a toxicidade aguda ou poténcia
biolégica dos venenos (Meier & Theakston, 1986). Desde
entdo, este teste sofreu varias modificagbes e diversos
autores tém trabalhado com metodologias diferentes na
determinag&o da DLsp de venenos ofidicos. Para o veneno
de Bothrops jararaca, o valor encontrado neste estudo para
a DLsp foi de 45,5 ug/20 g de camundongo, bem proximo aos
valores de 459 ng, 47.5 pg e 48,7 ug, estimados por
Sanchez et al. (1992) e pela Fundagdo Oswaldo Cruz, B.
Jararaca (Bj) lote 004 (1996). Entretanto, Ferreira et al.
(1992b), Sanchez et al. (1992) e Barbosa et al. (1995),
encontraram valores de 33 pg, 38,7 ug e 55 ug/20 g de
camundongo, respectivamente, para DLsy de outros lotes de
veneno da serpente B. jararaca. Estes resultados indicam
que os componentes tdxicos letais do veneno de uma
mesma especie podem variar guantitativa e
qualitativamente, e/ou, os animais experimentais utilizados
nos ensaios por pertencerem a linhagens diferentes e serem
mantidos em condigdes diversas, apresentam indices
diferenciados de mortalidade nas curvas de dose-resposta
dos ensaios de DLsp.

Na determinagéo da atividade fosfolipasica e hemolitica do
veneno de B. jararaca os ensaios foram realizados
avaliando-se a hemdlise indireta em gel. Os resultados
indicaram que o veneno de B. jararaca lote 06/96 apresentou
bastante atividade fosfolipasica (Fig. 1). Varios autores
relataram atividade enzimética da PLA; em venenos de
serpentes do género Bothrops (Gené et al., 1985; Al-Abdulla
et al,, 1991; Ferreira et al.,1992a e Ldbo de Araujo et al.,
1994). Recentemente, Monteiro et al. (1997} estudando
individuatmente seis venenos de B. jararaca, constataram
atividade fosfolipasica apenas em cinco destes. Isto sugere
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que esta enzima pode constar ou n&o, inclusive em
guantidades diferentes da composigcdo protéica complexa
dos venenos botropicos.

Na tentativa de purificar e posteriormente avaliar as
propriedades toxicolégicas dos diversos componentes, ©
veneno bruto de B. jararaca foi submetido a fracionamento
molecular em coluna de Sephadex G-100. O veneno de B.
jararaca foi separado em apenas trés fracdes (Fig. 2), e
somente a primeira fragao (BjP1G100) mostrou-se com efeito
toxico e letal para camundongos. Os resultados obtidos
neste estudo sdo coincidentes com os encontrados por
Nisenbom et al. (1986) que purificaram o veneno em
cromatografia Sephadex G-50 e observaram fracionamento
em trés picos, estudaram a atividade fosfolipasica que foi
evidenciada no segundo pico e correspondia a molécuias de
peso moiecular em torno de 15.000, entretanto estes autores
nao avaliaram a atividade letal das fragbes obtidas no
fracionamento.

As proteinas de alto peso molecular (>50.000) presentes na
fracgdo BjP1G100, provavelmente correspondem & fatores
hemorragicos, proteinases coagulantes, enzimas
semelhantes a trombina e outras (Moura da Silva et al.,
1960a). Estes autores e, também, Tanigawa et al. (1994),
purificaram o veneno de B. jararaca em coluna de filtragdo
molecular Sephacryl S-200.

Para avaliar a neutralizacao da letalidade, apds obter-se os
valores de dose efetiva mediana (Tab. 2), os resultados
foram expressos em poténcia neutralizante (Fig. 3).
Observou-se que, os venenos das cinco espécies de
Bothrops tilizados na imunizagdo dos animais foram
capazes de induzir anticorpos e conferir protegdo em
diferentes graus aos camundongos. O ensaio de
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soroneutralizagéo foi utilizado neste estudo por ser o teste
oficial e padronizado, conforme Normas Técnicas de
Produgdo e Controle de Qualidade de soros antiofidicos,
antitoxicos e anti-rabico (DOU, 1996). Porém, desde 1968,
em trabalho de Kocholaty et al., esta técnica vem sendo
questionada, pois, estes autores obtiveram resultados de
neutralizagdo do antiveneno com até 100% de diferenga
entre as diversas vias de administragdo de venenos e
antivenenos, e explicam que normalmente num acidente
ofidico a inoculagéo do veneno ocorre por via intradérmica,
subcutdnea ou intramuscular e, raramente por Vvia
intraperitoneal ou intravenosa. Conciuiram que os diversos
componentes dos venenos e antivenenos, por apresentarem
tamanhos moleculares, propriedades fisicas, quimicas e
fisiologicas diferentes, resultavam em cinéticas diferentes de
absorcdo, penetracdo e ligagdo nos sitios de agdo,
dependentes inclusive da via de administracdo.
Concordando com estes resultados, Domingos et al. (1994),
demonstraram que, quando antiveneno de B.jararaca foi
injetado  intradermicamente em camundongos, foi mais
efetivo para neutralizar ou minimizar os efeitos locais do
veneno que quando injetado por via intravenosa. Concluiram
também, que a eficacia na neutralizagdo dos efeitos locais
estava associada ao tempo de administracéo do antiveneno
apos inoculagdo do veneno. Entretanto, Laing et al. (1992)
avaliando em animais experimentais, a capacidade
neutralizante dos trés antivenenos botrépicos produzidos no
Brasil, conciuiram que os efeitos protetores foram mais ou
menos efetivos dependente do instituto produtor do
antiveneno. Trabalho recente de Krifi et al. (1996),
baseando-se nos diferentes resultados de varios autores,
sugere entdo a padroniza¢do de novos procedimentos e
parametros para melhor avaliarem os antivenenos.
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Outro ensaio realizado neste estudo foi a capacidade destes
antivenenos de inibirem a hemodlise indireta, ou seja,
neutralizarem a atividade fosfolipasica do veneno. Para se
obter resultados sem influéncia de outras variaveis como:
concentragdo de fosfolipides na gema de ovo, fragilidade da
membrana celular das hemacias de carneiro ou
uniformidade do gel em cada placa, utilizou-se um controle
de atividade hemolitica do veneno para cada soro testado,
conforme apresentado na Figura 4. Os resultados
apresentados na Figura 5, indicam diferentes pendéncias
das curvas de neutralizagcadc dos antivenenos, isto pode ser
explicado pelo fato do veneno bruto de B jararaca possuir
varias isoenzimas ou isoformas de fosfolipases, que
funcionariam como diferentes sistemas antigénicos. Entéo,
um animal pode produzir mais anticorpos contra uma
isoenzima que contra a outra, e outro animal produzir mais
anticorpos contra uma segunda, formando diferentes
sistemas antigenc-anticorpos, e assim apds incubacdo
podera haver predominancia de um sistema sobre o outro.

Quando tentou-se correlacionar os resuitados obtidos nos
ensaios de neutralizagdo da letalidade e neutralizagdo da
atividade fosfolipasica dos soros testes (Fig. 11), estes
demonstraram baixo indice de correlagdo {r= 0,46) apesar
da validagéo estatistica com valor de p < 0,02. Estes
resultados diferem dos obtidos por Da Silva e Bier (1982),
Gutiérrez et al. (1988) e Alape-Giron et al. (1997) que
determinaram altos indices de correlagdo entre os dois
ensaios para antivenenos das serpentes Crotalus durissus
terrificus, Bothrops asper e Micrurus nigrocintus,
respectivamente. Diferentemente, Al-Abdulla et al. (1991),
concluiram que a gquantidade de antiveneno requerida para
neutralizar a atividade hemolitica indireta do veneno de
Crotalus durissus fterrificus € muito superior aqueia
necessaria para prevenir a atividade toxica letal in vivo. A
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baixa correlacdo entre os dois testes verificada nos
resultados aqui apresentados ndc é surpreendente, visto
que, a atividade fosfolipasica ndo é o principal componente
com importéncia clinica dos venenos botropicos; assim
sugere-seé que o0 veneno de B. jararaca por ser muito
complexo, provavelmente possui atividade letal
desencadeada por outros componentes que poderiam estar
associados a fosfolipase, concordando com os resultados
verificados por Hanashiro et al. (1978).

Um fato interessante observado ao correlacionar apenas as
18 amostras com valor de DEso da RIH! abaixo de 5 mg/m,
no qual obteve-se um alto indice de correlagdo (r = 0,80),
sugerindo que os animais que produziram menor tituio de
anticorpos  anti-fosfolipase também produziram menor
quantidade de anticorpos neutralizantes do efeito toxico do
veneno. Observou-se que o sorc do animal ndmero 11
apresenta maior divergéncia da reta linear da regressao, e
quando retira-se tal amostra do estudo, o indice de
correlagdo aumenta para 0,60.

O tratamento estatistico dos resultados finais deste estudo
foi realizado considerando-se um intervalo de confianga de
95% na curva de dispersdo normal dos dados, e retirou-se
do estudo de correlagdo as quatro amostras consideradas
"extremos” (media + duas vezes desvio padrao). Portanto,
obteve-se um indice de correlagdo das 26 amostras
avaliadas peio testes de soroneutralizacdo e RIHI de 0,76,
sugerindo uma boa correlago entre os dois ensaios

Theakston & Reid (1979), desenvolveram o teste de ELISA
para dosar anticorpos antivenenos e obtiveram aita
correlag@o entre niveis de anticorpos e os ensaios de DEs,
em camundongos, para antivenenos de Bitis arientans, Echis
carinatus, Naja haje e Naja nigricollis. Resultados
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semelhantes foram obtidos por Rungsiwongse e
Ratanabanangkoon (1991), principalmente quando utilizou
neurotoxina purificada do veneno de Naja como antigeno no
teste de ELISA. No Brasil, Barbosa et al. (1995)
demonstraram também alta correlagdo entre poténcia
neutralizante e titulos de anticorpos medidos por ELISA de
oito amostras anticrotalicas; entretanto, baixa correlagéo foi
relatada quando soros antibotropicos foram testadas,
mesmo utilizando fragdo purificada ou veneno bruto de B.
Jjararaca como antigenos.

Neste trabalho, desenvolveu-se e padronizou-se teste de
ELISA indireto utilizando como antigeno o veneno bruto de
B. jararaca, os resuitados apresentados na Figura 9, indicam
que mesmo com validacéo estatistica (valor de p < 0,05), o
indice de correlagdc entre niveis de anticorpos e poténcia
neutralizante foi baixo (r = 0,45). Objetivando alcancar
melhores indices de concordancia entre niveis de anticorpos
e neutralizac&o da letalidade utilizou-se como antigeno na
placa de ELISA a fragdo tdxica BjP1G100. Os resultados
apresentados na Figura 10 indicam alta significancia
estatistica (p < 0,0005) e médio indice de correlacdo (r =
0,60). Pode-se notar que uma amostra € muito destoante na
regressao linear, correspondente aoc animal numero 33, e
quando retira-se esta amostra do ensaio, o valor de r passa
de 060 para 0,73, indicando aumento significativo na
correlagéo. Talvez uma explicacdo para este fato, seria a
pouca diferencia¢cdo dos anticorpos produzidos por este
animal, pois este foi submetido ao primeiro ciclo de
imunizag&o, sendo que 0 soro deste equino conferiu a maior
protegéo de letalidade aos camundongos dentre todos os
trinta soros avaliados. Interessante observagdo também se
deve ao fato deste animal ja possuir anticorpos contra B.
jararaca antes das imuniza¢des, demonstrados na Figura 7.
Isto sugere que este animal possa ter tido anteriormente
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contato com algum animal pegonhento ou outras moléculas
com identidade antigénica com o veneno de B. jararaca.

Apds tratamento estatistico dos resultados finais deste
estudo, considerando-se o intervaio de confianga de 95% na
curva de dispersdo normal dos dados e retirando-se as
quatro amostras consideradas “"extremos” (média + duas
vezes desvio padrdo, o indice de correlacdo das 26
amostras avaliadas pelo testes de soroneutralizacdo e
ELISA apresenta um valor de r de 0,85, demonstrando uma
boa correlagéo entre niveis de anticorpos medidos por
ELISA e soroneutralizacéo.

Na tentativa de correlacionar os dois ensaios in vitro (ELISA
e RIHI), observou-se, conforme Figura 12, um baixo indice
de correlagdo com valor de r = 0,59, confirmando os dados
ja apresentados por Angulo et al. (1997) e Alape-Girén et al.
(1997). Entretanto. estas técnicas in vitro, conforme Tabelas
3 e 4, apresentaram altos valores de sensibilidade e
especificidade em relacGdo a0 teste padrdao da
soroneutralizag&o, sugerindo que podem ser utilizadas como
teste de triagem para avaliacéo da capacidade neutralizante
de antivenenos botrépicos principalmente nas etapas iniciais
da producéo de soros.

As vantagens dos testes in vifro, além dos aspectos
relacionados as limitagdes de ensaios bioldgicos, referem-se
a redugéo de tempo e de recursos financeiros. O teste de
ELISA possui sobre o RIHI as vantagens de ter ieitura
automatizada e realizar maior numero de amostras em
menor tempo. O teste de RIHI possui a vantagem de ser
mais econdmico, por utilizar somente reagentes de baixo
custo.




85

Finalmente, os resultados obtidos no presente estudo
indicam que o método de ELISA utilizando-se a frago toxica
do veneno de B. jararaca como antigeno imobilizado na fase
solida pode ser usado como método in vitro para avaliar a
poténcia neutralizante dos antivenenos botrépicos no Brasil,
durante as diferentes fases de imunizagéo dos equinos e em
algumas etapas de produgdo dos antivenenos botropicos.
Entretanto, supde-se que o método classico de
soroneutralizagdo em camundongos possa ser utilizado
apenas nas etapas finais da produgdo dos soros
antibotrépicos.
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6 CONCLUSOES

Os antivenenos botrépicos obtidos em 30 equinos
hiperimunizados neutralizaram, com diferentes valores,
as atividades letal e fosfolipasica do veneno de Bothrops
jararaca.

O perfil cromatografico do veneno de Bothrops jararaca
em Sephadex G-100 resultou em trés frages. A andlise
da atividade biolégica das fragdes indicou que os
componentes responsaveis pela atividade letal do
veneno estdo localizados na primeira fragio.

O teste de ELISA indireto, utiizando fragdo téxica do
veneno de B. jararaca, como antigeno, foi eficaz em
determinar a poténcia neutralizante dos antivenenos
botropicos, podendo ser usado como triagem, na
avaliagdo de soros de equinos hiperimunizados e na
produgdo dos soros antibotrépicos.

O método de inibigdo da hemodlise indireta em gel de
agarose foi mais eficaz, quando comparado com o teste
de ELISA indireto, em confirmar os soros antibotrépicos
com baixas capacidades de neutralizacéo da letalidade,
portanto, podendo também ser usado na avaliagdo
individual dos antivenenos botrépicos em eqiinos.
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Os dois ensaios in vitro, ELISA e RIHI, quando
comparados com soroneutralizacdo, foram mais
econdmicos, utilizaram menores quantidades de
antigenos e anticorpos e realizados em menor tempo.
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SUMMARY

The correlation coefficients between in vivo neutralization of
lethal toxicity (EDso), neutralization of the hemolytic activity
(PLA2) and levels of antibodies measured by ELISA, was
investigated to test the potency of horse anti-bothropic
antivenom. Thirty horses were hyperimmunized with
Bothrops venoms (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu,
B. neuwiedii and B. moojeni). To set up an indirect ELISA, for
neutraiization of PLA; activity and for determination of EDsg in
Swiss mice, the whoie Bothrops jararaca venom (reference
venom for assessing the bothropic antivenom potency in
Brazil) was used. The toxic fraction (purified from B. jararaca
venom by Sephadex G-100 chromatography) was also used
as antigen for ELISA. All antivenoms analyzed effectively
neutralized the lethal activity in the range of 1.6 to 9.6 mg/m!
of antivenom. The correlation coefficient between EDs, and
ELISA antibody titers against the crude venom and toxic
fraction was r=0.45 (P<0.05) and r=0.60 (P<0.0005),
respectively. Correlation between EDsy and neutralization of
PLA; activity was r=0.46 (P<0.02), and the correlation
between ELISA antibody titers and neutralization of PLA;
activity was r=0.59 (P<0.001). Thus, the ELISA which
measures only the antibody against the major toxic fraction
of the B. jararaca venom should be most suitable for use as
an in vitro assay of bothropic antivenom potency.

Key-words: Antivenons, ELISA, phospholipase A
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