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RESUMO

Desenvolveu-se neste trabalho, um ensaio imunoenzimatico (ELISA) que permite
detectar, diferenciar e quantificar antigenos presentes na peconha de serpentes da
familia Crotalidae mais frequentes no territdrio brasileiro, em soro de humanos
acidentados por estas serpentes.

O ensaio tornou-se realizavel utilizando um processo desenvolvido em nosso
laboratorio onde imunoglobulinas G dos soros de cavalos ou coelhos hiperimunizados
com os diferentes venenos: Bothrops spp, Crotalus durissus, Bothrops atrox,
Lachesis muta muta e toxinas do veneno crotalico: crotamina e crotoxina, que
reconhecem componentes imunologicamente comuns presentes nos venenos de
serpentes de diferentes géneros ou espécie, foram separadas por técnicas de
imunoafinidade. Foram obtidas imunoglobulinas G que reconhecem especificamente
apenas o veneno de um género ou espécie. Estas imunoglobulinas foram utilizadas no
método de ELISA -Sanduiche para sensibilizacdo de placas e producdo de
conjugados.

Observou-se ser possivel diferenciar (através do ensaio de ELISA) antigenos proprios

das serpentes L. muta muta ou B. atrox (regido Amazodnia), no sangue de pacientes



XVI

picados por de cada um destas espécies e assim identificar a serpente responséavel
pelo acidente.

Procedimento idéntico permitiu identificar antigenos das serpentes do género
Bothrops utilizados para producdo do soro antiofidico (especificamente B. jararaca), e
diferenciar acidentes provocados por estas serpentes daqueles provocados pelo
género Crotalus. Além disso, permite diferenciar toxinas especificas do veneno
crotélico (crotoxina e crotamina).

Pelo processo que desenvolvemos, foi possivel acompanhar a cinética de
neutralizacdo do veneno dos Crotalideos mencionados e estabelecer correlagdo entre
a concentracdo de antigenos tdxicos presentes no sangue de pacientes e a gravidade
do acidente avaliada clinicamente pelos sinais e sintomas observados.

Conclui-se que esse método pode ser Util a médicos e epidemiologistas no diagndstico
e tratamento dos acidentes ofidicos e no estudo dos mecanismos de acdo dos

venenos em animais inoculados experimentalmente.




1.INTRODUCAO



1.INTRODUCAO

Em diversas partes do mundo, especialmente em areas tropicais e subtropicais de
paises da Africa, da América do Sul e do sudeste da Asia, acidentes por picadas de
serpentes peconhentas constituem problemas médicos graves e frequentes para as
populagdes rurais que habitam estas regiées (RUSSELL, e cols., 1975; PUGH e cols.,
1980; THEAKSTON,1983; ALFARO e BOZA, 1983; RUSSELL e DART, 1991).

As variedades de serpentes peconhentas, aquelas que possuem aparelho inoculador
de veneno ou pecgonha, existentes no mundo pertencem a cinco familias. Duas
familias sédo encontradas no Novo Mundo: a familia das Crotalidae, representadas no
Brasil pelos géneros Bothrops (jararacas), Crotalus (cascavéis), Lachesis
(surucucus) Porthidium e Bothriopsis e a familia das Elapidae, onde apenas um
género, Micrurus (corais) sdo encontradas no Brasil. Serpentes das familias
Colubridae, Hydrophiidae (serpentes marinhas) e Viperidae (viboras verdadeiras)
ndo existem no continente americano, mas junto com as serpentes da familia
Elapidae proprias do Velho Mundo (najas, mambas e outras) formam populacdo
densa e numerosa de serpentes extremamente venenosas em regides tropicais e

subtropicais da Asia, Africa, Europa e Oceania.



No mundo ocorrem 40-50.000 mortes por acidentes ofidicos, e no Brasil 20 a 30.000
acidentes sdo notificados anualmente (Ministério da Saude, 1993) com uma taxa de
mortalidade de cerca de 1,8% a 2%, cabendo as serpentes dos géneros Bothrops e
Crotalus a responsabilidade por cerca de 90% dos acidentes (ROSENFELD,1971). A
incidéncia de envenenamento pelas espécies Bothrops atrox e Lachesis muta
muta, predomina nas florestas tropicais da América do Sul (LARRICK e cols., 1978;
THEAKSTON e cols., 1981a; CHIPPAUX e THEAKSTON,1987).

As serpentes da familia Crotalidae séo identificadas pela presenca de pequena
depresséo entre os olhos e as narinas, denominada pelos herpetologistas de fosseta
loreal. S&o serpentes agressivas, de presas longas, flexiveis e erectas quando abrem
a boca. Estas presas dobram-se para tras quando a boca se fecha e infligem na
vitima uma picada deixando marcas carcteristicas como se fossem picadas de agulha.
No contato, o veneno é espremido por contagdo do musculo da glandula venenifera.
O género Bothrops, compreende aproximadamente 31 espécies (CAMPBELL e
LAMAR, 1989), distribuidas por todo territorio brasileiro. Habitam preferencialmente
locais Umidos, como matas e areas cultivadas, possuem habitos noturnos e sao
consideradas as serpentes mais agressivas.

As serpentes do género Crotalus, as cascaveéis, sdo encontradas geralmente em
campos abertos, secos e arenosos, distribuindo-se ao longo do territorio brasileiro

inclusive na mata Atlantica e regido Amazodnica, onde aparecem em pequenas



manchas de cerrado isoladas na floresta. Nao tém por habito atacar e, quando
ameacadas, denunciam sua presenca com o ruido do chocalho. As serpentes desse
género, encontradas no Brasil, pertencem a uma Unica espécie, Crotalus durissus,
com seis subespécies (CAMPBELL e LAMAR, 1989).

O género Lachesis é formado por uma unica espécie, Lachesis muta, e cinco
subespécies. Sao encontradas na América do Sul, na floresta amazonica e na mata
atlantica até o paralelo que passa acima da foz do Rio Paraiba, e do nordeste até o
Rio de Janeiro; na América Central até o norte da Costa Rica. Habitam areas de
floresta primaria, de solo Umido, varzeas e proximidades de igarapés, possuindo
atividade noturna. E considerada a maior serpente peconhenta brasileira, chegando a
ultrapassar trés metros de comprimento (CAMPBELL e LAMAR, 1989). As
subespécies brasileiras sdo a L. muta muta da Amazonia e L. muta rhombeata.

Das serpentes da familia Elapidae, somente as do género Micrurus sdo encontradas
nas Américas. Possuem presas curtas e erectas; mascam quando mordem (néo
picam) e dessa forma introduzem o veneno na vitima.

O género Micrurus, possui 53 espécies (CAMPBELL e LAMAR, 1989), distribuidas no
Sul dos Estados Unidos, México, América Central e a grande maioria na América do
Sul. As corais ocorrem numa grande variedade de habitats. Em nosso meio, o
acidente elapidico é raro, havendo poucos relatos clinicos na literatura (Ministério da

Saude, 1991).



1. 1 . NATUREZA QUIMICA DE COMPONENTES DO VENENO DE SERPENTES

DOS GENEROS BOTHROPS, CROTALUS E LACHESIS

Os venenos das serpentes sdo, provavelmente, os mais complexos de todos os
venenos naturais, contendo diversos componentes. Mais de 90% de seus pesos
secos sdo proteinas com diversificadas acbes farmacolOgicas, toxinologicas e
bioquimicas. Essas proteinas compreendem grande variedade de enzimas toxicas e
proteinas ndo toxicas. As fracdes ndo protéicas sdo formadas por carboidratos,
lipideos, nucleosideos, nucleotideos, metais e outros (BIEBER,1979). O papel
especifico e a participacao de cada um dos componentes no envenenamento humano
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.

As atividades gerais dos venenos Crotalidae sdo caracterizadas por efeitos
proteoliticos (coagulante, hemorragico, necrosante, liberador de cininas, indutor de
edemas) e neurotéxico (BRAZIL e VELLARD, 1928; VELLARD, 1948; DEUTSCH e
DINIZ, 1955; DA SILVA e cols. 1989; DINIZ e OLIVEIRA, 1992).

Até o inicio do século, o interesse nos estudos de venenos de serpentes era motivado
para o tratamento dos acidentes, centrados na observacdo de sinais e sintomas
clincos que permitiam diagnésticos ndo muito precisos e avaliacdo apenas

aproximada da gravidade do acidente.



O interesse pelo estudo cientifico dos venenos foi despertado depois que SLOTTA e
FRAENKEL-CONRAT cristalizaram em 1938, no Instituto Butantan, em S&o Paulo,
uma proteina toxica do veneno de cascavel, a qual deu o nome de crotoxina; EAGLE,
no Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos, caracterizou componentes do
veneno de serpentes responsaveis pela coagulagdo sanguinea de mamiferos (1937);
MOURA GONCALVES e LAURA VIEIRA (1950) isolaram, por eletroforese, uma
segunda proteina toxica do veneno de cascavel denominada crotamina; ROCHA e
SILVA, ROSENFELD e BERALDO (1949) caracterizaram uma substancia hipotensora
de atividade sobre o musculo liso, liberado por proteases do veneno de B. jararaca, a

qual deram o nome de bradicinina.

1.1.1. COMPONENTES COM ATIVIDADE PROCOAGULANTE

Como uma das ac¢des dos venenos de serpentes € imobilizar rapidamente sua presa,
a principal atividade dos venenos estd relacionada com esta propriedade. Uma
dessas atividades é a acdo procoagulante que age diretamente sobre fatores da
cascata de coagulacéo, onde os alvos principais séo: fibrinogénio, protrombina e fator
X.

A enzima que tem atividade coagulante direta sobre o fibrinogénio € conhecida como
“thrombin-like” por possuir acdo semelhante a trombina. Esta foi demonstrada pela

primeira vez, no veneno de Bothrops atrox, B. jararaca e B. nunmifer, por EAGLE



(1937). Diferente da trombina que hidrolisa as cadeias a e 3 do fibrinogénio, a fracédo
“thrombin-like” (semelhante a trombina) de grande parte dos venenos de serpentes
encontradas no Brasil, libera apenas o fibrinopeptideo A da cadeia a. Nestas
condicbes, ndo ocorre a formacédo de dimeros de fibrina, etapa inicial da producéo de
fibrina fisioldgica.

O primeiro componente purificado do veneno de B. atrox foi denominado batroxobina
com nome registrado comercialmente de Defibrase ou Reptilase (STOCKER e
BARLOW, 1975; HOLLEMAN e WEISS, 1976; STOCKER e cols., 1982).

O veneno de Lachesis também possui atividade “thrombin-like” (DEUTSH e
DINIZ,1955). MAGALHAES e cols. (1981) e SILVEIRA e cols. (1989) purificaram e
caracterizaram parcialmente uma enzima “thrombin-like” dos venenos de Lachesis
muta noctivaga do veneno de Lachesis muta muta respectivamente.

NAHAS e cols. em 1964 relataram que o veneno de serpentes do género Crotalus,
possui um componente “thrombin-like”. RAW e cols. em 1986 isolaram do veneno de
Crotalus durissus terrificus esse componente. Essa fracdo possui propriedades
similares a outras enzimas “thrombin-like”.

Alguns venenos podem converter a protrombina em trombina diretamente ou na
presenca do fator V da cascata de coagulacdo. A ativagcdo da protrombina pelo
veneno de Bothrops foi investigada por NAHAS e cols. (1979), que demostraram que

a atividade desses venenos ndo € dependente do fator V.



HOFMAN e cols. (1987 b) purificaram e caracterizaram um ativador de protrombina do
veneno de Bothrops atrox. Trata-se de uma metaloenzima de cadeia polipeptidica
Gnica com peso molecular de aproximadamente 70 KDa.

Um ativador de fator X foi isolado do veneno de B. jararaca por DENSON e cols.
(1970) e purificado por FURUKAWA e cols. (1977). Duas isoformas de ativadores de
fator X foram separados do veneno de B. atrox por HOFMAN e BON (1987 a). Estes
ativadores sdo encontrados na maioria dos venenos botrépicos e ativam o fator X na

presenca de fosfolipidio e calcio (ROSING e TANS, 1992).

1.1.2. COMPONENTES COM ATIVIDADE HEMORRAGICA
Os componentes de veneno envolvidos na inducdo de hemorragia tém recebido
diferentes nomes pelos pesquisadores que o0s purificam, tais como, toxinas
hemorragicas, hemorraginas, principios hemorragicos, fatores hemorragicos,
proteases hemorragicas ou simplesmente proteases. Sao metaloproteinases e
representam cerca de 1% do veneno total. Agem sobre os capilares, destruindo

inicialmente a membrana basal e causando posteriormente, sua ruptura.



1.1.3. TOXINAS QUE AGEM SOBRE PLAQUETAS
O veneno das serpentes contém um grande namero de proteinas capazes de induzir
agregacao plaquetaria. DAVEY e LUSCHER (1967) sugeriram que esta atividade pode

resultar da ativacéo do fator X ou ativacao da protrombina na superficie de plaguetas.

1.1.4. ACAO PROTEOLITICA

A acdo proteolitica se refere a um conjunto de fragbes do veneno, com

especificidades diversas, e que geralmente sdo responsaveis pelos fendmenos locais.

A atuacao de enzimas proteoliticas do veneno sobre substratos diversos pode causar

lesao tecidual (acéo direta) e provocar a liberacédo de substancias dos tecidos lesados

(acéo indireta).

TENG e WANG, (1988), demonstraram que na patogénse do edema causado por
veneno de serpente com atividade proteolitica, ha participacdo de mastécitos e
neutréfilos que liberam cininas plasmaticas, fator ativador de plaquetas (PAF) e
metabolitos do &cido araquidénico que desencadeiam reagdes inflamatoérias no local da

picada.

1.1.5. NEUROTOXINAS
SLOTTA e FRAENKEL-CONRAT (1938) isolaram uma toxina do veneno da cascavel

sul Americana Crotalus durissus terrificus, denominada Crotoxina. Essa toxina
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corresponde aproximadamente a 50% do peso seco do veneno e apresenta atividade
neurotdxica (BRAZIL,1966), miotoxica (AZEVEDO-MARQUES,1985; CUPO,1988) e
hemolitica (ROSENFELD,1971).

RUBSAMEN e cols. (1971) desdobraram a Crotoxina, através de cromatografia em
Carboximetil-celulose em meio &cido, em duas fracdes: uma basica, de baixa
toxicidade e com atividade enzimatica que foi identificada como fosfolipase A; (enzima
que catalisa a lise da ligacdo do acido graxo na posi¢do 2 nos fosfolipideos); outra
acida, sem toxicidade, sem atividade enzimatica que foi denominada Crotapotina. A
Crotapotina potencia a toxicidade da Fosfolipase A,, protegendo-a da interacdo com
sitios de baixa afinidade (JENG e cols., 1978; HENDON e TU, 1979).

BARRIO (1961) e SEKI e BARRIO (1980) isolaram, do veneno de C. durissus , uma
glicoproteina com atividade esterasica e enzimatica semelhante a trombina

denominada Giroxina.

1.1.6. MIOTOXINAS
Sao caracterizadas por pequenos polipeptideos basicos com nenhuma atividade
enzimatica ou como grandes proteinas béasicas possuindo atividade fosfolipasica A,
presentes em venenos de serpentes que induzem contratura no musculo esquelético

ou produzem mionecrose ou mioglobinuria (STOCKER, 1990a).
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A acdo em células musculares pode ser direta, pela agdo de miotoxinas afetando a
integridade das membranas do musculo esquelético (QUEIROZ e cols., 1984) ou
indireta através de acéo isquémica (QUEIROZ e cols., 1984).

GONCALVES e VIEIRA em 1950, isolaram do veneno de Crotalus durissus
terrificus, uma proteina basica de peso molecular de aproximadamente 4,8 KDa,
denominada Crotamina. Constituida de 42 residuos de aminoacidos ligados por pontes
dissulfeto (LAURE, 1975), é encontrada principalmente nos venenos das serpentes
Crotalus durissus coletadas em certas regibes do Brasil, Argentina e Bolivia, com
porcentagem no veneno variando muito. Essa toxina, com atividade miotoxica
(CAMERON e TU, 1978) atua em fibras musculares alterando sua permeabilidade aos
ions sodio, potassio e célcio (CHEYMOL e cols., 1971), produzindo espasmos
musculares em alguns animais. Em camundongos, produz paralisia das extremidades
posteriores, lacrimejamento, dificuldade respiratoria, convulsdées e morte (LAURE,

1975).

1.1.7. PEPTIDEOS POTENCIADORES DE BRADICININA
Sao peptideos de baixo peso molecular, ricos em prolina e compostos de 5 a 12
aminoacidos, os quais potenciam a atividade da bradicinina. Esse efeito € mediado
pela inibicdo de cininases que agem sobre a bradicinina e também pela inibicdo da

carboxipeptidase que converte angiotensina | em angiontensina Il.
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FERREIRA (1965) mostrou pela primeira vez a presenca de um peptideo que potencia
a acdo da bradicinina em veneno de B. jararaca, conhecido com BPP9a. E um
potente inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) e produz abaixamento
da pressdo arterial em animais de experimentacdo por impedir a conversdo da

angiotensina | em angiotensina Il.

1.2 . ENVENENAMENTO

A gravidade dos acidentes ofidicos depende de uma série de fatores, ndo se podendo
concluir, a priori, suas consequéncias. Estas vao depender de elementos casuais,
sobressaindo os seguintes: idade, peso e saude geral da vitima, sitio da picada,
quantidade de veneno inoculada, espécie envolvida, sensibilidade da vitima ao veneno
e ao tratamento.

Devido a complexidade dos venenos, varios efeitos bioldégicos podem ser observados
(CHIPPAUX e cols., 1991). Os venenos possuem fatores toxicos que isolados e
agindo individualmente produzem um efeito bioldégico particular mas quando
associados podem agir sinergisticamente. Geralmente, os sinais e sintomas relatados
sdo: edema, hemolise, choque, sangramento, insuficiéncia renal, mionecrose e

neurotoxicidade (NELSON, 1989).
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O diagnostico dos acidentes por serpentes peconhentas deveria ser feito, sem erro ,
através da identificacdo do animal envolvido. Como raramente se captura a serpente
que causa o acidente, a identificacdo faz-se mediante a observagdo dos sintomas e
sinais clinicos, mais ou menos caracteristicos, induzidos pela inoculacdo de venenos
dos diferentes géneros.

No Brasil, picadas por serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis produzem
manifestacbes locais como dor, inchaco, equimose e necrose (KAMIGUTI e cols.,
1991) e manifestacdes sistémicas como hipotensao arterial e choque. Ja serpentes do
género Crotalus, produzem manifestacao local minima ou nenhuma, e manifestacdes
sisttmicas como: urina marrom, ptose palpebral, sonoléncia, mialgia, as quais
resultam de acbes neurotdxicas e miotoxicas do veneno (AZEVEDO-MARQUES e
cols., 1985).

As complicacbes devidas as picadas por serpentes da subfamilia Crotalinae, sao

associadas a perda de tecido local devida a necrose e insuficiéncia renal aguda

(AMARAL e cols., 1985, 1986).

1.3 .SOROTERAPIA

As bases do tratamento especifico dos acidentes humanos ocasionados por animais

peconhentos surgiram a partir dos trabalhos de SEWALL (1887) nos Estados Unidos ,
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seguidos, logo apos, pelos trabalhos de PHISALIX e BERTRAND (1894) no Museu de
Historia Natural de Paris e de CALMETTE (1894) no Instituto Pasteur. Estes
investigadores mostraram que era possivel obter anticorpos contra o veneno de
animais peconhentos, assim como havia sido possivel obté-los contra as toxinas
bacterianas.

Segundo revisdo publicada em 1992 por HAWGOOD, VITAL BRAZIL em 1898
verificou experimentalmente que o soro antiofidico de CALMETTE n&o era eficaz
contra as ac¢Bes do veneno de algumas espécies de serpentes brasileiras. As
observacdes de VITAL BRAZIL levaram a descoberta da especificidade da soroterapia
antipeconhenta. Em 1898, trabalhando no Instituto Bacteriolégico de Sao Paulo,
preparou os primeiros soros de eficacia comprovada contra o veneno das serpentes
dos géneros Bothrops e Crotalus.

O soro antiofidico, em largo uso hoje, € composto de anticorpos obtidos do sangue de
cavalos imunizados com veneno bruto de uma ou mais espécies de serpentes. A
obtencéo e preparo do soro antiofidico em sua formulacao final, constitui um processo
elaborado que requer manipulagédo e processamento industrial adequado como o que
vem sendo feito hoje no Brasil por trés instituicbes oficiais: Instituto Butantan (Sao
Paulo), Fundacéo Ezequiel Dias (Minas Gerais) e Instituto Vital Brasil (Rio de Janeiro).
A disponibilidade imediata do soro antiofidico, uma situacéo dificultada em diversas

regides do pais, principalmente na zona rural e norte do pais, é fator essencial de
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sucesso no tratamento do acidentado e a eficacia deste tratamento esta relacionada
com a escolha correta do antiveneno especifico a ser empregado. A escolha deste
antiveneno especifico se faz possivel quando a serpente envolvida no acidente é
corretamente identificada. O diagnostico do acidente, na maioria das vezes, é feito
mediante a observacdo do quadro clinico apresentado pelo doente, porém em muitos
casos esses sintomas ndo sao claros, sdo duvidosos ou demorados. Como exemplo,
na regido Amazonica, onde serpentes dos géneros Lachesis e Bothrops coexistem,
ambos o0s venenos induzem os mesmos sintomas de envenenamento impossibilitando

assim o diagnastico clinico.

1.4 .IMUNODIAGNOSTICO DOS ACIDENTES OFIDICOS

O diagndstico no envenenamento ofidico € baseado nas alteragdes clinico-
laboratoriais apresentadas pelos pacientes e no reconhecimento do animal envolvido
no acidente. Recentemente, métodos de imunodiagnosticos vém sendo desenvolvidos
apresentando-se como mais uma alternativa no diagnostico do ofidismo,
principalmente em casos onde os sintomas clinicos caracteristicos, induzidos pelos
venenos das diferentes espécies sdo insuficientes ou duvidosos.

A dosagem de venenos e antivenenos em liquidos organicos e tecidos de pacientes

vitimas de acidentes por animais peconhentos foram tentadas no inicio deste séeculo
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(LAMB, 1902). Estas dosagens, além de fornecerem subsidios para o esclarecimento
de aspectos relacionados com os mecanismos fisiopatolégicos dos envenenamentos,
poderiam servir para estudar a cinética de neutralizacdo de venenos por antivenenos
especificos na corrente sanguinea. Por sua vez, os estudos da cinética de
neutralizacdo de venenos possibilitariam avaliar a eficacia da soroterapia e permitiriam
verificar, de forma quantitativa, as doses de antivenenos efetivamente necessérias
para o tratamento destes pacientes (GREENWOOD e WHITTLE, 1974; THEAKSTON
e cols., 1977, THEAKSTON e REID, 1979; THEAKSTON, 1983; HO e cols., 19864,
MINTON, 1987).

Uma técnica ideal para dosagens de venenos e antivenenos deve ter alta sensibilidade
e boa especificidade, certa rapidez, baixo custo, reprodutibilidade e utilizar
equipamentos simples de modo que possa ser realizada em pequenos hospitais
(THEAKSTON, 1983; HO e cols., 1986a). Entre as diversas técnicas desenvolvidas
para estas dosagens destacam-se os métodos de precipitacdo e imunodifuséo,
imunofluorecéncia e imunohistoquimica, hemaglutinagdo, imunoeletroforese,

radioimunoensaio e testes imunoenzimaticos (ELISA).

1.4 .1. Testes de precipitacao e imunodifusao
A precipitagdo desencadeada pela mistura do veneno de serpentes com antiveneno

especifico foi a primeira técnica utilizada na identificacdo de venenos. LAMB,1902,
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mostrou que o antiveneno de cobra formava um precipitado na presenca do veneno de
cobra, mas ndo do veneno de Echis carinatus (Viper), Hoplacephalus curtus e
Bungarus fasciatus (Colubrinae). Esta técnica foi empregada para detectar veneno
nos tecidos de uma paciente que faleceu apés acidente pela serpente Ophiophagus
hannah (MUELING e cols., 1957). Os testes de precipitacdo, embora simples e

baratos, sdo de baixa sensibilidade e pouca especificidade.

1.4 .2.Imunofluorescéncia e imunohistoquimica
TIRU-CHELVAM (1972) utilizou a imunofluorecéncia para detectar a deposicdo do
veneno de B. atrox e C. adamanteus nos tecidos de ratos apoOs inoculacdo
intraperitoneal destas peconhas.
A técnica se mostrou sensivel e especifica para estudo em tecidos e o autor
recomendou sua adaptacdo para detectar veneno no plasma e outros fluidos
corporais.
SAKURAI e cols.(1986) empregaram técnicas de imunohistoquimica (peroxidase) e
imunofluorescéncia para identificacdo do veneno no parénquima renal de
camundongos inoculados com veneno da serpente Agkistrodon aculatus.
Estas técnicas, entretanto nao tiveram muita aplicacéo clinica por serem demoradas,

relativamente complexas e de custo elevado.
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1.4 .3.Hemaglutinagéo :

A técnica de hemaglutinacdo passiva usando hemacias de carneiro sensibilizadas com
veneno de Crotalus viridis helleri foi utilizada para detectar experimentalmente a
presenca de veneno e de antiveneno (STAVITSKY e ARQUILA, 1955; BOCHE e
RUSSELL, 1968). A deteccao do antiveneno foi feita diretamente pela aglutinacao das
hemacias de carneiro sensibilizadas. A concentracdo do veneno pode ser estimada
indiretamente pela sua capacidade em reduzir ou impedir a aglutinacdo das hemacias
sensibilizadas quando misturados com o antiveneno.

Esta técnica foi também capaz de detectar a presenca de antiveneno no plasma de
pacientes tratados com soro antiofidico.

Entretanto, apesar de ser um teste sensivel e de baixo custo, a instabilidade dos

conjugados limita sua utilizac&o clinica e experimental.

1.4 .4 . Imunoeletroforese :
TU e SALAFRANCA (1974) e GAWADE e GAITONDE (1980), utilizaram técnicas
imunoeletroforéticas para o imunodiagnéstico e ensaios bioldgicos de eficacia de

antivenenos. Testaram a capacidade do antiveneno monoespecifico contra Enhydrina
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schistosa, de fabricacdo australiana (CSL) e indiana (HAFFKINE), em neutralizar
venenos de outras espécies de serpentes marinhas.

A técnica mostrou-se pouco especifica, mas pode ser utilizado em testes de eficacia
de antivenenos “in vitro”, evitando-se 0 uso excessivo de animais para este fim

(THEAKSTON, 1983).

1.4 .5 . Radioimunoensaio:

A técnica de radioimunoensaio foi aplicada pela primeira vez em ofidismo por
COULTER e cals. (1974), objetivando a quantificacdo do veneno no soro de pacientes.
Este método foi originalmente utilizado em pacientes picados por serpentes
australianas Notechis scutatus e Demansia textilis. A sensibilidade nestes estudos
foi da ordem de 15 ng/ml e as dosagens foram altamente reprodutiveis, possibilitando
a sua aplicacédo clinica com sucesso.

A técnica também se mostrou util na detec¢do de veneno no sangue, urina e tecido de
pacientes picados por serpentes (SUTHERLAND e cols., 1975; SUTHERLAND e
COULTER, 1977).

Embora seja a técnica mais sensivel para deteccdo de venenos e antivenenos nos
fluidos corporais e tecidos, ela requer equipamentos de alto custo, pessoal qualificado

na manipulagéo de radioisotopos e leva em média 24 horas para ser executada. Estes
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125

fatores, associados a curta meia vida do ““’I tornaram inviavel a utilizagdo da técnica

em estudos clinicos e epidemioldgicos.

1.4 .6 . Teste imunoenzimatico (ELISA):
A técnica de ELISA tem sido amplamente utilizada, desde sua introducdo por
ENGVALL (1971), por se tratar de um meétodo simples, econdmico e sensivel para
determinar macromoléculas qualitativa e quantitativamente.
THEAKSTON e cols. (1977) foram os primeiros a aplicar a técnica de ELISA para
deteccdo de antigenos e anticorpos contra veneno de serpentes. Utilizaram o método
“duplo sanduiche” para deteccdo de antigenos do veneno e o método indireto para
deteccao de anticorpos especificos contra o veneno (VOLLER e cols., 1979).
Esta técnica foi primeiramente utilizada em pacientes nigerianos picados por Echis
carinatus. Dessa forma, foi possivel a quantificacdo de veneno em amostras de
sangue, soro aspirado no local da picada e urina; ainda sendo possivel o
acompanhamento desses niveis durante a evolucdo do paciente e o efeito da
soroterapia nesses niveis.
A reducado do tempo de execucdo da técnica de ELISA pode ser conseguida através
da otimizacdo dos reagentes sem que isto prejudique a sensibilidade do teste.
THEAKSTON e cols. (1983) reduziram o tempo do teste para 3 horas. DHALIWAL e

cols. (1983) reduziu o teste para 35 a 45 minutos, detectando em soro de pacientes
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15,6ng/ml e 7,8ng/ml de veneno das serpentes Agkistrodon rhodostoma e Naja naja
respectivamente.

LABROUSSE e cols. (1988) descreveram um teste ELISA rapido e sensivel para
deteccdo experimental da peconha de Vipera ammodytes. Os resultados podem ser
obtidos em 15 minutos e pode-se detectar 5 ng de veneno por mililitro de soro.
Entretanto observou-se uma reatividade cruzada, impossibilitando o uso desta técnica
em paises onde serpentes de diferentes géneros coexistem na mesma area. COX e
cols. (1992) descreveram um novo método de ELISA o qual identifica corretamente
veneno de 5 géneros de serpentes medicamente importantes da Australia.

Esta técnica, pela simplicidade de execucdo e por apresentar boa sensibilidade e
especificidade, passou a ser amplamente utilizada em inquéritos epidemiolégicos de
acidentes ofidicos e em estudos da efichcia de antivenenos em acidentes por
serpentes peconhentas (COULTER e cols., 1980; SILAMUT e cols., 1987; THAN e
cols., 1987; THEAKSTON, 1989; BARRAL-NETTO e cols., 1990; CHAVEZ-
OLORTEGUI e cols., 1993).

HO e cols (1986a) analisaram criticamente os trabalhos nos quais esta técnica foi
utilizada para imunodiagnostico de acidentes ofidicos, e assinalaram alguns aspectos
que deveriam ser equacionados antes que a mesma fosse aplicada as investigacoes
clinicas e epidemioldgicas. Entre estes destacaram: a) as reacfes cruzadas e as

reacdes ndo especificas como sendo capazes de produzir resultados falso positivos,
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afetando desta forma a sensibilidade do método; b) embora estaveis, a qualidade dos
reagentes empregados poderia afetar tanto a sensibilidade quanto a especificidade; c)
a falta e determinacdo do “cut-off’, ou seja o limite entre o teste positivo e teste
negativo utilizando ndamero apropriado de pacientes controles “normais”; d) a
sensibilidade e a especificidade do método deveriam ser previamente determinados
nos estudos imunodiagnosticos, assim como os valores preditivos, nos casos de
inquéritos soroepidemioldgicos; €) na deteccdo de anticorpos, a possibilidade de
reacdo nado especifica e de reacdo cruzada € muito maior do que na determinacéo do
antigeno (veneno).

Entretanto, a técnica de ELISA se presta ao estudo da eficacia de antivenenos nos
pacientes acidentados desde que se conhecam o0s niveis de antivenenos antes da sua

administracdo (zero do antiveneno), servindo o paciente como seu proprio controle.

Neste trabalho, descreveremos métodos imunodiagnosticos capazes de identificar,
quantificar e diferenciar os venenos e antivenenos em soro de pacientes acidentados
por serpentes das espeécies Bothrops atrox e Lachesis muta muta (causam a
maioria dos acidentes na regido norte do Pais) e dos géneros Bothrops e Crotalus

(causam a maior parte dos acidentes na regido sudeste do que em outras regides do
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pais) além dos componentes crotamina e crotoxina presentes no veneno da espécie

Crotalus durissus.




2 . OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL:

Desenvolvimento de métodos de imunodiagnostico capazes de identificar,
diferenciar e quantificar venenos e antivenenos em soros de humanos acidentados por

picadas de serpentes.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Desenvolver um método de ELISA Sanduiche capaz de identificar e diferenciar os
venenos de Bothrops atrox e Lachesis muta muta.

» Desenvolver um método de ELISA Sanduiche capaz de identificar e diferenciar os
venenos de Crotalus e Bothrops spp.

« Identificar componentes (Crotoxina e Crotamina) do veneno de Crotalus durissus
terrificus em soro de animais de experimentacdo e pacientes acidentados por
cascavel.

» Desenvolver um método de ELISA direto para identificar e quantificar antivenenos
em soros de pacientes submetidos a soroterapia apos acidente por picada de
serpentes.

» Desenvolver um método de ELISA Sanduiche para identificar veneno de Crotalus

durissus terrificus crotamino positivo e crotamino negativo.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Utilizou-se camundongos fémeas (18 - 22g) da raca CF 1 e coelhos adultos fémeas da
raca New Zealand (2.0 - 2.5 Kg), mantidos no biotério da Fundacéo Ezequiel Dias Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Utilizaram-se cavalos para a obtencdo de plasma hiperimune produzido pela
Fundacdo Ezequiel Dias. Esses cavalos imunizados sdo mantidos na Fazenda

Experimental S&o Judas Tadeu, no municipio de Betim, Minas Gerais.

3.2.Venenos

Os venenos foram obtidos de serpentes adultas Crotalus durissus, Bothrops
alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni , B. neuwiedi, provenientes da
regido de Minas Gerais, Brasil e B. atrox e Lachesis muta muta, provenientes da
represa de Balbina, Manaus, AM, Brasil.

As serpentes foram mantidas em caixas individuais no Serpentario da FUNED.

Para coleta do veneno, as serpentes foram anestesiadas em caixas de plastico e

mantidas a 2°C em atmosfera de CO2 produzida pela evaporacdo de gelo seco. O
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veneno € obtido por compressdo manual das glandulas: este é coletado
individualmente, liofilizado e estocado a -20°C até sua utilizacao.

As serpentes do género Bothrops que formam parte da mistura de venenos,
(Bothrops alternatus (10%), B. jararaca (40%), B. jararacussu (13%), B. moojeni
(14%), B. neuwiedi (10%) e B. atrox (13%),utilizados como imunégeno para producao
do soro anti-botropico pela FUNED, sera denominado em nosso trabalho como veneno

de Bothrops spp.

3.2 .1 . Purificagdo da Crotamina e Crotoxina do  veneno total de

Crotalus durissus terrificus:

A Crotamina e Crotoxina utilizadas neste trabalho foram fracionadas por cromatografia
de filtracdo molecular utilizando duas colunas Sephadex G-75 em série, a partir do
veneno total de Crotalus durissus terrificus crotamino positivo, de acordo com
procedimentos descritos por SLOTTA E FRAENKEL-CONRAT, 1938 e modificado por
SEKI e cols., 1980.

O veneno total é solubilizado em tampéao de equilibrio formiato de aménio 50 mM, pH
3.5 e centrifugado a 4.000 rpm (centrifuga Beckman/ Microfuge 11) por 10 minutos
para remocao de particulas insolUveis. Logo apds, a concentracdo de proteinas do
sobrenadante foi estimada pelo método de LOWRY e cols., 1951. O veneno foi

aplicado as colunas sob fluxo de 15 ml/hora coletando-se amostras de 5ml/tubo e
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apos a estimativa da concentracdo de proteinas, as fracdes foram testadas quanto as

atividades fosfolipasicas, miotoxicas e identificadas.

3. 3. Antivenenos

3.3 . 1. Antiveneno anti-botrépico, anti-crotali  co, anti-laquético e anti- B.
atrox:
Plasmas hiperimunes de cavalos imunizados com os respectivos venenos, seguindo
esquemas de imunizacédo recomendados pela Comissédo de Padronizacao de Venenos
e Antivenenos das Instituicdes Produtoras de Antiveneno em novembro de 1992,
foram obtidos da Divisdo de Producdo de Soros e Imunobiolégicos da Fundacéao

Ezequiel Dias.

3.3.1.1. Purificacdo de imunoglobulinas se m reatividade cruzada
entre os venenos de B. atrox e L. muta muta:
Como anticorpos anti-B. atrox e anti L. muta muta apresentaram reatividade cruzada
com ambos venenos, a nossa proxima etapa foi fracionar essa populacdo de
anticorpos responsaveis por essa reatividade. Para essa finalidade duas colunas de
afinidades, diferentes, foram preparadas por conjugacdo de cada veneno com

Sepharose 4B ativada com brometo de cianogénio (CNBr). As condi¢cbes da ligacao
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covalente dos venenos a matriz de Sepharose ativada foram realizadas de acordo com
as instrucdes do fabricante (Pharmacia).

Assim, um grama de Sepharose ativada foi incubada durante a noite a 4°C com 10 mg
de cada veneno (B. atrox e L. muta muta ) em tamp&o de acoplamento, bicarbonato
de sodio (100 mM, 50 mM de NaCl, pH 9.6), mantido sob agitacdo durante 24 horas a
4°C. O veneno nao ligado foi retirado pela lavagem da resina com o tampao de
acoplamento e o0s possiveis sitios ativos ndo ocupados foram bloqueados com tampé&o
glicina (200 mM, 500 mM NaCl, pH 8.0) mantido sob agitacdo por 2 horas a 25°C.
Cada Sepharose -veneno foi empacotada utilizando colunas de 6 ml e equilibrada com
PBS (50 mM, 150 mM NaCl, pH 7.4).

Para purificar anticorpos que regem especificamente com cada um dos venenos,
imunoglobulinas (anti-B. atrox ou anti-L. muta muta) obtidas em Sepharose-Proteina
A (fracionamento realizado de acordo com procedimentos descritos por EY e cols.,
1978) foram aplicadas a coluna de imunoafinidade. Aproximadamente 40 mg de
anticorpos anti-B. atrox foi primeiro aplicado a coluna Sepharose-veneno de L. muta
muta. As imunoglobulinas foram deixadas em contato com o gel durante 2 horas a
4°C. Posteriormente, a coluna foi lavada com tamp&o de equilibrio - PBS (50 mM, 150
mM NacCl, pH 7.4) até que a absorbancia 280 nm retorne a linha de base. A primeira
fracdo de IgGs nao retidas na coluna foram coletadas, concentradas e aplicadas agora

na segunda coluna - Sepharose-Veneno B. atrox. As fragbes de imunoglobulinas n&o
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retidas nesta ultima coluna foram eluidas com tampé&o de equilibrio, representando as
IgGs responsaveis pela reatividade cruzada. J4 a segunda fracdo de imunoglobulinas
que se ligaram a coluna, ou seja, aquelas que reagem somente com o veneno de B.
atrox, foram eluidas com tampé&o glicina-HCI (100 mM, 150 mM NaCl, pH 2.8),
imediatamente neutralisadas com hidréxido de sodio 1M, dialisadas e concentradas no
sistema Amicon (a GRACE company - 8400). A concentracdo de proteinas foi
determinada pelo método de LOWRY e cols. (1951) utilizando soro albumina bovina
como padréo. Ao final, obteve-se IgGs que reconhecem com especificidade apenas ao

veneno de B. atrox.

As IgGs de cavalo anti-veneno de L. muta muta obtidas por cromatografia em
Sepharose-Proteina A, foram fracionadas em colunas Sepharose-veneno de B. atrox
e apos Sepharose-veneno L. muta muta, utilizando o mesmo procedimento descrito
acima. Ao final do processo, obteve-se IgGs que reconhecem com especificidade

apenas ao veneno de L. muta muta.

3.3.1.2. Purificagdo de IgGs sem reatividade cruzada entre os

venenos de Bothrops spp e Crotalus:
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Para purificacdo destas imunoglobulinas especificas para cada veneno, utilizou-se o
mesmo protocolo descrito no item 3.3.2, obtendo-se ao final do processo IgGs que

reconhecem somente o veneno de Bothrops spp ou Crotalus.

3.3.2.0btencéo de anticorpos anti-crotamina:

Para obtencdo de anticorpo anti-crotamina, um coelho fémea foi imunizado com
crotamina, seguindo o seguinte esquema de imunizacdo: dose inicial foi de 50ug de
crotamina dissolvida em 0,5 ml de PBS emulsificado em 1,5 ml de adjuvante completo
de freund (Sigma). O material foi inoculado subcutaneamente em quatro sitios no
dorso do animal. Mais quatro doses de 75, 75, 75 e 100 ug da fragcdo crotamina em
adjuvante incompleto de freund (Sigma), foram administradas num intervalo de 2, 3, 3
e 4 semanas respectivamente.
A sangria para obtencdo do soro foi realizada uma semana apos a quinta dose, por
puncao da veia lateral da orelha.

3.3.2.1. Purificagdo de Imunoglobulinas do  isotipo IgG anti-
crotamina:
Coluna de afinidade contendo crotamina de Crotalus durissus terrificus acoplada a

Sepharose-CNBR, foi preparada de acordo com instru¢des do fabricante.
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A fracdo de IgG anti-crotamina foi isolada por cromatografia de afinidade em coluna
Sepharose-crotamina. Amostra de IgG de coelho anti-crotamina (50 mg) foi aplicada
na coluna Sepharose-crotamina sob fluxo de 10 ml/hora. A coluna foi lavada com PBS
até que absorbancia a 280 nm do efluente retorne a linha de base. O primeiro pico que
nao se ligou a coluna foi coletado, liofilizado e estocado. O material ligado a coluna foi
eluido com solucdo glicina-HCI 100 mM, 150 mM NaCl (pH 2.8), imediatamente
neutralizado com hidréxido de sédio 1 M, dialisado em tampéao bicarbonato de amonio
50 mM (pH 8.0) e liofilizado. Apds solubilizagcdo em PBS, a concentracdo de proteinas

foi determinada pelo método de LOWRY e cols., 1951.

3.3.3.0Obtencéo de IgG F(ab '), anti- crotoxina:
Plasma de cavalos anti-veneno total de Crotalus durissus terrificus foi obtido da
Divisdo de Imunobioldgicos da Fundagcdo Ezequiel Dias. Durante o processamento
deste plasma para producdo do soro anti-crotalico, é feito um tratamento enzimatico
com pepsina para obtencdo de fragmentos F(ab’), de 1gG. Porém, uma significativa
porcentagem do plasma ainda mantém IgG néo clivadas pela pepsina (IgG total). Para
obtencéo de IgG F(ab’), sem contaminante de IgG total, este plasma foi fracionado por
cromatografia de imunoafinidade em coluna Sepharose-Proteina A seguindo a

metodologia descrita por EY e cols. (1978).
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3.3.3.1.Purificacéo de IgG F(ab ), anti-crotoxina:

Coluna de afinidade Sepharose-crotoxina de Crotalus durissus terrificus foi preparada
de acordo com instrucdes do fabricante.
Uma amostra da fracdo IgG F(ab’), anti-veneno total (aproximadamente 100 mg) foi
aplicada a coluna Sepharose-crotoxina, sob fluxo de 10 mi/hora. A coluna foi lavada
com PBS até que absorbancia a 280 nm do efluente retorne a linha de base. A
primeira fracdo que ndo se ligou a coluna foi coletado, liofilizado e estocado. O
material ligado a coluna contendo fracdo IgG F(ab’), anti-crotoxina, foi eluido com
glicina-HCI coletando-se fracdes de 2 ml que foram imediatamente neutralizadas com
hidroxido de sddio 1 M, dialisadas e liofilizadas para utilizacdo nos testes de ELISA.

3.4 . ELISA - para detectar anticorpos antivenenos
ELISA para detectar anticorpos foi realizada utilizando-se o procedimento descrito por
ENGVALL e PERLMANN (1971).
Duas microplacas HEMOBAG, 96 cavidades (Ribeirdo Preto/SP - Brasil), foram
sensibilizadas com 100pl/cavidade (volume padrédo) de uma solucdo : 20ug/ml de
veneno total das serpentes em tampao carbonato de sddio (pH 9.6) por uma noite a
4°C. As placas foram lavadas duas vezes com solucdo de lavagem (Tween 0.05%,
150mM de NaCl - SL), e bloqueadas com caseina 2% em PBS (Solucéo de bloqueio =
SB) e incubadas durante 1 hora a 25°C. Apo6s lavagem com SL, adicionou-se

imunoglobulinas G néo relacionadas entre veneno de B. atrox e L. muta muta ;
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Crotalus e Bothrops spp. Estas IgGs foram adicionadas em diluicdo apropriada em
tampéo de incubacgéo (caseina 0,25%, tween 0,05% em PBS - Tamp&o de Incubacao
= TI). As placas foram incubadas por 1 hora a 25°C e logo a seguir, lavadas 6 vezes
com SL. Peroxidase acoplada a anti-lgG de cavalo (Sigma diluida 1:1500 em TI) foram
adicionadas as placas como segundo anticorpo e incubadas por 1h a 25°C. As placas
foram lavadas e a atividade enziméatica foi revelada usando-se a solucdo substrato -
ortofenilenodiamino (OPD) 0,33 mg/ml em tampéo citrato pH 5.2, na presenca de
0,04% de agua oxigenada. ApoOs 15 minutos de incubacéo, a reacéo foi interrompida
pela adicdo de 20ul de &cido sulfarico diluido 1:20. As leituras de absorbéancia foram

feitas a 492 nm utilizando um leitor de ELISA (Titertek Multiskan).

3 . 5 . ELISA para determinar anticorpos antivenenos em soros de
pacientes acidentados:
As placas foram sensibilizadas por uma noite & 4°C com solugdes contendo o0s
diferentes venenos de B. atrox; L. muta muta; Crotalus; Bothrops spp (5pug/ml) em
tampao carbonato(pH 9.6).
As placas foram lavadas com SL e a solucdo de bloqueio foi adicionada por 1 hora a
25°C e entéo lavadas duas vezes. Diluicdo apropriada de soro humano 1:200 em TI foi

adicionada as placas e incubadas por 1 hora a 25°C. Apés lavagem, IgG anti-lgG de
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cavalo-peroxidase (Sigma, diluida 1:1000 em TI) foi adicionada por 1 hora a 25°C. As
placas foram lavadas e a solugdo de substrato adicionada segundo procedimentos

descritos anteriormente.

3.6 . Preparacéo e titulacdo dos conjugados:
3.6.1. Preparacéo:

Imunoglobulinas antiveneno de cavalo especificas de B. atrox e L. muta muta;
Crotalus e Bothrops spp; IgG F(ab’), de cavalo anti-crotoxina e 1IgG de coelho anti-
crotamina, foram conjugadas, independentemente, a peroxidase de acordo com o
método de NAKANE e KAWOI (1974).

A enzima peroxidase foi dissolvida em &gua destilada (5 mg em 1 ml de agua).
Adicionou-se 400ul da solucdo de periodato de sodio 100 mM. Apos dialise em
tampéao carbonato de so6dio 100 mM (pH 9.5), esta solu¢éo foi incubada sob agitacao
com 10 mg de IgG ou IgG F(ab’), antiveneno especifico, durante 3 horas a 25°C.
Acrescentou-se, posteriormente, 200ul da solucdo de boridreto de sédio (4 mg/ml).

Apo6s incubacéo de 3 horas a 4°C, este complexo foi dialisado em tampao borato de
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sédio 100 mM (pH 7,4) e adicionou-se 60% de seu volume total em glicerol. Aliquotas

do conjugado foram estocadas a -20°C.

3.6 . 2. Titulagdo dos conjugados:
Placas HEMOBAG 96 cavidades, foram sensibilizadas com 100ul/cavidade com uma
solucdo de veneno total ou fracbes, numa diluicdo seriada (1 a 0,078ug/ml) em
tampao carbonato de sodio (pH 9,6), por uma noite a 4°C. Depois de bloqueadas por 1
hora & 37°C para B. atrox e L. muta muta e 1 hora a 25°C para os demais, e lavadas,
foram adicionadas as placas (100ul/cavidade) diferentes concentracbes dos
conjugados, em TI, por 1 hora a 37°C para HRP-lgG-anti-B. atrox e HRP-IgG-anti-L.
muta muta e os demais conjugados por 1 hora a 25°C. As placas foram lavadas e a

solucéo de substrato adicionada segundo procedimentos descritos anteriormente.

3.7 . ELISA Sanduiche para determinar e diferenciar antig  enos circulantes
dos venenos das serpentes B. atrox ou L. muta muta, em soros de pacientes
acidentados:

Microplacas HEMOBAG foram sensibilizadas (100ul/cavidade) com uma solucéo de
5ug/ml de IgG de cavalo com reatividade especifica contra o veneno das serpentes B.

atrox ou L. muta muta em tampé&o carbonato (pH 9,6) por 1 hora a 37°C e logo apos
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mantidas a 4°C por uma noite. As placas foram lavadas e bloqueadas 1 hora 37°C
(depois de blogueadas e lavadas, as placas podem ser estocadas a -20°C contendo
SL). Apés serem lavadas, foram adicionadas as placas 100ul/cavidade de soro diluido
1:4 em TI, e incubadas 1 hora 37°C. Os soros utilizados neste experimento sao
provenientes de pacientes humanos suspeitos ou acidentados por serpentes B. atrox
e L. muta muta, doado pelo “Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto”, Belém,
Pard ou “Hospital de Medicina Tropical de Manaus”, Manaus, Amazonia. As placas
foram novamente lavadas com SL e incubadas 1 hora 37°C com peroxidase acoplada
a lgG antiveneno especifica de B. atrox ou L. muta muta (diluicdo apropriada em TI).
As placas foram lavadas e a solugdo substrato adicionada segundo procedimentos
descritos anteriormente.

Uma curva de referéncia foi obtida usando-se concentracbes conhecidas (1 a
0,048ug/ml) de veneno total de B. atrox e L. muta muta em soro normal, permitindo

dessa forma a converséo do resultado final de absorbancia para ng/ml.

3. 8. ELISA Sanduiche para determinar e diferenciar a ntigenos circulantes
dos venenos das serpentes dos géneros Bothrops spp, Crotalus; e detectar

crotamina e crotoxina, em soro de pacientes acident  ados:
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Microplacas HEMOBAG foram sensibilizadas (100 pl/cavidade), com uma solucao
contendo 10 pg/ml; de IgG de cavalo com reatividade especifica contra o veneno das
serpentes dos géneros Bothrops spp e Crotalus e 5 pg/ml de IgG F(ab’), anti-
crotoxina e IgG de coelho anti-crotamiana, em tampéao carbonato de sodio (pH 9,6) por
uma noite a 4°C. As placas foram lavadas e bloqueadas por 1 hora a 25°C. Apos
serem lavadas, foram adicionados as placas 100 pl/cavidade, soro diluido 1:2 em Tl e
incubadas por 1 hora a 25°C. Os soros utilizados nestes experimentos s&o
provenientes de pacientes suspeitos ou acidentados por serpentes do género
Crotalus, doado pelo “Hospital de Pronto Socorro Jodo XXIII”, Belo Horizonte, MG. As
placas foram lavadas 6 vezes com SL e incubadas por 1 hora a 25°C com peroxidase
acoplada a: 1gG de cavalo antiveneno especifica de Crotalus (1:800); Bothrops spp
(1:800); 1gG F(ab’), anti-crotoxina (1:200) e IgG de coelho anti-crotamina (1:1000). As
placas foram lavadas e a solucdo substrato adicionada segundo procedimentos
descritos anteriormente.

Uma curva de referéncia foi obtida usando-se concentracbes conhecidas (1 a
0,048ug/ml) de veneno total ou fracdes, permitindo dessa forma a conversdo do

resultado final de absorbancia para ng/ml de soro.

3.9. Avaliagéao da especificidade dos testes de ELISA
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Grupos de 30 camundongos receberam, aleatoriamente doses néo letais da peconha,
contendo 5ug de veneno total de B. atrox, L. muta muta , Crotalus e Bothrops spp
em 0,1 ml de PBS e 0,1 ml de PBS como grupo controle. Uma hora apds a inoculacéo,
0s soros destes camundongos foram obtidos e submetidos ao teste de ELISA
Sanduiche em duas placas correspondentes a cada possivel antigeno.

A natureza do antigeno circulante foi determinada pelo teste de ELISA e comparada

com o veneno inoculado no camundongo correspondente.

3 . 10 . Determinacao do “cut-off” dos testes de ELISA para dosagens de
antigenos circulantes:
A média mais dois desvios padrdo da média da absorbancia do soro de 100 pacientes
controles, foi definido como limite entre o teste positivo e teste negativo ("cut-off”), de
acordo com o que tem sido proposto para este tipo de ensaio (THEAKSTON e cols.,

1992; HO e cols., 1986b; HO e cols., 1990).

3 .11 . Sensibilidade, especificidade, valor preditivo e pr evaléncia do teste
ELISA para dosagens de antigenos circulantes dos ve  nenos e Crotoxina :
A sensibilidade do teste foi definida como a porcentagem de pacientes picados pelas

espécies de serpentes que tiveram o exame positivo. A especificidade como a
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porcentagem de controles que tiveram o exame negativo (LILIENFELD & LILIENFELD,
1980) (Quadro 2).

Quadro 2 - Sensibilidade e especificidade de um teste diagnostico:

Teste Paciente Controle
Positivo a b a+b
Negativo c d c+d
a+c b+d

Sensibilidade =a/(a+c)

Especificidade = d/ (b + d)
Além da determinacdo da especificidade e sensibilidade, outro parametro deve ser
analisado: valor preditivo (GALEN e GIAMBINO, 1975). Valor preditivo é a funcédo da

interacdo entre trés variaveis: Prevaléncia, Sensibilidade e especificidade, onde:

Prevaléncia= (a+c)/(a+b+c+d)

Valor Preditivo/teste Positivo =a/ (a + b)

Valor Preditivo/teste Negativo =d / (c + d)
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3 . 12 . ELISA -Sanduiche para detectar crotamina no ve neno de Crotalus
durisssus terrificus:
Microplacas HEMOBAG foram sensibilizadas por uma noite a 4°C com 100
pl/cavidade de uma solucdo contendo 5 pg/ml de IgG de coelho anti-crotamina em
tampéo carbonato de sodio 100 mM (pH 9.6). As placas foram lavadas com SL,
solucdo de bloqueio foi adicionada por 1 hora a 25°C e entdo lavadas. Adicionou-se as
placas veneno de diferentes serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus na
concentracdo de 500 ng/cavidade, por 1 hora 25°C. As placas foram lavadas seis
vezes com SL e incubadas por 1 hora & 25°C com peroxidase acoplada a IgG de
coelho anti-crotamina (diluicdo: 1:1000 em TI - 100pul/cavidade). As placas foram
lavadas e solucdo substrato adicionada segundo procedimentos descritos

anteriormente.

3.12.1. Analises estatisticas:
Para orientar a interpretacdo dos resultados descritos no item 3.12, empregou-se a
estatistica de “Kappa” - PC - Agree (versdo 2.5) APC Program for the analysis of
interobserves variation - (WALTER and COOK, 1988). Este indice permite comparar,
em estudos epidemioldgicos ou trabalhos de laboratério, os resultados de dois testes

aplicados a um mesmo individuo ou os resultados obtidos por dois observadores ao



examinarem um mesmo material. O indice de “Kappa’ compara a concordancia
observada com a concordancia esperada (ao acaso). Resumindo, a concordancia
esperada (ao acaso) para cada tabela 2 X 2 é obtida multiplicando-se os totais
marginais (linha e coluna) dos quais a ceélula € parte, somando-se os resultados e
dividindo o resultado da soma pelo quadrado do total dos testes ou leituras realizadas.
A estatistica “Kappa” assume probabilidades iguais de variacéo aleatoria em cada uma
das séries de leituras sendo comparadas. A equacao para calculo de “Kappa” é:

“Kappa” = (concordancia observada) - (concordancia esperada)

1 - (concordancia esperada)

Onde a interpretacao é:

Estatistica de “Kappa” Grau de concordancia
<0.00 Deficiente
0.00-0.20 Fraco
0.21-0.40 Bom
0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Substancial
0.81-1.00 Excelente

LANDIS,J.R. and KOCH, G. G. - 1977.
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RESULTADOS

O veneno das serpentes brasileiras da espécie Bothrops atrox, Lachesis muta,
Bothrops spp e Crotalus durissus apresentam antigenos comuns 0s quais induzem
anticorpos com reacao cruzada em soros de cavalos imunizados com veneno total,
como mostrado por ELISA (figura 1A e 1B para B. atrox e L. muta; figura 2A e 2B

para Bothrops spp e Crotalus durissus)

Para o desenvolvimento de um ensaio de ELISA capaz de discriminar o veneno
dessas serpentes, foi necessario eliminar os anticorpos que apresentavam reatividade
cruzada. Para isto, utilizou-se cromatografia de afinidade, como descrito na
metodologia. Cada soro de cavalo hiperimunizado com veneno total foi aplicado a
uma coluna contendo veneno imobilizado de outra serpente, removendo assim esses
anticorpos de reagdo cruzada. Verificou-se que, depois de repetidas
imunopurificacdes, fracdbes de imunoglobulinas especificas para cada veneno
apresentaram forte reatividade com o veneno total, mas ndo apresentaram reacoes
cruzadas significativas com o outro veneno (figura 3A e 3B para B. atrox e L. muta;

figura 4A e 4B para Bothrops spp e Crotalus durissus).
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Figura 1 - Reagéo cruzada de anticorpos contra veneno de B. atrox e
L. muta muta antes da imunopurificacao:
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As placas foram sensibilizadas com veneno total de B. atrox (A) e L. muta muta (B).
Soro de cavalo hiperimunizado foram testados nas diluicdes de 1:200 a 1:25.600,
antes da imunopurificacdo por ELISA direta - condicbes descritas em material e
métodos.
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Figura 2 - Reacéo cruzada de anticorpos contra veneno de Bothrops spp e
Crotalus durissus antes da imunopurificacao:
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As placas foram sensibilizadas com veneno total de Bothrops spp (A) e Crotalus
durissus (B). Soros de cavalos hiperimunizados foram testados nas diluicdes de
1:200 a 1:25.600, antes da imunopurificagdo por ELISA direta.
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Figura 3 - Reacao cruzada de anticorpos contra veneno de B. atrox
e L. muta muta, apds imunopurificacao:
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As placas foram sensibilizadas com veneno total de B. atrox (A) e L. muta muta (B).
Anticorpos de cavalo hiperimunizados com veneno de B. atrox ou L. muta muta ,
foram adicionados apos a imunopurificacdo - ELISA direta - condicfes descritas em
material e métodos.
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Figura 4 - Reacao cruzada de anticorpos contra veneno de Bothrops spp

e Crotalus durissus, apds imunopurificacdo
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As placas foram sensibilizadas com veneno total de Bothrops spp (A) e Crotalus
durissus (B). Anticorpos de cavalo hiperimunizados com veneno de Bothrops spp ou
C. durissus, foram adicionadas ap6s a imunopurificacdo - ELISA direta
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A populacdo especifica de 1gG para “componentes especificos” do veneno de: B.
atrox (IgG anti- CE de BA); L. muta (IgG anti-CE de LM); de Crotalus durissus (IgG
anti- CE de CD) ou Bothrops spp (IgG anti- CE de Bspp) foram utilizados num
ensaio de ELISA com o objetivo de observar a presenca de antigenos circulantes no
soro de animais inoculados experimentalmente ou em soro de pacientes acidentados.
Utilizou-se também este método de ELISA para observar a presenca de crotoxina e
crotamina em soro de pacientes acidentados além da identificacdo do veneno de
Crotalus durissus terrificus em crotamina positivo e crotamina negativo na tentativa
de eliminar o teste realizado em camundongos.

Nas condicbes de ELISA Sanduiche, o antigeno é capturado pelo anticorpo ligado a
placa e entdo revelado pela adicdo do anticorpo homologo acoplado a peroxidase.
Imunoglobulinas de cavalo (molécula completa) contra “componentes especificos” de
B. atrox, L. muta, C. durissus e, Bothrops spp, IgG de coelho (molécula completa)
anti- crotamina e IgG F(ab’), de cavalo anti-crotoxina,conjugadas a peroxidase(HRP),

foram tituladas como descrito na metodologia.
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As diluicbes adequadas para o ELISA foram: (dados ndo mostrados)

- 1:800 IgG cavalo HRP anti-CE-BA;

- 1:200 IgG cavalo HRP anti CE-LM;

- 1:800 IgG cavalo HRP anti-CE-CD;

- 1:1000 1gG coelho HRP anti-crotamina;

- 1:200 IgG F(ab’), cavalo HRP anti-crotoxina.
Uma vez definida a diluicdo adequada para se utilizar os conjugados, o proximo passo
foi testar a sensibilidade do ensaio ELISA-Sanduiche para concentracdes conhecidas
de cada veneno:- B. atrox, L. muta, Crotalus durissus, Bothrops spp e
componentes do veneno de C. durissus terrificus: crotamina e crotoxina. Os
resultados obtidos demonstram que o teste € capaz de quantificar concentracoes
superiores a 1 ng/cavidade desses venenos ou componentes de maneira dose

dependente (figura 5,6 e 7).
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Figura 5 - ELISA Sanduiche para titulacdo do veneno de B. atrox
e L. muta muta.
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As placas foram sensibilizadas com IgG cavalo anti-CE de: B. atrox ou L. muta muta
e entdo incubadas com diferentes diluicdes do antigeno. Os resultados da titulagcédo
dos antigenos de B. atrox (@) e L. muta muta ( A ) sdo mostrados no mesmo grafico.
A ligacao foi revelada pela adicdo de HRP acoplada a IgG de cavalo anti-CE de: B.
atrox (diluicdo 1:800) ou L. muta muta (diluicdo 1:200). O ensaio foi realizado como
descrito em material e métodos.
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Figura 6 - ELISA Sanduiche para titulacdo do veneno de Bothrops spp
e Crotalus durissus
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As placas foram sensibilizadas com IgG de cavalo anti-CE de: Bothrops spp ou
Crotalus durissus e entdo incubadas com diferentes diluicbes do antigeno. Os
resultados da titulagdo dos antigenos de Bothrops spp ( @) e C. durissus ( A) séo
mostrados no mesmo gréfico. A ligacao foi revelada pela adicdo de HRP acoplada a

IgG de cavalo anti-CE de: Bothrops atrox (diluicdo 1:800) ou C. durissus (diluigéo
1:800).
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Para se testar a capacidade da ELISA-Sanduiche em quantificar o nivel de antigenos
circulante em soro de animais, camundongos CF1 foram inoculados
experimentalmente com doses subletais de cada veneno ou componente.

As figuras 8 e 9 (A e B) mostram a distribuicdo cinética dos diferentes venenos, onde
o0 soro de 4 camundongos foram analisados para cada ponto da curva.

A concentracdo dos antigenos de B. atrox e L. muta circulantes no soro atingiu o pico
méximo em 1 hora ap0s a inoculacdo, decaindo a niveis ndo mensuraveis pelo teste
apos as 16 horas (figura 8). Através dessa cinética, o nivel aparente de antigeno
circulante de L. muta parece ser maior que em B. atrox. Ja as concentracbes do
antigeno de Crotalus durissus e Bothrops spp(9A) e das fracdes crotamina e
crotoxina de C. d terrificus (figura 9B) circulantes no soro atingiu 0 pico maximo em
15 minutos ap0s a inoculacdo decaindo apods o intervalo de 8-24 horas para crotamina

e 2-4 horas para crotoxina (figura 9B)
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Figura 7 - ELISA Sanduiche para titulacdo da Crotoxina e Crotamina do
veneno de Crotalus durissus

Absorbéancia (492 nm)

00 I | I | I | I
0 15 30 45

Veneno (ng/cavidade)

—e— Fracdo Crotamina
—o— Fracao Crotoxina

As placas foram sensibilizadas com IgG de coelho anti-crotamina ou IgG F(ab’), de
cavalo anti crotoxina e entdo incubadas com diferentes diluicbes destas fracdes. Os
resultados da titulacédo de crotamina( @) e crotoxina (1 ) sdo mostrados no mesmo
grafico. A ligacao foi revelada pela adicdo de HRP acoplada a IgG de coelho anti
crotamina (diluicdo 1:1000) e IgG F (ab’), de cavalo anti crotoxina (diluicdo 1:200). O
ensaio foi realizado como descrito em material e métodos.
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Figura 8 - Cinética em camundongos inoculados com doses néo letais
do veneno de B. atrox e L. muta muta
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Solucdes de 100pl de PBS contendo 5ug do veneno de B. atrox e ou L. muta muta,
foram inoculados por via subcutanea em camundongos CF1 (20g de peso). Amostras
de sangue foram coletadas em intervalos de tempo por incisdo da veia subclavia. O
soro foi entdo separado do sangue total e o nivel de antigeno foi analisado por ELISA
Sanduiche.
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Figura 9 - Cinética em camundongos inoculados com doses nao letais do
veneno de Crotalus durissus, Bothrops spp, crotoxina e crotamina:
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Solugcbes de 100ul de PBS contendo 5ug do veneno de Crotalus durissus ou
Bothrops spp (A), 2,5ug de crotamina e crotoxina, foram inoculados por via
subcutanea em camundongos CF1 (20g de peso). Amostras de sangue foram
coletadas em intervalos de tempo por incisdo da veia subclavia. O soro foi entéo
separado do sangue total e o nivel de antigeno foi analisado por ELISA Sanduiche.
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A especificidade do teste de ELISA-Sanduiche foi verificada em dois experimentos,
onde trés grupos de camundongos, identificados individualmente, foram inoculados
com veneno total de: 1) B. atrox, L. muta e PBS (controle); 2) Crotalus durissus,
Bothrops spp e PBS. Amostras de soro foram obtidas uma hora apos a inoculacéo,
como descrito na metodologia e entdo testado por ELISA-Sanduiche. Os resultados
obtidos sdo mostrados na figura 10 para o primeiro experimento e figura 11 para o
segundo, onde cada barra representa a média (X) dos resultados encontrados em 30
camundongos, analisados individualmente.

A natureza do antigeno circulante foi determinada pelo teste e comparada, posteriormente,
com o veneno inoculado no camundongo correspondente (dado ndo mostrado). Em todas

as amostras analisadas, o teste identificou corretamente o antigeno (figura 10 e 11).
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Figura 10 - ELISA Sanduiche para detectar especificamente veneno de B. atrox
e L. muta muta em soro de camundongos:
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O soro individual de trés grupos de dez camundongos inoculados com veneno de B.
atrox, L. muta muta ou PBS (de acordo com a metodologia), foram submetidos ao
teste de ELISA Sanduiche. Placa A foi sensibilizada com IgG anti-CE de B. atrox e
placa B com IgG anti-CE de L. muta muta. Os resultados estdo relacionados em
valores de absorbancia para os trés diferentes experimentos. Apés a determinacéo da
natureza do antigeno circulante por ELISA, este foi comparado com 0 veneno
inoculado no camundongo correspondente.
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Figura 11 - ELISA Sanduiche para detectar veneno de Bothrops spp e Crotalus
durissus em soro de camundongos:
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O soro individual de trés grupos de dez camundongos inoculados com veneno de
Bothrops spp, Crotalus durissus ou PBS (de acordo com a metodologia), foram
submetidos ao teste de ELISA Sanduiche. Placa A foi sensibilizada com IgG anti-CE
de Bothrops spp e placa B com IgG anti-CE de C. durissus. Os resultados estédo
relacionados em valores de absorbancia para os trés diferentes experimentos. Apos a
determinacdo da natureza do antigeno circulante por ELISA, este foi comparado com
0 veneno inoculado no camundongo correspondente.
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Quando as placas foram sensibilizadas com IgG cavalo anti-CE de B. atrox., 0s soros
dos camundongos inoculados com veneno de B. atrox mostraram valores de
absorbancia maiores que 0,3, enquanto que camundongos inoculados com veneno de
L. muta ou PBS, apresentaram valores menores que 0,02 (figura 10A). Diferencas
significativas de valores também foram obtidos em soros de camundongos inoculados
com veneno de L. muta e testados em placas de sensibilizadas com IgG cavalo anti-
CE de L. muta, embora os valores do controle tenham sido pouco maiores (figura
10B). Os mesmos resultados foram obtidos no experimento 2, onde camundongos
inoculados com veneno de Bothrops spp mostraram valores de absorbancia de 0,55,
enquanto camundongos inoculados com veneno de Crotalus durissus ou PBS
apresentaram valores menores que 0,05, quando placas foram sensibilizadas com
IgG cavalo anti-CE de Bothrops spp (figura 11A). Quando as placas de ELISA foram
sensibilizadas com IgG cavalo anti-CE de Crotalus durissus, diferencas de valores
também foram obtidos (figura 11B).

A utilidade do método de ELISA em casos de pessoas acidentadas por B. atrox ou L.
muta foi demonstrado (figura 12) em uma pessoa picada pela serpente L. muta muta,
hospitalizado algumas horas apdés o acidente. Amostras de sangue foram coletadas
em diferentes intervalos de tempo antes e apdés a administracdo do antiveneno

especifico.
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O nivel de antigeno circulante e os anticorpos antiveneno (do soro de cavalo) foram
determinados em cada amostra. Inicialmente, a concentracdo de antigeno circulante
(veneno de L. muta muta ) foi elevada (aproximadamente 130 ng/ml) decaindo para
valores ndo mensuraveis apos 15 horas. A reacao cruzada do antigeno circulante com
IgG anti-CE de B. atrox foi insignificante quando comparada com a reacdo deste
mesmo antigeno a IgG anti-CE de L. muta. O nivel de anticorpo de cavalo
(antiveneno) também foi analisado, com valores em absorbancia aumentando até

atingir um pico maximo (1.386) apos 15 horas, e decaindo até valores de

aproximadamente 0.600 em 48 horas.



64

Figural2- Concentracdo plasmatica de antigenos circulantes do veneno e antiveneno em
um paciente acidentado por Lachesis muta muta, antes e ap0s a soroterapia.
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O nivel de antigeno circulante de B. atrox ( A) e de L. muta muta (H) em soro de
paciente acidentado, coletado em intervalo de tempo, foram analisados por ELISA
Sanduiche. Niveis de anticorpos de cavalo anti-L. muta muta (@ ) foram analisados
em amostras de soro utilizando ELISA direta, onde o veneno de L. muta muta foi
utilizada para sensibilizar as placas - como descrito em métodos.
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Outros suspeitos de acidentes com serpentes, atendidos no “Hospital de Medicina
Tropical de Manaus” (Manaus, AM), foram analisados pelo método de ELISA
Sanduiche. Amostras de soro eram coletadas antes da administracdo do antiveneno
(To) onde os resultados sdo mostrados na TAB.. 1. Antes da utilizacdo deste método,
a maioria dos casos nao eram identificados (88,5%), atualmente essa porcentagem €&

de aproximadamente 39,4%.

TABELA 1 - Acidentes ofidicos atendidos no “Hospital de Medicina Tropical de
Manaus” no periodo de Janeiro/86 a Outubro/94:

Ano Género da serpente Total

Bothrop Lachesis Outras Na&o identificado

S

1986/91 61 06 - 519 (88,5%) 586
(antes ELISA)
1992/94 183 02 03 122 (39,4%)" 310

(ap6s ELISA)

A - Antigenos de B. atrox ou L. muta ndo detectados por ELISA

Os soros (To - amostras de soro antes da administracdo do antiveneno) de pacientes
acidentados por serpentes admitidos no “Hospital de Medicina Tropical de Manaus”,
foram analisados por ELISA Sanduiche - condi¢des descritas em materiais e métodos.
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Foram analisados também amostras de soro (To) de 25 pacientes acidentados por B.
atrox (figura 13), atendidos no “Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto” (Belém,
Pard), num tempo meédio entre picada e atendimento médico de 24 horas. Os
resultados obtidos sdo mostrados na figura 13 onde cada barra representa a média
(X) dos resultados encontrados em analise individual dos pacientes dentro da
classificagdo do estado clinico dos mesmos: leve, moderado e grave. Pode-se
observar que existe uma relacéo entre os niveis de antigenos circulantes medidos por
ELISA (absorbéancia) e o estado clinico desses pacientes.

Ao analisarmos o0 soro desses pacientes em tempos individuais de picada e
atendimento médico, observa-se que existe uma grande variacao na relacao do nivel
de antigenos circulantes medidos por ELISA (absorbancia) e o estado clinico desses

pacientes (figura 14).
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Figura 13- Relacdo entre niveis de antigenos circulantes medidos por ELISA em
estado clinico de pacientes acidentados por Bothrops atrox atendidos no HUJBB,
Belém, Para, 1993:
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Niveis de antigenos circulantes em soro de 25 pacientes atendidos no tempo médio
entre picada e atendimento médico de 24 horas, foram analisados por ELISA
Sanduiche. As placas foram sensibilizadas com IgG cavalo anti-CE de B. atrox -
condi¢Oes descritas em material e métodos.
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Figura 14 - Niveis de antigenos circulantes medidos por ELISA, tempo entre picada
e atendimento médico e estado clinico de pacientes acidentados por B.
atrox, atendidos no HUJBB - Belém, Para, 1993;
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Niveis de antigenos circulantes em soro de pacientes atendidos no hospital em
diversos intervalos de tempo entre picada e soroterapia, foram analisados por ELISA
Sanduiche. As placas foram sensibilizadas com IgG cavalo anti-CE de B. atrox -
condi¢bes descritas em material e métodos.
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Outros suspeitos de acidentes com serpentes, atendidos pelo “Hospital Jodo XXIII”
(Pronto Socorro), foram analisados pelo método ELISA - Sanduiche. Amostras de
soro foram coletadas antes da administracdo do antiveneno (To) € as concentracdes
de antigenos circulantes sdo mostrados na TAB. 2. Os resultados obtidos
confirmaram o diagnostico clinico sobre o género das serpentes envolvidas nos
acidentes. Os pacientes de numeros 1,2,3 e 6 foram picados por serpentes do género
Crotalus e os numeros 4,5 e 8 por serpentes do género Bothrops . Os pacientes de
namero 9 a 12 foram usados como controle, sendo 0s soros obtidos de pessoas
envolvidas em outros tipos de acidentes (por exemplo: queimaduras).

O método foi demonstrado também em pacientes acidentados por Crotalus durissus
atendidos no “Hospital Jodo XXII"(TAB. 3). Aqui foram analisados, por ELISA
Sanduiche, niveis circulantes no soro (To) de: veneno total, crotamina e crotoxina.
Pode-se observar que o antigeno total de Crotalus durissus pode ser determinado
em quase todos os soros analisados, exceto os casos de numero 5,15(acidentes

leves) e 17 (acidente grave, seguido de o6bito).
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Tabela 2 - Niveis de antigenos circulantes medidos por ELISA em pacientes
acidentados por Bothrops spp ou Crotalus durissus, atendidos no “Hospital Jodo
XXII", BH, MG, 1994:

Caso Nivel de antigeno To (ng/ml)’
Bothrops spp Crotalus durissus

1 - 102
2 - 155
3 - 327
4 105 -
5 85 -
6 - 185
7 - -
8 300 -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - 143
13 - 379
14 - 143
15 - 1569-
16 - 327

* To - Amostra de soro antes da administracao do antiveneno

Foram analisados, por ELISA Sanduiche, niveis de antigenos circulantes em soros
(To) de pacientes acidentados por serpentes atendidos no Hospital Jodo XXIIl. Os
casos de numeros 9 a 11 sdo utilizados como controle (pacientes admitidos no
hospital envolvido em outros tipos de acidentes).
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Tabela 3 - Dados clinicos, doses de SAC e niveis circulantes no soro ,medidos por ELISA, de: veneno total,
crotamina, crotoxina em pacientes acidentados por Crotalus durissus , atendidos no Hospital Jodo XXIII - BH -

MG,1994:
Caso idade/  ident. Sintomas Tempo Dose Gravidade Antigeno Antigeno Veneno
sexo entre de Crotoxina  Crotamina total
picada SAC (ng/ml) (ng/ml)
e (ml)
sorot.
(horas)
1 27/M + - 3:00 150 Leve 80 + 327
2 32/M - + 1:00 150 Leve 0 - 141
3 33/F - + 4:00 200 Moderado 31 - 97
4 38/M - + 4:00 100 Moderado ND - 51
5 22/M + - 2:00 100 Leve 0 - 0
6 38/M - + 2:50 100 Moderado 74 + 101
7 16/M + - 4:00 100 Leve 21 + 57
8 22/M - + 5:00 200 Moderado 32 - 102
9 19/M - + 2:00 100 Moderado 64 + 167
10 15/M - + 7:00 200 Grave 58 - 185
11 53/M + + 2:00 150 Moderado 39 + 83
12 28/M - + 7:00 100 Moderado 0 _ 77
13 26/M - + 3:00 200 Grave 34 + 139
14 14/M - - 5:00 200 Moderado 37 - 102
15 39/M + - 6:00 100 Leve 0 - 0
16 11/M - + 1:50 100 Moderado ND - 330
17 27/M - + 56:00 200 Grave 0 - 0
18 11/M - + 2:50 200 Moderado 60 + 168
19 13/F - - 3:00 200 Moderado 29 + 58

Foram analisados, por ELISA Sanduiche, niveis de antigenos circulantes no soro de:
veneno total, crotamina e crotoxina, em pacientes acidentados por C. durissus . As
placas foram sensibilizadas com IgG cavalo anti-CE de C. durissus , IgG coelho
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anti-crotamina e 1gG F(ab), cavalo anti-crotoxina - condi¢cdes descritas na
metodologia.

A crotoxina também foi determinada em quase todos os casos , apresentando
aproximadamente a metade da concentracdo do antigeno total, exceto os de numero
2,5,12,15,17 e 4 e 16 nado puderam ser determinados, pois ndo havia amostra de soro
suficiente. J& a crotamina foi analisada em todos os casos, onde a presen¢a ou nao
dessa fracdo parece ndo estar relacionada ao estado clinico dos pacientes.

Na figura 15 € mostrada a concentragdo plasmatica dos antigenos toxicos circulantes
do veneno e antiveneno de 16 dos pacientes citados na TAB. 3. Amostras de sangue
foram coletadas em diferentes intervalos de tempo antes e apds a administracdo do
antiveneno especifico. O nivel de antigenos circulante e anticorpos antiveneno (do
soro de cavalo) foram determinados em cada amostra. Inicialmente a concentracéo
de antigeno circulante (veneno de Crotalus durissus) foi alta (aproximadamente 136
ng/ml) e crotoxina aproximadamente 46 ng/ml, decaindo a valores ndo mensuraveis
nas primeiras horas. O nivel de anticorpos de cavalo foi analisado apresentando
concentracdes de 2,0 mg/ml (pico maximo) e mantendo-se alto até as 24 horas.

Foi possivel a redugéo do teste de ELISA Sanduiche que era realizado em 2 horas e

30 minutos para 1 hora e 30 minutos. Os resultados sdo mostrados na FIG. 16.
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Figura 15- Concentracdo plasméatica de antigenos toxicos do veneno e antiveneno em
soro de pacientes acidentados por Crotalus durissus, antes e apds a soroterapia.

Figura 15 - Concentrac&c plamatica de antigenos tdxicos do veneno e antiveneno
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O nivel de antigeno circulante de Crotalus durissus (B e crotoxina (4) em soros de
pacientes acidentados, coletados em intervalo de tempo, foram analisados poe ELISA
Sanduiche. Niveis de anticorpos de cavalo anti-crotdlico ( ® ) foram também
analisados utilizando ELISA direta, onde o veneno de C. durissus foi utilizado para
sensibilizar as placas - como descrito em material e métodos.
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O meétodo de ELISA-Sanduiche, foi utilizado para identificar o veneno de C. durissus

em crotamina positivo e crotamina negativo na tentativa de eliminar o teste realizado

em camundongos.

A andlise foi feita utilizando o indice de “Kappa” dos dados relacionados na TAB. 4,

encontrando-se:

K=0.7235

SE (k) (zero) = 0.08721

SE (k) = 0.06040

Tabela 4 - ELISA-Sanduiche e teste in vivo para classificar a peconha de C. durissus
em crotamina positivo e crotamina negativo:

N° de amostras

Positivo

Negativo

ELISA in vivo

ELISA in vivo

22 9 12 13 10

12 5 7

10 3 4 7

49 19 19 30 30

10 6 3 4 7

10 9 5

18 11 7 10
Total 131 62 58 69 73

Foram analisados 131 venenos
acordo com metodologia

de Crotalus durissus, por ELISA -Sanduiche de
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Figura 16 - Niveis circulantes de antigenos medidos por ELISA Sanduiche em
diferentes tempos de incubacdo, em pacientes acidentados por
Crotalus durissus atendidos no "Hospital Jodo XXIII".
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As placas foram sensibilizadas com IgG de cavalo anti-CE de C. durissus (10ug/ml a
4°C por uma noite). Em ( O os soros foram incubados por 1 hora a 25°C, e em (H) e
por 30 minutos a 37°C. O conjugado foi incubado por 1 hora & 25°C em () e por 30
minutos & 37°C em (®). O substrato foi adicionado como descrito em material e
métodos.
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Para o método ELISA Sanduiche desenvolvido neste trabalho, determinou-se o limite
entre teste positivo e negativo (“cutoff”) para todos os soros analisados.

1 . ELISA para identificar antigenos toxicos circulantes do veneno de B. atrox e
L. muta muta:
A média da absorbancia dos soros de 100 pacientes controles foi de 0,028 + 0,041. A
absorbancia de 0,110 (média + 2 desvios padrao da média) foi utilizada como limite
(“cutoff”) entre teste positivo do ELISA e corresponde a uma concentracéo igual a 7,5

ng/ml do veneno de B. atrox e 19 ng/ml de L. muta muta.

2 . ELISA para identificar antigenos toxicos circulantes do veneno de C.
durissus e Bothrops spp:
A média da absorbéancia dos soros de 110 pacientes controles foi de 0,037 + 0,017.A
absorbancia de 0,071 (média + 2 desvios padrao da média) foi utilizada como limite
(“cutoff”) entre teste positivo e negativo do ELISA e corresponde a uma concentragéo

aproximada igual a 20,5 ng/ml do veneno de C. durissus e 75 ng/ml para Bothrops

spp.
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3 . ELISA para identificar crotoxina, componente de C. durissus ,circulante em
SOros:
A média da absorbancia dos soros de 110 pacientes controles foi de 0,060 + 0,013. A
absorbancia de 0,086 (média + 2 desvios padrao da média) foi utilizada como limite
(“cutoff”) entre teste positivo e negativo do ELISA e correspondendo a uma

concentracdo de aproximadamente 20 ng/ml da crotoxina.

4 . ELISA para identificar crotamina, componente do veneno de C. durissus,
circulante:
A média da absorbéancia dos soros de 110 pacientes controles foi de 0,066 +0,076. A
absorbancia de 0,218 (média + 2 desvios padrao da média) foi utilizada como limite

(“cutoff”) entre teste positivo e negativo do ELISA
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Determinou-se também a especificidade, sensibilidade, prevaléncia e valores
preditivos positivos e negativos do método. De acordo com as tabelas 5, 6, 7, 8, e 9

os valores encontrados foram:

C. durissus Crotoxina  Bothrops spp L muta muta B. atrox

Sensibilidade 91% 93,5% 88% 92% 97,6%
Especificidade 99% 100% 96% 97% 98%
Prevaléncia 29% 21,9% 13% 10% 68%
Preditivo positivo 98% 100% 79% 79% 99%
Preditivo negativo 96% 100% 98% 99% 95%

Tabela 5 - Relacdo dos resultados do ELISA para determinacdo de antigenos do
veneno de C. durissus em soro de pacientes acidentados:

ELISA Pacientes Controles
Positivo 41 1
Negativo 4 109

Total 45 110
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Tabela 6 - Relacdo dos resultados do ELISA para determinagédo da crotoxina em soro
de pacientes acidentados por C. durissus:

ELISA Pacientes Controles
Positivo 29 0
Negativo 2 110

Total 31 110

Tabela 7 - Relacdo dos resultados do ELISA para determinacdo de antigenos do
veneno de Bothrops spp em soro de pacientes acidentados:

ELISA Pacientes Controles
Positivo 15 4
Negativo 2 106

Total 17 110

Tabela 8 - Relacdo dos resultados do ELISA para determinacdo de antigenos do
veneno de L. muta muta em soro de pacientes acidentados:

ELISA Pacientes Controles
Positivo 11 3
Negativo 1 97

Total 12 100
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Tabela 9 - Relacdo dos resultados do ELISA para determinagdo de antigenos do
veneno de B. atrox em soro de pacientes acidentados:

ELISA Pacientes Controles
Positivo 208 2
Negativo 5 98

Total 213 100
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DISCUSSAO

Acidentes envolvendo serpentes sdo frequentes no Brasil, onde cerca de 20.000
casos anuais tem sido registrado nos ultimos anos (Ministério da Saude, 1993). Este
problema de saude publica € agravado pelo fato de que serpentes de diferentes
géneros e espécies sdo comumente encontradas na mesma area onde a espécime
envolvido no acidente nem sempre € corretamente identificada. O tratamento médico
para acidentes ofidicos utiliza, basicamente, o soro antiveneno desenvolvido em
animais, principalmente cavalos inoculados com misturas de venenos de serpentes
representativas da regido. Este tratamento poderia ser melhorado pela administracao
do antiveneno de cavalo espécie-especifico e isto podera se tornar possivel quando a
serpente envolvida no acidente for corretamente identificada (Ministério da Saude,
1991). O uso do antiveneno monoespecifico é o mais indicado, visto que o volume
inoculado € menor, minimizando os riscos de reacfes anafilaticas ndo desejadas
(THEAKSTON, 1989).

O estabelecimento da cinética de um veneno no soro € um passo essencial no

desenvolvimento de um teste capaz de determinar a dose de veneno inoculada. Este
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conhecimento proporciona um tratamento personalizado, onde a vitima recebe
apenas a quantidade necessaria de antiveneno (BARRAL-NETTO e cols., 1990).

A imunodeteccdo de veneno em animais tem sido alcancada pelo uso de diversas
metodologias (HO e cols., 1986). Em 1977, THEAKSTON e cols. descreveram 0 uso
da técnica de ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) na detecc¢éo de
veneno ou anticorpos em pacientes acidentados por serpentes.

Neste trabalho, desenvolveu-se métodos de imunodiagndstico, utilizando a técnica de
ELISA, que identifica e discrimina venenos e antivenenos em envenenamentos por
serpentes brasileiras dos géneros Lachesis, Bothrops e Crotalus. A técnica de
ELISA foi escolhida por tratar-se de um método de baixo custo, facil execugéo,
prescindir do manuseio de materiais radioativos e sensivel para determinar
macromoléculas qualitativa e quantitativamente. Este método tem sido aplicado para o
acompanhamento do nivel de veneno em soros de pacientes (KHIN-OHN-LWIN e
cols.,1982; AUDEBERT e cols., 1992) aléem do género da serpente envolvida no
acidente (THEAKSTON ,1977, 1983).

Como venenos de serpentes podem apresentar antigenos comuns, 0s quais induzem
anticorpos com reacgdo cruzada em soro de cavalos imunizados com o veneno total
(HO e cols.,1988), foi necessario remover do soro de cavalos hiperimunizados com
veneno de: 1) B. atrox ou L. muta; 2) Bothrops spp ou C. durissus, as

imunoglobulinas G (IgG) que apresentavam reatividade cruzada com o0 veneno oposto
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(FIG. 1 A e B; FIG. 2 A e B). No trabalho utilizou-se anticorpos policlonais por serem
mais estaveis a tratamentos quimicos e fisicos, adsorverem bem a superficies
plasticas e possuirem reatividade menor que a apresentada pelos anticorpos
monoclonais (HO e cols., 1986a).

Técnicas de imunoafinidade foram utilizadas para purificacdo de 1gGs que reagiam
com alta especificidade a apenas um dos venenos (FIG. 3 A e B; FIG.4 A e B). Essas
fracoes de IgGs foram escolhidas para sensibilizacdo de placas e solucbes de
venenos foram utilizados para padronizar o ensaio (FIG. 5 e 6). O ELISA Sanduiche
foi rapido (tempo total de duas horas, desde que as placas tenham sido sensibilizadas
e bloqueadas anteriormente e estocadas) e sensitivo (FIG. 5 e 6) onde os antigenos
apresentaram valores de absorbancia positivos de aproximadamente 2 - 5 ng/ensaio.
Como as concentragBes de veneno nos fliidos corporais se encontram na ordem de
nanogramas (KHIN-OHN-LWIN e cols., 1984; HO e cols., 1896), nosso teste pode ser
usado para investigagdo in vivo na deteccdo real da concentracdo de veneno
circulante levando em consideracdo o nivel de sangue, peso da vitima e o tempo de
picada.

A especificidade do ensaio e a sua utilizacdo como teste diagnostico, foi demonstrado

em uma série de experimentos, nos quais camundongos foram inoculados com

veneno
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total. Os soros foram testados, individual e aleatoriamente, e o antigeno circulante (ou
auséncia dele) foi corretamente identificado em todos os camundongos (FIG. 10 e
11).

Soros humanos de pacientes acidentados também foram testados pelo método
ELISA-Sanduiche. Os resultados obtidos confirmaram o diagndstico clinico sobre os
géneros das serpentes envolvidas (TAB. 1 e TAB. 2). A TAB. 1 mostra o numero de
casos de acidentes ofidicos identificados pelo ELISA-Sanduiche na regido de
Manaus, onde houve um aumento de certeza no diagndstico do acidente ofidico. A
TAB. 2 , mostra niveis de antigenos circulantes medidos por ELISA-Sanduiche apos
a andlise dos soros de 16 pacientes atendidos pelo “Hospital Jodo XXIII”, incluindo
alguns soros controles.

A técnica de ELISA utilizada em estudos clinicos esta condicionada a determinacéo
do ponto limite (“cutoff”) entre teste positivo e teste negativo de modo a permitir que
se estabeleca a sensibilidade e especificidade do ensaio (HO e cols., 1986a). Para
tanto, € necessaria a selecdo meticulosa de pelo menos 100 pacientes controles para
a determinacdo da absorbéancia média no plasma utilizando o ELISA. Estes controles
devem pertencer ao mesmo estrato socio-econémico, residirem na mesma regiao
geografica dos pacientes a serem estudados e ndo possuir historia prévia de acidente
por animal peconhento ou de terem recebido soroterapia heteréloga (HO e cols.,

1986a; HO e cols., 1986b; THEAKSTON e cols., 1992). De acordo com estas
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recomendac0es, foi possivel determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo e prevaléncia do ELISA desenvolvido para deteccdo de antigenos
toxicos circulantes do veneno de C. durissus , crotoxina, Bothrops spp , L. muta
muta e B. atrox, obtendo-se os valores respectivamente de 91%, 99%, 98%, 96% e
29% para C. durissus; 93,5%, 100%, 100%, 100% e 21,9% para crotoxina; 88%,
96%, 79%, 98% e 13% para Bothrops spp; 92%, 97%, 79%, 99% e 10% para L.
muta muta; 97,6%, 98%, 99%, 95% e 68% para B. atrox.

Ligacdes ndo especificas podem ser minimizadas quando se testa fliidos corporais
que possuem baixo conteudo de proteinas, tais como urina ou liquido aspirado do
local da picada. Porém na andlise da urina, um teste positivo dependeria do tempo
entre a picada e a retirada de amostra do paciente. Ja o liquido aspirado dependende
da velocidade de dispersdo do veneno - um teste positivo ndo é prova de que o
envenenamento sistémico tenha ocorrido, ndo sendo, portanto, um indicador de
terapia (HO e cols., 1986a). O soro de paciente demonstrou ser o material mais
adequado para identificacdo do veneno de uma serpente (MINTON, 1987), por esta
razdo, optou-se pela utilizagcdo do soro como material teste.

Foram analisados os niveis de antigenos circulantes e anticorpos antiveneno em soro
de pacientes acidentados, coletados em diferentes intervalos de tempo, no qual as
serpentes envolvidas foram corretamente identificadas (FIG 12 e 15). Observa-se que

0s niveis de antigenos estdo em altas concentracdes no soro dos pacientes antes da
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soroterapia. As variagfes das concentracfes plasméticas do veneno observadas nos
pacientes (FIG. 15) podem ser explicadas por fatores como as diferencas de volume
corporal, via de inoculacdo (intravenosa ou subcutadnea), influéncia do tempo
decorrido entre o acidente e a coleta do material para teste e a quantidade de veneno
inoculada no momento da picada. Todas essas variaveis devem ser obervadas para
uma melhor padronizacdo do meétodo. A pesquisa de antigenos realizada nas
primeiras horas apds a adminstracdo do soro antiofidico e em horas posteriores, ndo
detectou a presenca do veneno. Titulos elevados de anticorpos de cavalo antiveneno
ofidico foram constatados ja na primeira hora apds a soroterapia e pelo menos até 24
horas (FIG. 15) e 48 horas (FIG. 12) ap6s a mesma. Estas observacdes demonstram
a eficacia da soroterapia especifica em neutralizar o antigeno circulante. Tem sido
registrado que o antiveneno pode ser mais efetivo quando adminstrado em altas
doses (RUSSELL e cols., 1985) e logo apds o acidente. Entretanto, este procediemnto
aumenta o risco de reacdes adversas como choque anafilatico e deposicdo de
imunocomplexos com consequéncia renal grave (AMARAL e cols., 1985, 1986;
CAIAFA e cols., 1994). Os casos letais resultantes do choque anafilatico podem
chegar, nas regides mais distantes a 2,1% dos acidentes (Ministério da Saude, 1989).
De acordo com a cinética observada nas FIG. 12 e 15, onde o veneno é rapidamente
neutralizado pelo antiveneno, ndo parece justificavel a administracdo de altas doses

de antiveneno como proposto.
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Analisamos por ELISA-Sanduiche, amostras de soro (To) de pacientes acidentados
por B.atrox (FIG. 13) atendidos pelo “Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto”,
Belém, Para, num tempo médio entre picada e atendimento médico de 24 horas
(tempo médio em que os pacientes chegam ao hospital apdés o acidente).
Observamos a existéncia de uma relacdo entre niveis de antigenos circulantes
medidos por ELISA (absorbéancia) e o estado clinico desses pacientes. Ao
analisarmos o0s soros destes pacientes em tempos individuais entre picada e
soroterapia, observa-se que existe uma grande variacdo na relacdo do nivel de
antigeno circulante medidos por ELISA e estado clinico do paciente. A classificacéo
do acidente em leve, moderado e grave e a quantidade de antiveneno a ser
administrado em cada quadro ( 100, 150 e 250 ml respectivamente), é sugerido pelo
Ministério da Saude. Entretanto, nossos dados mostram que a terapia antiveneno
seria mais efetiva se utilizasse, além dos parametros clinicos, um método que
quantificasse o veneno circulante a ser neutralizado. Como exemplo, podemos
observar que os casos de acidentes leves (casos de n° 2, 6 e 7) apresentaram niveis
similares de veneno na circulagdo como os mostrados pelos casos moderados,
sugerindo que alguns desses casos necessitam de uma quantidade maior de
antiveneno do que a sugerida pelos parametros clinicos somente. Da mesma forma,
alguns casos graves apresentam niveis circulantes de antigenos como os mostrados

por casos leves e moderados, sugerindo dessa forma uma dose menor de antiveneno,
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0 que diminuiria as rea¢c0es adversas apresentadas por administracdes de altas doses
de antiveneno.

Foram também analisados os niveis de crotoxina e a presenca ou ndo de crotamina
em soros de pacientes acidentados por C. durissus. Este estudo foi feito na tentativa
de relacionar o estado clinico dos pacientes com 0s niveis desses componentes na
circulacdo, visto que a crotoxina, principal componente neurotéxico do veneno de C.
durissus produz efeitos tanto em nivel do sistema nervoso central, quanto em nivel
de sistema nervoso periférico (HENDON e FRAENKEL-CONRAT, 1971, 1976; VITAL
BRAZIL, 1966; VITAL BRAZIL e cols., 1966, 1973) e a crotamina, com atividade
miotoxica sendo capaz de induzir a despolarizacdo do potencial de membrana das
células musculares, causando dessa forma paralisia (LAURE, 1975; BRAZIL e
cols.,1978). BARRAL-NETTO (1991), em seu trabalho observando a cinética da
crotoxina, realizado em camundongos inoculados com veneo total de C. durissus,
mostrou uma rapida depuracdo desse componente toxico na circulagdo desses
animais. Considerando-se que, em pacientes humanos essa depuracdo também
ocorra e 0 tempo entre o acidente e o atendimento médico seja de algumas horas,
torna-se dificil & deteccao correta do nivel de crotoxina presente na circulacao.

A presenca, isolada ou ndo, de crotamina na circulacdo de pacientes acidentados por
C. durisus, parece nado apresentar uma relacdo direta com o estado clinico desses

pacientes, visto que se pode determinar a presenca isolada da crotamina em alguns
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casos leves e a auséncia em casos considerados graves. A presenc¢a ou ndo deste
componente téxico, esta relacionada com o espécime e com a regido geografica a
qual pertence (GONCALVES e VIEIRA, 1950). BARRIO e BRAZIL (1951) examinando
a acdo neuromuscular de ratos inoculados com veneno de Crotalus terrificus
terrificus, encontrou duas respostas, onde as atividades eram geograficamente
distribuidas: tipo | (caracterizado por tremores, hipotonia e paralisia) estando
presentes em veneno de serpentes da Argentina, Paraguai e Bolivia; tipo Il
(caracterizado por hipotonia inicial e flacidez muscular) encontrado em veneno de
serpentes do Brasil, concomitantemente com o tipo |I. SCHENBERG (1959)
estabeleceu a distribuicdo geografica da crotamina presente em veneno de serpentes
Crotalus dirissus na regido de Sao Paulo. Duas areas fora descritas: uma onde o
veneno apresenta crotamina, e outra , hibrida, onde a crotamina pode estar ou néao
presente no veneno.

A técnica original do teste de ELISA para envenenamento de serpentes foi descrita
por THEAKSTON e cols. (1977) com o tempo total de 3 horas, mas testes mais
rapidos ja foram desenvolvidos (LABROUSSE e cols, 1988; DHALIWAL e cols., 1983).
O tempo total necessario para se realizar o teste de ELISA Sanduiche descrito neste
trabalho , até entdo era de 2 horas e 30 minutos, desde que as placas tivessem sido
preparadas anteriormente e estocadas. As placas podem ser estocadas por mais de 6

meses, apos sensibilizacdo e bloqueio. Nao ha nenhuma diferenca significativa entre
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placas estocadas por 1 ou 6 meses, quando comparadas com placas que tenham
sido sensibilizadas e utilizadas imediatamente (DHALIWAL e cols., 1983). O préximo
passo seria tentar diminuir o tempo total de realizacdo do meétodo tornando-se
fundamental para a eficacia do mesmo. A FIG. 16 mostrou que os resultados
continuavam significativos ap6s a mudanca do tempo de incubacdo dos soros e
conjugado, com tempo total de realizacdo do teste em 1 hora e 30 minutos.

O método de ELISA-Sanduiche também foi utilizado para identificar o veneno de C.
durissus em crotamina positivo e crotamina negativo na tentativa de eliminar o teste
realizado em camundongos. Essa classificacdo é feita para veneno de Crotalus
durissus que participam da mistura utilizada como imundgeno para producédo do soro
anti-crotalico onde 75% do veneno deve ser crotamina positivo (de acordo com
métodos convencionais adotados pela comissdo de padronizacdo de venenos e
antivenenos das instituicdes produtoras de antiveneno). O teste in vivo tem resultado
positivo quando camundongos inoculados com 1,25 mg/ml (salina) do veneno total de
Crotalus durissus, por via subcutanea, apresenta paralisia das patas posteriores,
lacrimejamento, dificuldade respiratéria, convulsdo e morte num periodo de 30
minutos de observacdo. O programa de indice de “Kappa” foi utilizado para auxiliar na
interpretacdo dos resultados descritos na TAB. 4. Apos andlise, obtivemos um indice
de 0.721, mostrando que existe um grau de concordancia substancial entre os dois

experimentos. Em alguns casos onde o teste de ELISA foi crotamina positivo e o teste
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in vivo negativo, foi feita eletroforese SDS-PAGE- (dados ndo mostrados), onde
observamos uma banda de mesmo peso molecular da crotamina, justificando a
diversidade da intensidade nas diferentes amostras do veneno, mostrando que o
método pode ser utilizado com éxito para este proposito, por apresentar maior
sensibilidade.

A utilizacdo do teste de ELISA em casos humanos € desejavel, visto que este ensaio
proporciona uma rapida e segura identificacdo de antigenos circulantes em individuos
acidentados. Entretanto, um estudo vem sendo realizado para uma reducao do tempo
total do ensaio (LABROUSSE e cols., 1988) sem uso da placa ou do leitor de ELISA
que podera ser utilizado por clinicos e epidemiologistas sem o auxilio de

equipamentos de laboratério (GREENWOOD, 1991).
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* O método de ELISA Sanduiche, utilizando imunoglobulinas G de cavalos ou
coelhos induzidos pelos diferentes venenos foi capaz de identificar, diferenciar
e quantificar, com boa especificidade e sensibilidade venenos em soro de

animais de experimentacdo e humanos acidentados pelas serpentes:

B. atrox ou L. muta muta: Observou-se a existéncia de uma relagao
entre a concentracdo de veneno circulante, tempo entre picada e atendimento
médico (intervalo de 24 horas) e gravidade do caso em soros de pacientes
picados pela serpente B. atrox, podendo o método sugerir doses de antiveneno
necessarias para o tratamento destes pacientes.

C. durissus ou Bothrops spp: A relacdo entre concentracdo de veneno
circulante, tempo entre picada e atendimento meédico e gravidade do caso nédo
foi observada em soro de pacientes acidentados por C. durissus.

Componentes do veneno de C. durissus: crotamina e crotoxina: Nao se
observou uma relagéo existente entre presenca e concentragdo ou nao desses
componentes em soro de pacientes acidentados por C. durissus com a

gravidade do caso.

. O método de ELISA direto foi capaz de identificar e quantificar
antivenenos em soros de pacientes submetidos a soroterapia ap0s acidente por
picada de serpente. Nosso método sugere que se faga uma nova avaliacdo na
eficdcia da soroterapia e doses de antivenenos necessarias para o tratamento

destes pacientes, visto que o0 veneno € rapidamente neutralizado pelo



antiveneno nas primeiras horas apos a administracdo do soro ndo sendo
detectado em horas posteriores e o soro antiofidico permanece em altas

concentracdes na circulacdo pelo menos até 24 horas apds sua administracao.

* O método de ELISA Sanduiche desenvolvido para identificar o veneno de C.
durissus em crotamino positivo e crotamino negativo, obteve um grau
substancial de concordancia com o teste in vivo, demonstrando que o método

poderé ser utilizado para este propésito apresentando maior sensibilidade.
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