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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Ofidismo na África 

 

Ofidismo é problema de saúde pública na África Ocidental, Benin, Camarões, 

Gana, Nigéria e Togo (Chippaux et al., 2007). A incidência de ofidismo na África não 

é oficialmente notificada pelos órgãos de saúde pública. Subestimativas indicam 

incidência de 8,9-93,3 acidentes ofídicos / 100.000 pessoas por ano resultando em 

taxa de mortalidade de 0,5-5,9 / 100.000 pessoas por ano (Kasturiratne et al., 2008). 

Levantamentos mais recentes utilizando meta-análise estima que mais de 314 mil 

acidentes ofídicos com 7.300 mortes e cerca de 6.000 amputações ocorram na 

África Subsaariana (Chippaux, 2011; WHO, 2011). Fauna rica em serpentes 

venenosas, hábitos de vida da população africana, falta de antivenenos, e carência 

de atendimento médico associam-se para o agravamento do ofidismo na região 

(Figura 1). 

 

 

    

Figura: 1 - Distribuição geográfica da serpente Bitis arietans no continente africano (Spawls e 
Branch, 1995). 
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1.2.  Serpentes Africanas 

 

A fauna de serpentes na África é rica com cerca 28 espécies venenosas 

(Manaças, 1981). As serpentes Naja spp, Bitis spp, Dendroaspis spp, Echis spp, 

Atractaspis spp. e pequenas víboras produzem a maioria dos acidentes ofídicos 

(Warrell et al., 1976). Em Moçambique destacam-se as espécies B. arietans, B. 

nasicornis, B. rhinoceros, N. melanoleuca e N. mossambica (Marsh, 1984). 

Bitis arietans é a serpente mais encontrada em Cabo da Boa Esperança, 

incluindo o sul de Marrocos, Mauritânia, Senegal, Mali, sul da Argélia, Guiné, Serra 

Leoa, Costa do Marfim, Gana, Togo, Benin, Nigéria, Sudão, Camarões, República 

Centro Africano, do norte, leste e sul da República Democrática do Congo, Uganda, 

Kenya, Somalia, Burundi, Tanzânia, Angola, Moçambique, Namibia e África do Sul 

(Mcdiarmid et al., 1999; Mallow et al., 2003). Pertence à família Viperidae sp. (Navy, 

2011). Adaptou-se nas regiões peridomociliares e desenvolveu características de 

camuflagem características que facilitam ataques às vítimas. Medem em média 

1,0m. Produzem grandes quantidades de veneno (Mallow et al., 2003; Spawls et al., 

1995). O veneno de B. arietans é muito tóxico com DL50 = 9-13 mg\camundongo 

(Widgerow, 1994) (Figura 2). 

 

 

 

               
 

Figura: 2 - Serpente Africana Bitis arietans: (www.shutterstock.com\ acessado em julho de 

2016). 
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1.3. Toxinas 

 

Estudos de análises proteômicas e genômicas do veneno de Bitis spp 

identificaram quatro grandes grupos de proteínas: metalopeptidases, 

serinopeptidases, desintegrinas e lectinas do tipo C (Currier et al., 2010). Estudos 

funcionais demonstraram que entre essas proteínas incluem metalopeptidases com 

atividade sobre colágeno e fibrinogênio (Jennings et al., 1999), uma serinopeptidase 

que libera calidina (Lys-bradicinina) a partir do cininogênio de baixa massa molecular 

(Nikai et al., 1993) e lectinas que induzem a liberação de cálcio (Ohkura et al., 1996), 

arietina está entre os peptídeos (Huang et al., 1992). Da ação associada dessas 

toxinas resultam os efeitos locais e sistêmicos observados no acidente ofídico 

causado por serpentes Bitis spp principalmente B. arietans. A Figura 3 realça alguns 

desses sintomas. 

 

                         

 Figura: 3 - Efeitos locais observados por acidentes ofídicos. Um paciente de 28 anos de 
idade, internado no hospital depois de uma picada de serpente na região de Ouarzazate, sul de 
Marrocos (Arfaoui et al, 2009). 

 
 

 

1.3.1. Serinoproteases 

 

São enzimas funcionalmente semelhantes à trombina. Interferem no processo 

de coagulação, na fibrinólise e na agregação plaquetária, afetam a cascata de 

coagulação (Serrano e Maroum, 2005). 

Entre as serinoproteases, apenas as ativadoras da proteína C exibem efeitos 

anticoagulantes diretos. Fisiologicamente, o zimogênio de proteína C em circulação 
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no sangue é ativado pela trombina. Esta proteína C ativada degrada FV / FVa  e  

FVIII / FVIIIa, e libera um ativador do plasminogênio. Também estimula a fibrinólise 

através da sua interação com o inibidor do ativador de plasminogênio (Fay e Owen, 

1989). Serinoproteases EGT (enzimas do gênero trombina) consomem o 

fibrinogênio induzindo coagulação do sangue. Essas enzimas são amplamente 

distribuídas no veneno das serpentes Agkistrodon spp, Bothrops spp, Crotalus spp, 

Lachesis spp, Trimeresurus spp, Bitis spp e Cerastes spp. São proteínas de cadeia 

simples ou glicoproteínas (Au et al., 1993), massa molecular de 26-33 kDa. Suas 

sequências compartilham 67% de homologias. Liberam preferencialmente 

fibrinopeptídeos A ou B do fibrinogênio (Sino, 1997). 

 

1.3.2. Desintegrinas  

 

São peptídeos de baixa massa molecular, que se ligam às integrinas com 

proteínas de superfície celular desencadeando proliferação, diferenciação e 

ativação. Essas ações permitem as desintegrinas bloquearem as integrinas e 

impedir agregação plaquetária (Rojnuckarin, 2008). 

 

1.3.3. Metaloproteínases 

 

 

Metaloproteinases de veneno de serpente são enzimas endoproteolíticas. A 

sua atividade catalítica é dependente de íons de Zinco. Com base no tamanho e 

estrutura dos seus domínios, elas são classificadas em PI, P-II, III-P e P-IV 

(Bjarnason e Fox, 1995). Proteinases PI contêm apenas um domínio 

metaloproteinase, proteinases de P-II contêm domínios de metaloproteinase e 

desintegrina, proteinases de P-III contêm metaloproteinase, domínios desintegrina-

like e rica em cisteína, e P-IV proteinases contêm o-III P estrutura de domínio mais 

semelhante à lectina domínios ligados por pontes de dissulfeto. Até à data, as 

sequências com mais de 40 metaloproteinases de venenos de serpentes foram 

determinadas (Fox e Serrano, 2005). Seis estruturas cristalinas de 

metaloproteinases de veneno de serpente estão disponíveis, mas todas elas são da 

classe PI. Elas são estruturalmente semelhantes para as elastases e as 

metaloproteinases de matriz. Em adição ao seu papel na digestão de presa, elas 
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apresentam vários efeitos biológicos, incluindo hemorrágica, pró-coagulante, 

anticoagulante e efeitos antiplaquetários (Fox e Serrano, 2005). 

Algumas das metaloproteinases de veneno de serpente inibem a coagulação 

do sangue. A maioria das metaloproteinases são fibrinogenases e libertaram os 

peptídios do terminal C de fibrinogênio. Elas são classificados em a- e p-

fibrinogenases com base na sua especificidade para a cadeia Aα ou Bβ de 

fibrinogênio (Ouyang e Teng, 1976).  

 

1.3.4. Lectinas do tipo C 

 

O termo ¨lectina¨ (originado do latim lectus, que significa escolhido, 

selecionado) foi primeiro empregado por Boyd e Shapleigh em 1954, para designar 

um grupo de proteínas que apresentava a característica comum de seletividade na 

interação com carboidratos. Em 1980, Goldstein et al, 1980 definiram as lectinas 

proteínas ou glicoproteínas de origem não imunológica que apresentaram dois ou 

mais sítios de ligação a carboidratos, através dos quais interagem com carboidratos, 

aglutinandos células vegetais e\ou animais e precipitando polissacarídeos, 

glicoproteínas e glicolipídeos de forma irreversível. O termo aglutinina é utilizado 

como sinônimo para lectina, porque se refere à habilidade de aglutinar eritrócitos ou 

outras células (Peumans e Van Damme, 1995). 

Lectinas de serpentes tem sido encontradas em diversas serpentes da família 

Viperidade, Elapidae e Crotalidae (Guimarães-Gomes et al., 2004, Lin et al., 2007, Jr 

et al., 2008, Wang, 2008). Essas exibem alta homologia na sequência primária, com 

alguns invariantes resíduos de aminoácidos incluindo um padrão conservado de 

ligações dissulfeto. Sua especificidade de ligação é mais frequentemente atribuída à 

galactose, mas também a manose (Sharon et al., 2003). 

De acordo com sua função e estrutura biológicas, essas proteínas podem ser 

classificadas em dois subgrupos: Lectinas tipo-C verdadeiras (CTLs), as quais 

contém um domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD) que se liga a açúcar 

e aglutina eritrócitos e proteínas relacionadas com lectinas tipo-C (CRLPs), com 

CRDs incompleto e, portanto, apresentando outras atividades biológicas contra os 

fatores de coagulação e plaquetas afetando a hemostasia (Drickamer, 1999; WeI et 

al., 2002 e Morita et al., 2004). Em recente nomenclatura , esse grupo foi renomeado 

para snaclecs (lectinas tipo-C de veneno de serpente) (Clemetson et al., 2009). 
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Diversos efeitos biológicos das CTLs de veneno de serpentes têm sido 

relatados, incluindo atividade mitogênica sobre linfócitos (Mastro et al., 1986), 

liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático (Ohkura et al., 1996), inibição de 

várias linhagens tumorais (Pereira-Bittencourt et al., 1999), aglutinação de eritrócitos 

(Kassab et al., 2001) citotoxidade para alguns tumores e células endoteliais 

(Carvalho et al., 2001), efeitos renais (Havt et al., 2005; Braga et al., 2006). Aumento 

da aderência de leucócitos sobre células endoteliais de vênulas (Elífio-Esposito el 

al., 2007) e ação inibitória sobre patógenos de plantas (Rádis-Baptista et al., 2006 e  

Barbosa et al., 2010). 

  

1.3.5. Fosfolipases (FLA2) 

 

As FLA2 (fosfatidil-acid-hidrolases) são toxinas encontradas no veneno de 

serpentes da família Viperidae. Apresentam homologia estrutural com FLA2s de 

mamíferos. Hidrolisam fosfolipídeos de membrana, liberam ácido araquidônico (AA), 

o substrato de ciclooxigenases (COX), (Moreira, 2007). Pertencem a uma família de 

enzimas que catalisam a hidrólise de ligação acil-éster na posição sn-2 de 

fosfolipídeos. A reação de hidrólise é dependente de íons cálcio, sendo a unidade 

catalítica formada pelos aminoácidos His 48, Asp 99 e uma molécula de água 

(Dennis et al., 1994). Os produtos da catálise são ácidos graxos livres, como o ácido 

araquidônico molécula fonte de mediadores lipídicos da inflamação e de segundos 

mensageiros de processos fisiológicos (Gijon e Leslie, 1999). Os lisofosfolipídeos 

liberados estão envolvidos na sinalização celular e na remodelagem de fosfolipídeos 

(Brown et al., 2003). Adicionalmente, a atividade catalítica das FLA2s leva à 

produção do lisofosfolipídeo liso-PAF, precursor do fator ativador de plaquetas 

(PAF), mediador de agregação plaquetária (Quinn et al., 1988). As FLA2S estão 

classificadas em grupos, que incluem FLA2 secretadas (sFLA2S) e fosfolipases A2 

citosólicas (cFLA2C) (Muracami et al., 1997). Localização celular, sequência de 

aminoácidos, massa molecular, presença de pontes dissulfeto intramoleculares e  

dependência de Ca++, para atividade enzimática são critérios usados para 

classificar as FLA2S (Brown et al., 2003). As FLA2 secretadas (sFLA2) são 

subclassificadas nos grupos I, II, III, V e IX a XIV. Estas enzimas são de baixa 

massa molecular (12 kDa a 19 kDa), contêm de 5 a 7 ligações do tipo dissulfeto, 

possuem resíduos de histidina no sítio catalítico e dependem de íons de Ca++ para 
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o processo de catálise. As FLA2S do veneno de serpentes da família Viperidae estão 

incluídas no grupo II (Murakami et al., 1995). A estrutura da molécula de FLA2 está 

esquematizada na Figura 4. 

 

 

      

Figura: 4 - Representação em 3D da estrutura molecular de FLA2 de Bothrops jararacuçu. Esta 
FLA2 pertence ao grupo II. As α e β hélices estão unidas por pontes H48 e Y52; íon de Ca++ 
representa como uma grande esfera preta (Ketelhut et al., 2003). 

 
 
 
 
 
 
 

1.4.  Efeitos das Toxinas 

 

1.4.1. Inflamação  

 

A reação inflamatória como resposta do organismo às agressões caracteriza-se 

por uma série de eventos celulares e moleculares complexos que se manifestam 

morfologicamente nos sinais da inflamação: rubor, tumor, calor, dor e perda de 

função. A expressão desses sinais decorre da ação orquestrada de mediadores da 

inflamação (Ryan e Majno, 1977; Lentsch e Ward, 2000; Kulinsky, 2007). Esses 

sinais ocorrem no local da picada. 
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1.4.2.  Incoagulabilidade sanguínea 

 

Venenos de serpentes são misturas complexas de proteínas 

farmacologicamente ativas e polipeptídeos. Eles desempenham um papel importante 

na incapacidade de imobilização, bem como na digestão da presa (Tu, 1991 e 

Harvey, 1991). Assim, toxinas têm evoluído para alvejar especificamente vários 

pontos críticos nos sistemas fisiológicos dos animais. Sistemas neuromuscular e 

circulatório são os dois principais sistemas fisiológicos que são direcionados por um 

grande número de toxinas, como a interrupção nestes sistemas fazem a presa não 

resistir ao de veneno em um curto espaço de tempo (Hutton e Warrel, 1993). 

Toxinas neurotóxicas são geralmente encontradas nos venenos Hydrophidae e 

Elapidae enquanto toxinas hemorrágicas e mionecróticas são geralmente 

encontradas nos venenos das famílias Viperidae e Crotalidae de serpentes (Hutton e 

Warrell, 1993). Ao longo dos anos, um número de toxinas que afetam a circulação 

do sangue foram isoladas e caracterizadas a partir de vários venenos de serpentes 

(Pirkle, 1987 e Markland, 1987). Alguns deles afetam a agregação plaquetária, 

enquanto outros afetam a coagulação do sangue. Proteínas do veneno que afetam a 

coagulação do sangue podem ser funcionalmente classificadas como proteínas pró-

coagulantes ou anticoagulantes, com base em sua capacidade para encurtar ou 

prolongar o processo de coagulação do sangue. Proteínas pró-coagulantes ou são 

proteinases de serina ou metaloproteinases (Kornalik, 1991). 

 Os tamanhos variam entre 24 kDa e 300 kDa. Elas induzem a coagulação do 

sangue, quer por ativação de zimogênio especificamente, um dos fatores de 

coagulação do sangue, ou através da conversão de fibrinogênio solúvel diretamente 

num coágulo de fibrina insolúvel. Toxinas de veneno de cobra que prolongam a 

coagulação do sangue são proteínas ou glicoproteínas com massas moleculares 

variando de 6 kDa a 350 kDa (Lu e Clemetson, 2005). Estes fatores inibem a 

coagulação do sangue por diferentes mecanismos. Algumas destas proteínas 

anticoagulantes exibem atividades enzimáticas, como a FLA2 (fosfolipase A2) e 

proteinase, enquanto que outros não exibem qualquer atividade enzimática (Hutton, 

1993 e Warrell, 1993).  
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Aberrações em funções normais de coagulação do sangue podem resultar em 

distúrbios trombóticos ou hemorragia. Na trombose, em grande parte, condições 

desconhecidas promover a formação aparentemente espontânea de coágulos 

grandes o suficiente para bloquear a circulação (Gustafsson et al., 2004). A 

formação de tais blocos nas artérias que irrigam os órgãos vitais, tais como o 

coração ou do cérebro, pode causar enfarte do miocárdio ou acidente vascular 

cerebral, respectivamente. Assim, um mecanismo de salvamento de coagulação do 

sangue torna-se um mecanismo da doença potencialmente com risco de vida. Várias 

condições, tais como aterosclerose, contribuem significativamente para promover a 

iniciação da coagulação espontânea. Anticoagulantes são fundamentais para a 

prevenção e tratamento de doenças tromboembólicas, e aproximadamente 0,7% da 

população ocidental recebe tratamento anticoagulante oral (Joseph, 2004).  

 

1.4.3. Destruíção celular 

 

As ações das FLA2s  nos tecidos da vítima ocorrem dentro de minutos após a 

inoculação intramuscular. As principais alterações observadas, se caracterizam 

inicialmente, pela vacuolização do citoplasma e o aumento do volume do retículo 

sarcoplasmático e das mitocôndrias da região, a seguir, são observadas lesões do 

tipo delta e miofilamentos hipercontraídos em regiões com miofibrilas densamente 

agrupadas, com o progresso da lesão são observadas células musculares 

danificadas contendo miofibrilas desorganizadas. As áreas contendo miofilamentos 

hipercontraídos alternam-se com áreas contendo material floculado e organelas, tais 

como mitocôndrias, retículo sarcoplasmático, vesículas e núcleo picnótico (Ownby et 

al., 1999; Harris, 1991). Em estudos com microscopia intravital, Lomonte et al., 

1994) confirmam que a necrose muscular ocorre rapidamente 3-4 minutos  após a 

aplicação da toxina.  

 

 

1.5.  Antivenenos de serpentes 

 

Os antivenenos atualmente produzidos conquanto eficientes na neutralização 

das principais ações tóxicas dos venenos para os quais foram desenvolvidos, 

exigem melhoras em suas qualidades intrínsecas. Suas qualidades neutralizantes 
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das toxinas do veneno para o qual foram produzidos variam de lote para lote. 

Possuem anticorpos específicos para toxinas e componentes não tóxicos (WHO, 

2003). Qualidade positiva: bloqueiam parte dos efeitos dos venenos de serpentes. 

Qualidades negativas: grandes doses são usadas na terapia do ofidismo. Ativam o 

sistema complemento humano tanto como moléculas livres (Baptistão et al., 2014) e 

mais intensamente na forma de imunocomplexos anticorpo-toxina (Heidelberg et al., 

1941; Miller e Nussenzweig, 1975; Czop e Nussenzweig, 1976) gerando 

anafilatoxinas (Dias da Silva e Lepow, 1965; Dias da Silva e Lepow, 1967; Dias da 

Silva, Eisele e Lepow, 1967). Induzem reações adversas decorrentes das ações 

farmacológicas das anafilatoxinas (Cardoso et al., 1993; Fan et al., 1995). O elevado 

preço de mercado inacessível para países em desenvolvimento é outra qualidade 

negativa dos antivenenos (WHO, 1981). As informações acumuladas sobre os 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos na resposta imune em uso na 

biotecnologia de anticorpos justificam propostas visando potencializar as qualidades 

positivas e reduzir as negativas dos atuais antivenenos. 

A demonstração que soros obtidos de animais que receberam injeções de 

doses não tóxicas de veneno neutralizam as ações tóxicas desses venenos 

inaugurou a era dos antivenenos. Esta demonstração foi feita pela primeira vez em 

1894 por Calmette e por Phisalix e Bertrand como relatado por Bom, 1996. Logo 

depois, o brasileiro Vital Brazil demonstrou que soros de animais injetados com 

veneno de Bothrops spp neutralizavam as ações tóxicas desses venenos, mas não 

as ações tóxicas do veneno de cascavel. Da mesma forma, soros de animais 

injetados com veneno de cascavel neutralizavam as ações tóxicas desses venenos, 

ora não as ações tóxicas do veneno de Bothrops spp. Ficou demonstrada a 

especificidade das entidades presentes nesses soros (Vital-Brazil, 1987) mais tarde 

identificadas como anticorpos.  

A partir de então modificações pontuais na tecnologia de produção de 

antivenenos foram introduzidas. Destacam-se enriquecimento da quantidade de 

anticorpos por remoção de certas proteínas irrelevantes por precipitação com sulfato 

de amônio e clivagem de certas proteínas com pepsina. Por coincidência, ao acaso, 

entre essas proteínas, estavam os anticorpos que são clivados depois da região da 

dobradiça resultando na formação de F(ab')2. Os atuais antivenenos, misturas de 

anticorpos antitoxinas e componentes não tóxicos controlam as manifestações 

sistêmicas destes envenenamentos (Lalloo e Theakston,  2003).  
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1.6. Anticorpos 

 

1.6.1. Estrutura molecular 

 

Imunoglobulinas (Igs) são proteínas de massa molecular de 150-190 kDa 

produzidas pelo sistema imune (SI). Igs são formadas por dois tipos de cadeias 

polipeptídicas, uma de massa molecular 55-77 kDa, cadeia H, e outra de massa 

molecular 25kDa, cadeia L. Na cadeia L há uma região em que a sequência de 

aminoácidos varia de Ac (anticorpo) para Ac, denominada VL e uma região em que 

a sequência de aminoácidos é constante em todos os Acs, denominada CL. Na 

cadeia H, há também uma região em que a sequência de aminoácidos varia de Ac 

para Ac, denominada VH e três regiões denominadas CH1, CH2 e CH3, em que as 

sequências de aminoácidos são constantes em todos os Acs duas cadeias L e duas 

H se associam por meio de pontes dissulfeto ligando: (a) uma cadeia H e uma 

cadeia L entre os domínios moleculares CL e CH1; o polipeptídeo resultante é 

denominado Fab, (b) duas cadeias H entre os correspondentes domínios CH2 e 

CH3; o polipeptídeo resultante é denominado Fc. Entre os dois polipeptídeos Fab e 

um Fc há duas pontes dissulfeto formando a “hinge region”. Esta região confere 

flexibilidade aos dois Fabs em relação ao Fc. Esta flexibilidade permite acomodação 

dos Fabs de uma mesma molécula de Ig a epítopos iguais, porém, dispostos em 

diferentes regiões da molécula de Ag. Assim cada molécula tetramérica de Ig consta 

de 12 a 14 domínios: 4V (2VL e 2CL) e 8-10 domínios VH (2VH e 6-8CH). A 

clivagem de IgG com pepsina resulta em um fragmento bivalente contendo dois 

Fabs e com papaína em três fragmentos dois Fab e um Fc. (Dias da Silva e Amadeu 

Megale, 2015) (Figura 5).  
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Figura: 5 - Estrutura da moléculas de imunoglobulina. Acessado em junho de 2016.  
(htt://moenfimunologispot.com.br/2001).  
 

 

1.6.2. CDRs 

 

A variabilidade dos anticorpos reside em regiões pontuais dos domínios 

hipervariáveis da molécula de imunoglobulina denominadas “complementarity-

determining regions” (CDRs). Na região hipervariável da cadeia L há 3 CDRs e na 

cadeia H há 3 CDRs. Em cada Fab do anticorpo os CDRs de L e de H estão 

dispostos face a face configurando estruturas tridimensionais, paratopos, que 

acomodam precisamente a estrutura especular, epítopo do antígeno (Polonelli et al., 

1993).  

Os CDRs são intercalados por sequências curtas invariáveis de aminoácidos, 

denominadas “Frame-Work Regions” (FR1, FR2, FR3, FR4) típicas para cada 

espécie animal. CDRs e FRs foram identificados usando sequências varáveis de 

proteínas Bence Jones (Wu and Kabat, 1970) (Figura: 6). As sequências de 

estrutura entre CDRs podem ser semelhantes ou idênticas (Polonelli et al., 1993).  
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Figura: 6 - Regiões hipervariáveis da molécula de Igs. As sequências de aminoácidos obtidas 
de diferentes Igs purificadas foram comparadas. Depois de alinhadas, sequências contendo resíduos 
repetidos e diferentes apareceram ao longo da molécula. Três regiões hipervariáveis intercaladas 
entre quatro regiões bem conservadas emergiram. Essas regiões localizavam-se nas porções V das 
cadeias L e H. As regiões hipervariáveis responsáveis pela combinação com os epítopos do Ag 
indutor da resposta imune foram designadas “complementarity-determinig regions” (CDR). As regiões 
intercaladas de sequência conservada foram designadas “framework regions” (FR). Parte desta figura 
foi adaptada da figura correspondente à publicada por Wu e Kaba  (Dias da Silva e Amadeu Megale, 
2015). 

 
 

1.6.3. Desenvolvimento linfócitos B.  

 

A diferenciação de linfócitos B a partir de seus precursores da medula óssea 

até células com receptores capazes de reconhecer epítopos para os quais suas 

regiões V(J)D foram somaticamente organizadas corre em vários estágios. Nove 

estágios foram identificados (Figura 7). Em paralelo com a organização de V(J)D são 

ativados genes codificadores de proteínas que se expressam na superfície celular. 

Essas proteínas permitem identificar cada estágio celular evolutivo com razoável 

precisão (McHeyser-Williams et al., 2015). 
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Figura: 7 - Estágio de diferenciação dos linfócitos B (John et al., 2007). 

 

Com base em informações sobre os mecanismos moleculares e celulares 

envolvidos na resposta imune, doses menores de imunógenos, maior número de 

imunizações e aumento de intervalos entre imunizações foram inseridas 

modificações nos protocolos tradicionais de produção de antivenenos. Essas 

modificações expõem antígenos preferencialmente a células T e B de memória. 

Estas células expressam receptores de antígenos de alta afinidade (Figura 8). 

Toxinas consideradas importantes em venenos de serpentes brasileiras e 

africanas estão sendo purificadas e analisadas, associando-se métodos in vitro e in 

vivo. Entre métodos in vitro, substratos sintéticos específicos para metaloproteinases 

e serino-proteinases, estão sendo padronizados. Entre os métodos in vivo, a indução 

de hemorragias, de consumo de componentes dos sistemas complemento e da 

coagulação têm sido os alvos.  

A produção de anticorpos está sendo monitorada associando-se métodos in 

vitro, ELISA, avaliação de avidez e afinidade, aos métodos in vivo de consumo de 

componentes dos sistemas do complemento e coagulação.  
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Figura: 8 - Mecanismos moleculares e celulares envolvidos na resposta imune (Macmayar-
Williams et al., 2015).  

 

Nosso grupo ao longo dos anos vem trabalhando com produção e purificação 

de veneno e antiveneno e com isso obtivemos os seguintes resultados:  

 

(1) Identificação de miotoxinas nos venenos de serpentes africanas B. arietans, B. 

nasicornis e B. rinocheros.  Antiveneno IgG / F(ab´)2  equino anti-B.arietans em 

experimentos in vitro-in vivo reconhece as miotoxinas indicando compartilhamento 

de epítopos antigênicos  (Ponte et al., 2010).  

(2) Identificação de metaloproteinases nos venenos da serpente africana B. arietans. 

Antivenenos IgG/F(ab´)2 equinos anti-B. arietans, anti- Lachesis muta, anti-Naja spp, 

anti-Bothrops spp, anti-Crotalus spp, em experimentos  in vitro-in vivo reconhecem 

metaloproteinases com atividade hemorrágica presente no veneno de B. arietans 

indicando compartilhamento de epítopos antigênicos com toxinas semelhantes nos 

venenos  de B. arietans, Lachesis muta, Naja spp, Bothrops spp e Crotalus spp. (de 

Souza et al., 2015). 

(3) Descrição da imunogenicidade cruzada em venenos de Crotalus spp. Equinos 

imunizados com baixas doses de crotoxina purificada de veneno de C. d. terrificus, 

após duas imunizações a intervalos de duas semanas, desenvolvem anticorpos de 

alta afinidade que reconhecem e neutralizam  crotoxina em venenos de  Crotalus d. 

terrificus, C. d. collilineatus, C. d. cascavella e C. d. marajoensis (Guidolin  et al., 

2013).  
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(4) Demonstração da presença das atividades de FLA2S, hyaluronidases, e 

fibrinogenolítica nos venenos das serpentes africanas Bitis arietans, Bitis gabonica 

rhinoceros e Bitis nasicornis enzimas responsáveis pelas principais alterações 

induzidas presas ou vítimas. As atividades foram ensaiadas in vitro, usando 

substratos sintéticos específicos Abz eficientemente clivado em FRET-Abz-

RPPGFSPFRQ-EDDnp e angiotensina I gerando angiotensina 1-7. Atividade 

gelatinolítica foi observada apenas nos venenos de B. arietans e B. nasicornis. 

Soros antivenenos anti-Bitis spp desenvolvidos no Instituto Butantan bloqueiam 

essas atividades (Paixão-Cavalcante et al., 2015). 

(5) Desenvolvimento de anticorpos monoclonais anti-metaloproteinases 

hemorrágicas, fosfolipase A2 e enzima trombina-símile de B. atrox. Anticorpos 

desenvolvidos inibem essas atividades em ensaios in vitro-in vivo, com maior 

potência que anticorpos anti-enzima trombina-símile. Os resultados foram incluídos 

na tese (D) do estudante Thiago S. Frauches (Orientador, MMK), Programa de Pós-

Graduação em Biociências e Biotecnologia, CBB/UENF (Frauches et al., 2013).  

(6) Desenvolvimento de anticorpos policlonais monoespecíficos para dois peptídeos 

sintéticos modelados em sequências recuperadas da alça extracelular da proteína 

transportadora de fosfato dependente de sódio NaPi2b (Amadeu Megale et al., 

2015).  

(7) Padronização do método de imunização de Gallus gallus visando obter 

anticorpos de alta especificidade e afinidade para toxinas relevantes presentes em 

venenos de serpentes brasileiras e africanas  (da Rocha et al., 2016). 

 (8) Estudo da porção de baixa massa molecular de serpentes da África 

Subsahariana: à procura de inibidores de proteases.  

Apesar da grande importância em saúde pública, pouco se sabe sobre os 

componentes tóxicos dos venenos de serpentes dos gêneros Bitis spp, Naja spp, e 

Dendroaspis spp, com especial ênfase às moléculas de baixa massa molecular. 

(Kodama et al., 2015). Assim, a motivação deste trabalho parte da pouca informação 

disponível sobre a composição peptídica dos venenos de serpentes africanas, e 

baseia-se na busca de novos peptídeos por meio de ensaios bioquímicos que 

possam modular a atividade proteolítica de serino e cisteínopeptidases. Vale 

mencionar que a possibilidade de trabalharmos com venenos exóticos e pouco 

estudados é uma oportunidade privilegiada e de extrema importância. Após a 

caracterização destes peptídeos in vitro, serão feitos estudos de toxicidade in vivo.  
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As modificações introduzidas no processo de produção de antivenenos, 

redução da quantidade de veneno, aumento do número de imunização, 

espaçamento entre as imunizações, controle dos títulos e afinidade dos anticorpos 

ao longo da imunização permitiram obter anticorpos de alta qualidade. Essas 

modificações permitem selecionar preferencialmente linfócitos T e B de memória que 

expressam receptores de antígeno de alta afinidade. Com tais informações nosso 

projeto de mestrado foi dirigido para a produção de anticorpos monoclonais (Acms) 

específicos toxinas individuais.  

 

1.6.4. Produção de Hibridomas 

 

A geração de anticorpos monoclonais revolucionou a imunologia e foi de 

grande impacto em diversos campos de pesquisas e na clínica médica. Por ser 

possível produzir anticorpos contra praticamente qualquer tipo de antígeno, seu uso  

amplamente difundido para estudar e diagnosticar uma infinidade de moléculas 

diferentes relacionadas a diversas doenças, sendo largamente utilizados para o 

tratamento de diversos tipos de câncer (Mattes et al., 1987). 

Em 1975, Kohler e Milstein desenvolveram a tecnologia dos hibridomas para 

a produção de anticorpos monoclonais e desde então, plasmócitos imortalizados e 

providos da capacidade de secretar anticorpos de especificidade única são 

desenvolvidos contra uma grande variedade de antígenos. Esta tecnologia se baseia 

na capacidade de replicação e sobrevivência ilimitada dos tumores de células B, 

unidas à capacidade de plasmócitos de um animal imunizado em produzir anticorpos 

específicos para o antígeno alvo. Cada plasmócito produz anticorpos de 

especificidade única, portanto, o hibridoma formado a partir da junção desta célula 

com uma célula tumoral, é capaz de produzir anticorpos específicos de maneira 

ilimitada, derivados de um único clone de células B, e por isso, são chamados 

monoclonais (Edelman, 1973). Os mielomas utilizados na geração dos hibridomas 

não secretam imunoglobulinas e, crescem em meio de cultura comum, mas não em 

meio seletivo definido. As linhagens celulares que podem ser usadas como parceiros 

de fusão para a obtenção dos hibridomas são criados pela indução de vias de 

síntese de nucleotídeos defeituosas (Abbas A. K. et al., 2012). As células normais 

sintetizam precursores de DNA, nucleotídeo purina e timidilato, pela via de novo que 

requer tetrahidrofolato. Algumas drogas, tais como a aminopterina, bloqueiam a 
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ativação de tetrahidrofolato inibindo a síntese de purinas e, portanto, inibem a 

síntese de DNA pela via de novo. Células tratadas com aminopterina podem usar a 

via de salvação para a síntese de DNA, na qual a purina é sintetizada a partir de um 

suplemento exógeno de hipoxantina usando a enzima hipoxantina-guanina 

fosforibosiltransferase (HGPRT), e o timidilato é sintetizado a partir de timidina 

usando a enzima timidina quinase (TK). Por esse motivo, estas células crescem 

normalmente na presença de Aminopterina em meio de cultura suplementado com 

hipoxantina e timidina (meio HAT), citado em Abbas et al., 2012. As células de 

mieloma podem ser defeituosas na enzima HGPRT ou TK através de mutagênese, 

seguida pela seleção sobrevivem em meio contendo os substratos para essas 

enzimas e são selecionadas para fusão (citado em Dias da Silva, 2003). As células 

de mielomas negativas para HGPRT ou TK não podem usar a via de salvação e, 

portanto morrerão quando cultivadas no meio de cultura HAT. Se as células B 

normais são fusionadas com células negativas para HGPRT ou TK as células B 

fornecerão a(s) enzima(s) necessária(s), de modo que o híbrido possa sintetizar 

DNA e crescer em meio HAT (Dias da Silva et al, 2003).  

A seleção dos híbridos ocorre dentro de uma semana, os clones de 

hibridomas, tornam-se visíveis e o sobrenadante da cultura a ser examinado para 

verificar a produção de anticorpos específicos para o antígeno da imunização é 

coletado. O método mais comumente utilizado para verificar a positividade é o 

ensaio de imunoadsorção ligado à enzima (ELISA) (Ansell, 2000). Os híbridos 

positivos são selecionados, clonados para garantir a monoclonalidade, e depois são 

cultivados com o objetivo de obter sobrenadantes de cultura que contém os 

anticorpos monoclonais desejados. Outra fonte de anticorpos monoclonais é o fluido 

ascítico acumulado na cavidade peritoneal de camundongos injetados, 

intraperitonealmente, com o hibridoma ou biorreatores.  

Esses estudos orientaram a introdução de modificações pontuais nos 

protocolos de produção de anticorpos antivenenos de serpentes visando 

potencializar suas qualidades positivas e reduzir suas qualidades negativas. 

Redução das doses de veneno usadas na imunização, aumento do número de 

imunizações e do tempo entre uma imunização e outra, acompanhamento da 

evolução dos títulos dos anticorpos produzidos e das qualidades intrínsecas desses 

anticorpos como tempo necessário para interagirem com as toxinas-antígenos e 

afinidade com que se combinam com os epítopos específicos.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Entre as serpentes africanas, o gênero Bitis é o responsável pela maioria dos 

acidentes em Moçambique, sendo a espécie Bitis arietans responsável pela maioria 

dos óbitos. Acidentes ofídicos e a carência de soros antiofídicos infelizmente 

persistem associados no continente Africano. Os soros obtidos atualmente contêm 

anticorpos específicos tanto para componentes tóxicos como não tóxicos, são de 

baixa atividade específicas e são observados também reações adversas imediatas e 

retardadas decorrentes de proteínas heterólogas. O continente africano necessita de 

antivenenos de serpente poliespecíficos de alta atividade, especificidade e afinidade. 

Com o desenvolvimento da tecnologia de hibridomas é possível produzir anticorpos 

monoclonais, estes anticorpos apresentam-se iguais entre si, sendo mais eficientes, 

apresentam maior especificidade e afinidade. Entre os componentes tóxicos 

presentes no veneno da serpente africana Bitis arietans, a produção de anticorpos 

monoclonais monoespecíficos anti-fosfolipase para administração imunoterápica 

seria uma conquista imediata. Esses anticorpos monoclonais serão matrizes para 

desenvolver mini-anticorpos. Nosso grupo de pesquisa, com a participação de 

pesquisadores credenciados e estudantes, envolvido há longo tempo em estudos de 

venenos e antivenenos, convencido da necessidade de introduzir conhecimentos 

fundamentais sobre os mecanismos celulares e moleculares sobre a resposta 

imune, decidiu através de experimentos pontuais ampliar as qualidades positivas e 

reduzir as negativas dos atuais anticorpos antitoxinas. Experimentos específicos 

visando potencializar a especificidade-avidez-atividade específica-potência 

neutralizante de anticorpos antitoxinas de venenos animais foram planejados, 

executados e publicados. Esses objetivos justificaram o Sub-Project: “Design of 

Antivenoms Based on Antibody Complementarity-Determining Regions Amino Acid 

Sequences”, Coordenador: Prof. Wilmar Dias da Silva (wds@butantan.gov.br). 

Laboratório de Imunoquímica, Instituto Butantan, São Paulo, SP, incluído no Project: 

Center for Research on Toxins, Imune-Response and Cell Signaling – CeTICS 

/FAPESP (Grant # 2013/07467-1). Principal Investigator: Hugo Aguirre Harmelin, 

IBu.  

 

 

 



20 
 

3. OBJETIVOS: 

 

3.1. Gerais:  

 

Desenvolver anticorpos monoclonais (Acms) específicos para a toxina FLA2 

do veneno de Bitis arietans como modelos para construção de fragmentos scFv de 

anticorpos.   

 

3.2. Específicos: 

 

Específicos imediatos: Avaliar especificidade dos Acms, afinidade de seus 

paratopos para os epítopos, potência neutralizante, isotipo da imunoglobulina e 

estabilidade dos hibridomas.   

 

Específicos mediatos: Obter volumes suficientes para isolamento de regiões 

hipervariáveis destinadas ao isolamento e sequenciamento de CDRs. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1.  Animais  

 

Camundongos da linhagem BALB/c com 4-6 semanas de idade, do sexo 

masculino, foram fornecidos pelo Biotério do CBB/UENF. Os animais foram 

acondicionados em caixas de polipropileno com lotação máxima de 5 camundongos 

por caixa, e mantidos em biotério convencional localizado no Laboratório de Biologia 

do Reconhecer, CBB/UENF. O projeto foi submetido para avaliação da Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, aprovado com protocolo n° 077 de acordo com recomendações da OMS: 

(WHO Guidelines for Production, control, and Regulation of Snake Antivenom 

Immunoglobulins, 2010. (www.who.int/bloodproducts/snakeantivenoms). 

 A alimentação foi composta por ração balanceada específica para a espécie, 

em regime de ingestão de água e ração. O acesso à sala foi restrito aos 

pesquisadores e pessoal de apoio envolvido no projeto. 

 

4.2. Veneno de serpentes 

 

Veneno da serpente Africana Bitis arietans foi adquirido da empresa “Venom 

Supplies Pty Ltd. 59 Murray Street, Tanunda, Australia” com recurso do “Projeto 

PRóAFRICA, CNPq, Processo N; 490046/2005-6- Responsável Wilmar Dias da 

Silva. Venenos de serpentes brasileiras ocasionalmente usados como controles 

foram fornecidos pelo “Laboratório de Venenos, Instituto Butantan, São Paulo, SP, 

Brasil”. A letalidade era previamente avaliada por injeção i. p. (intraperitoneal) de 

doses de veneno próximas das já conhecidas  em camundongos  Swiss e a relação 

mortos / vivos registrada depois de 48h. Os valores de LD50 foram calculados pelo 

método de Spearman-Karber (World Health Organization - Progress in the 

Characterization of Venoms and Standardization of Antivenoms. (WHO Offset 

Publication 58) - 1981). Durante o uso, pesquisadores usavam luvas e protetor 

ocular como recomendado pelo “Guia de biossegurança – Comissão de 

Biossegurança, Instituto Butantan, 2014”. 
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4.3. Purificação de fosfolipase A2 (FLA2) de veneno de Bitis arietans 

 

Vinte miligramas de veneno liofilizado foram submetidos à cromatografia de 

exclusão molecular em coluna Superose 12 HR (10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, 

Uppsala, Suécia), previamente equilibrada com acetato de amônio 50mM. A 

exclusão progressiva das proteínas aderidas foi feita com o mesmo tampão a uma 

velocidade de fluxo de 24 mL / h. O teor de cada proteína removida foi registrado em 

absorbâncias (ABS) 280nm em UPC-900 Amersham Pharmacia Biotech. As frações 

correspondentes a cada pico foram reunidas e a presença de atividade enzimática 

determinada in vitro por clivagem de substrato sintético específico. Quando indicado, 

a presença de atividade hemorrágica foi pesquisada in vivo injetando via 

subcutânea.  Amostras das frações purificadas foram visualmente identificadas.  As 

frações exibindo atividade enzimática foram submetidas a um segundo ciclo de 

purificação também em coluna Superose 12 HR (10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, 

Uppsala, Suécia) e nas mesmas condições. O teor de proteína das frações 

purificadas foi avaliado pelo “Pierce BCA Protein Assay Kit”. As frações purificadas 

destinadas à imunização de camundongos para produção de Acms foram 

liofilizadas, diluídas em PBS e congeladas à -80°C. As atividades de purificação 

foram realizadas em sala climatizada. Este procedimento foi realizado no Instituto 

Butantan. 

 

4.4.  Avaliação da atividade enzimática de FLA2  

 

A atividade enzimática de FLA2 foi avaliada utilizando “EnzChek Fosfolipase A2 

Assay Kit (Invitrogen)”. Amostras contendo quantidades crescentes da fonte FLA2 a 

ser avaliada, diluídas em PBS pH 7.4 foram misturadas com amostras indicadas do 

substrato fosfolípideo “kit de FRET substrate”, foram colocadas nos poços de placas 

brancas de microtitulação de 96 poços, incubadas como indicado e analisadas com 

filtro de base em várias-modo leitor de microplacas (Fluostar Omega, o BMG 

Labtech, Ortenberg, Alemanha) a λem = 515 nm e = λex 460 nm e a 37°C. Todos os 

ensaios enzimáticos foram realizados em duplicata, e a atividade específica 

expressa em UF por minuto/ micrograma da preparação sob test. Amostras do 

substrato fosfolípideo FRET são tratadas com fonte de enzima padronizada (controle 

positivo) ou com PBS, pH 7.4, (controle negativo) são ensaiadas em paralelo. A 



23 
 

atividade enzimática específica é expressa em UF por minuto/ micrograma de 

enzima. Este procedimento foi realizado no Instituto Butantan. 

 

 

4.5. Imunização e produção de hibridomas 

 

Grupos de camundongos BALB/c foram imunizados com a fração F3 (2) do 

cromatograma de veneno de Bitis arietans em coluna de Superose 12 HR coluna 

(10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Sweden). Antes da imunização a 

homogeneidade da fração F3 (2) foi determinada por métodos imunoquímicos e a 

presença de FLA2 ensaiada in vitro com substrato sintético (Etapa realizada no 

Instituto Butantan). Amostras de F3 (20µg) foram misturadas com 4mg de hidróxido 

de alumínio em PBS e usadas como imunógeno. A Figura 9 resume o esquema das 

imunizações. Duas imunizações com intervalos de 21 dias. Amostras de soros foram 

coletadas antes da primeira imunização (controle negativo) e depois do segundo 

booster. Anticorpos anti-FLA2 foram quantificados por ELISA. Células esplênicas 

destinadas à fusão foram coletadas após 3° booster. 

 

4.6. Produção de Acms anti-FLA2 de Bitis arietans 

 

Células esplênicas dos camundongos imunizados com FLA2 foram fusionadas 

com células mieloma (A2). A fusão foi feita utilizando-se PEG 4000 (GibcoBRL, 

EUA), segundo metodologia descrita por Kohler e Milstein (1975). Após a fusão, as 

células foram resuspensas em meio DMEM-F12 (GibcoBRL, EUA) contendo 10% de 

soro fetal bovino (SFB), 10µg\mL de gentamicina (GibcoBRL, EUA), 50µg\mL de 

beta-mercaptoetanol e o agente seletivo HAT (Hipoxantina, Aminopterina e Timidina) 

50x (Sigma Chemical, EUA). A suspensão celular foi semeada em placas de 96 

poços (Corning, EUA), que continham previamente uma monocamada de células 

peritoneais de camundongos BALB\c, de modo que a concentração de células em 

cada poço fosse de 2x105 células, e em seguida foram incubadas em estufa 37ºC. 

Após 7 dias, quando as colônias de hibridomas atingiram aproximadamente 300 

células os respectivos sobrenadantes foram analisados através do teste de ELISA. 
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Figura: 9 - Protocolo de imunização de camundongos. Antes do início das imunizações, 
amostras de sangue foram coletadas para serem utilizadas como fonte de soro pré-imune para 
controles subsequentes. Entre a primeira e a segunda imunização, os intervalos foram de 21 dias. Já, 
a partir da segunda imunização, foram realizados 2 booster (após segundo booster foi feito uma 
sangria – 45 dias)  e um ELISA seguindo de um terceiro booster 4 dias após o terceiro booster foi 
realizada uma sangria total. 

 

 

4.7.  Obtenção de macrófagos peritoneais para suporte nutritivo (Feeder 

Layer) dos hibridomas  

 

Os macrófagos foram obtidos através da lavagem da cavidade peritoneal de  

camundongos BALB/c, de 5 semanas, com meio Dulbecco’s Modified Eagles 

Medium F-12 (DMEM-F12, GIBCO, BRL). Foram injetados 5 mL de meio DMEM-F12 

no peritônio de cada um dos camundongos, e deixados por aproximadamente 1min 

e 30 s. Em seguida, o líquido peritoneal foi coletado e centrifugado a 1200 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 mL de 

meio DMEM-F12, contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO, BRL, EUA), 10µg\mL 

de gentamicina (GibcoBRL, EUA) e o agente seletivo HAT (Hipoxantina, 

Aminopterina e Timidina) 50x (Sigma Chemical, EUA). As células foram distribuídas 

em placas de 96 poços (100μL/poço) e incubadas a 37ºC em uma atmosfera de 5% 

de CO2 por 24h. 
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4.8.  Cultura celular 

 

 As células de mieloma foram cultivadas em garrafas de plástico de 25 cm3 

(corning) e os hibridomas posteriormente gerados, foram cultivados em placas de 96 

poços (corning) e em garrafas de plástico de 25 cm3. Todos os processos acima 

descritos utilizaram como meio nutricional Dulbecco’s Modified Eagles Medium F-12 

(DMEM-F12, GIBCO, BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO, 

BRL, EUA), 10µg\mL de antibiótico gentamicina e 0,5 mM de 2-β mercaptoetanol a 

37ºC e 5% de CO2, com troca de meio a cada três dias. 

 

4.9. Clonagem dos hibridomas 

 

 Os hibridomas que excretavam Acms anti-FLA2 identificados por ELISA foram 

clonados pela metodologia de diluição limitante. Após teste de viabilidade e 

contagem dos hibridomas com solução de Tripan Blue 10%, na diluição de 1:2 em 

câmara de Neubauer. As células foram diluídas em meio DMEM F12 resultando em 

20 células/mL e semeadas no volume de 100µL por poço em placas de 96 orifícios 

contendo 100µL de meio DMEM-F12 completo suplementado com HT (Hipoxantina 

e Timidina) (Sigma Chemical Co. USA) finalizando em uma proporção esperada de 

uma célula/poço. 

As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Aos poços foi 

adicionada uma camada de “feeder leyer” um dia antes da fusão para favorecer o 

crescimento dos hibridomas. Após aproximadamente 7 dias, quando as células 

atingiram crescimento desejado de 1 célula / poço foi realizado ELISA indireto. O 

poço que apresentava maior densidade óptica forneceu as células para clonagem. 

Cada clone foi submetido a 3 clonagens antes de ser ampliado para coleta de 

sobrenadante. Como recomendado, foi realizado congelamento em todas as etapas, 

com posterior teste de viabilidade e avaliação por ELISA após cada 

descongelamento. 
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4.10. Seleção dos Acms por imunoadsorção ligada à enzima (ELISA) 

 

 Como antígeno, foram utilizadas frações F3 (2) do veneno de serpente 

africana Bitis arietans (purificada pelo Doutor Fabio Magnoli, Butantan. São Paulo). 

Amostras de 50µL das preparações na concentração de 1µg/mL em tampão 

carbonato/bicarbonato 0.05M pH: 9.7 (Na2CO3 0.015 M; NaHCO3 0.035 M) foram 

adicionadas em poços individuais  da placa de teste de ELISA (Cell Star) e incubada 

por 18 h a 4ºC. A seguir, os poços foram lavados duas vezes com PBS contendo 

0,05% de Tween 20 (PBST 0.05%) e bloqueados 1% de gelatina (PBSGEL 1%) em 

PBS por 1 h em temperatura ambiente. A seguir, os poços da placa foram lavados 

com PBST 0,05% por duas vezes.  Em cada poço foram adicionados 50 µL de 

sobrenadante das culturas de hibridomas e as placas incubadas por 45 min à 37ºC.  

Para evitar ligações primárias inespecíficas, a placa foi lavada três vezes com PBST 

0,05%. Anticorpo secundário (peroxidase labelled rabbit-anti-mice IgA 

(INVITROGEM), diluído 1:2000 em PBSGEL 1%, foi adicionado  aos poços e as 

placas incubadas por 45min à 37ºC. Os poços foram lavados três vezes com PBST 

0.05%.  A atividade de peroxidase foi induzida com adição de 50 µL da solução OPD 

(o-fenilenodiamina – 2HCl, ácido cítrico 20mM, fosfato de sódio 40mM). A atividade 

da peroxidase era visualmente avaliada e interrompida quando  considerada 

adequada com adição de 50 µL de H2SO4 3N por poço. A leitura foi realizada em 

em leitor de ELISA a 492 nm. 

 

4.11. Quantificação de Acms por ELISA  

 

 O ensaio ELISA foi conduzido em cinco etapas. Etapa #1.  Amostras de 100 

μL de tampão PBS contendo 5µg de antígeno são adicionadas nos poços e as 

placas de ELISA (96 poços) de alta afinidade incubadas uma noite a 4°C. Etapa #2: 

formação de complexos entre antígeno e anticorpo. Os poços são lavados com 200 

μL de PBS contendo 5% de leite desnatado. Amostras de 100 µL de PBS contendo 

diluições seriadas da fonte de anticorpo foram pipetadas nos poços. As placas foram 

incubadas por 1h a 37°C. Etapa #3. Identificação da imunoglobulina presente na 

fonte de anticorpo. Após três lavagens com PBS contendo 5% de leite desnatado, 

100 µL “peroxidade conjugated goat anti-mice IgA” diluído 1:2000 em PBS contendo 

5% de leite desnatado e 0.05% Tween 20 foram pipetados em cada poço e as 
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placas incubadas por 5 min a 37°C. Etapa #4. Desenvolvimento da reação 

peroxidase-substrato OPD (ortophenyldiamine) (Sigma Chemical Co), em tempertura 

ambiente por 10-15 min. A reação foi interrompida com adição 50 μL de ácido 4N 

sulfúrico. A absorbância (ABS) foi lida a 490 nm usando um leitor de ELISA 

(Labsystems Multiskan Ex, Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan, MA). Etapa #5. 

Determinação do título do anticorpo. A ABS a 490 nm foi determinada em leitor de 

ELISA e plotada no eixo-Y versus a diluição de cada diluição do anticorpo. O título 

do anticorpo sob teste era dado pela maior diluição que atingiu o platô. Etapa 

realizada no Instituto Butantan. 

 

4.12. Avaliação da afinidade dos Acms  

 

A determinação da afinidade dos Acms foi realizada por ELISA indireto, como 

descrito no item 4.10 com algumas modificações. Houve a adição de uma etapa de 

eluição com tiocianato de potássio (KSCN, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que 

atuou como agente caotrópico (Fitzgerald e Hosking, 1986). O KSCN foi preparado 

em diluições crescentes de 0,5 M a 8.0 M com intervalos de 0,5 M e aplicado após a 

etapa de incubação com os Acs antiveneno de Bitis arietans. Foi aplicado 50 

µL/poço de cada diluição de KSCN, em duplicata e deixado em temperatura 

ambiente por 15 min, e em seguida lavados três vezes consecutivas com 300 

µL/poço de PBS contendo 0,05% de Tween-20. A partir desta etapa, a reação 

prosseguiu como descrita no ensaio ELISA-indireto. A afinidade de cada anticorpo 

foi medida como sendo a concentração de KSCN necessária para reduzir em 50% a 

densidade óptica obtida com os controles (poços onde não foi aplicado KSCN). 

Etapa realizada no Instituto Butantan. 

 

4.13. Perfil molecular dos Acms  

 

 A caracterização das bandas de proteínas correspondentes a fosfolipase do 

veneno da serpente Bitis arietans foi feita em duas etapas. Primeira: avaliação 

eletroforética em SDS-PAGE, onde a fosfolipase purificada e veneno bruto foram 

submetidos à separação eletroforética em SDS-PAGE (Kauffeld, 1969), segunda 

eletrotransferência das bandas separadas para membrana de nitrocelulos. (Towbin 

et al., 1979). Os antígenos foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida  
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de 5% e 15% sob condições redutoras. Amostras de 10 µL cotendo 20µg de 

fosfolipase do veneno da serpente Bitis arietans foram diluída em tampão redutor, 

contendo β-mercaptoentanol, foram aquecidas a 96 °C por 6 minutos e aplicadas no 

gel e submetidas a uma corrente elétrica constante de 80V. Marcadores de massa 

molecular correram em paralelo. O gel destinado à identificação da mobilidade 

eletroforética das bandas de proteínas foram coradas com azul de Coomassie.  

O gel destinado à identificação pelo Acms foram usados para identificar pelo 

método Western blotting (Burnette, 1981) as bandas de proteínas separadas na 

SDS-PAGE que correspondiam a fosfolipase. As bandas de proteínas foram 

eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose. Após lavagens para remover 

Acms não ligados as membranas foram tratadas com o segundo anticorpo 

“peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgA secondary antibody” (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, USA) na diluição de 1:2000. A revelação da membrana 

foi realizada com uma solução contendo substrato enzimático e a substância 

cromógena DAB (diaminobenzidina) (100µl Tris-HCL 2 M pH 7,5, 4,9 ml de água 

destilada, 5 mg DAB, 0,3ml imidazol 0,1 M, 5 µl H2O2). 

 

4.14. Cultura dos hibridomas em biorreator 

 

 O processo compreende as seguintes etapas: a) umedecimento durante 5 min 

da membrana semipermeável com 10 mL de água milliq estéril no compartimento 

celular; b) introdução de 5 mL do meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagles 

Medium F-12 (DMEM-F12, GIBCO, BRL) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (GIBCO, BRL, EUA), 10µg\mL de antibiótico gentamicina contendo 8x106 de 

células hibridomas; c) adição de 350mL de meio no compartimento de meio; d) 

incubação do biorreator (CELLine CL 350, INTEGRA) em estufa  à 37 °C com 5% de 

CO2; e) de 7 em 7 dias, 5mL de meio de cultura eram retirados e substituídos com 

igual volume de meio. 
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4.15. Quantificação de proteínas do sobrenadante (Biorreator) 

  

 Método Ácido bicinconínico (Smith, 1985) utilizando 1mg \ mL de BSA (Bovine 

Serum Albumin) para construção da curva padrão. Etapa realizada no instituto 

butantan. 

 

 

4.16. Determinação do isotipo dos Acms 

 

O isotipo dos Acms obtidos foi determinado por teste de ELISA (Pierce Rapid 

ELISA Mouse mAb Isotyping Kit - Sinapse Biotecnologia Ltda) no qual foram 

utilizados anticorpos secundários específicos para os diferentes isotipos de 

imunoglobulinas. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Purificação da FLA2  

 

Veneno in natura de Bitis arietans submetido à cromatografia de exclusão 

molecular em coluna de Superose 12 HR (10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, 

Suécia), excluiu nove frações (F1→F9) (Figura 10A). A atividade enzimática da 

fosfolipase A2 nas frações foi avaliada utilizando “EnzChek Fosfolipase A2 Assay Kit 

(Invitrogen)”. Como controle positivo foi usado veneno da serpente Crotalus durissus 

terrificus (Cdt) rico em FLA2. Como controle negativo foi usado poço com PBS pH 

7.4. A atividade específica de cada fração foi determinada e expressa em UF. 

Atividade significativa foi encontrada na fração F3.  Para garantir homogeneidade 

necessária para produção de Acms esta fração depois de concentrada foi 

cromatografada nas mesmas condições. Como mostra o cromatograma da figura 

10B à fração F3 foi resolvida em dois picos de proteínas com absorbâncias de ± 15 

e 190 a 180nm.  

As frações correspondentes a este pico, F3(2), foram reunidas, liofilizadas, 

ressuspensas em PBS, o conteúdo proteico avaliado pelo método ácido 

bicinconínico e amostras de 15µg submetidas á SDS-PAGE. Como indicado na 

Figura 11, a fração F3(2) corresponde essencialmente a uma banda de proteína com 

± 14 kDa. Amostra de veneno de Bitis. arietans (V. B.) usadas como controle 

apareceu em várias bandas com diferentes massas moleculares sendo uma, mais 

intensa, com ± 14 kDa. Etapa realizada no Instituto Butantan. 
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Figura: 10 - Cromatogramas do veneno de Bitis arietans em coluna de Superose 12 HR 

(10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Suécia). A, cromatograma do veneno in natura indicando 
F3.  Em B. amostras fração F3 liofilizada foram ressuspensas e submetidas à nova cromatografia em 
coluna de Superose 12 HR (10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Suécia) obtendo-se dois picos 
(F3(2)) com absorbâncias de ± 15 e 190 a 180nm. 
 

                                                    

Figura: 11 - Perfil eletroforético da enzima FLA2. Amostras de veneno de Bitis arietans 
(15µg) (V.B) (centro) e da fração F3(2) resultante da cromatografia em coluna “ Superose 12 HR mn 
(10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Sweden)” da fração F3(2) obtida da cromatografia do 
veneno de Bitis arietans também em Superose 12 HR mn (10/30, ÄKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, 
Sweden (20µg) (direita) e de marcadores de massa molecular (esquerda) foram submetidas a SDS- 
PAGE 15% e coradas por azul de Coomassie. 
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5.2.  Titulação dos anticorpos nos soros dos camundongos imunizados pela 
F3 (2).   

 

 Camundongos foram imunizados com fração F3(2) (20 μg) em hidróxido de 

alumínio como adjuvante seguindo o protocolo de imunização indicado na Figura 9.  

Amostras de soro foram coletadas 45 dias após imunização e os títulos de 

anticorpos anti-F3(2) foram avaliados por ELISA nas diluições de 1: 500 até 1: 64000 

(figura 12).  

              

A Figura 12 mostra que os camundongos desenvolveram títulos elevados de 

anticorpos anti-F3 (2). Soro obtido antes da imunização (controle negativo) não tinha 

anticorpos anti- F3 (2). Soro do camundongo 2 apresentou títulos mais elevados 

comparado com soro do  camundongo 1. O camundongo 1 foi o escolhido como 

doador de esplenócitos para a realização da fusão (O camundongo 2 morreu por 

causa desconhecida).  

 

                 

Figura: 12 - Titulação dos anticorpos no soro dos camundongos imunizados com a 
proteína F3 (2). Camundongos foram imunizados com fração F3(2) (20 μg) em hidróxido de alumínio 
e as amostras de soro foram coletadas 45 dias após imunização. Eixo-y: absorbância a 492nm; Eixo-
x: diluições seriadas dos soros. Absorbância nos soros coletados antes da imunização foram 
inferiores a 0.2. 
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5.3. Eficiência da fusão e seleção dos hibridomas produtores de anticorpos 

monoclonais anti – F3 (2) 

 

As células esplênicas do camundongo 1 foram utilizadas para a fusão com as 

células de mieloma A2 para a produção dos híbridos. Cerca de 100% (384 poços) 

dos poços de cultura plaqueados após a fusão apresentaram crescimento de 

hibridomas, o que representa o rendimento total da fusão. Para a clonagem foram 

escolhidos 51 poços, a escolha foi determinada pela presença de uma ou duas 

colônias. Os poços positivos para o crescimento dos hibridomas foram testados por 

ELISA para a presença (no sobrenadante das culturas) de anticorpos contra F3 (2). 

Todos os 51 poços foram positivos.  Os hibridomas que apresentaram estabilidade e 

mantiveram a característica positiva, foram congelados e preservados em nitrogênio 

líquido. 

   

5.4. Eficiência da subclonagem e seleção dos híbridos produtores de 

anticorpos monoclonais contra a fração F3 (2) 

 

O hibridoma P3B7 foi selecionado e submetido a três clonagens.  Na primeira 

clonagem foram selecionados 7 poços,  na segunda 16 poços e na terceira 

clonagem 15 poços selecionados apresentando  100% de positividade, 

demonstrando um nível alto de estabilidade apresentado por este híbrido  após a 

fusão. Esse híbrido foi expandido para ser realizada a coleta de sobrenadante e 

caracterização de Acms anti-F3(2) (Tabela 1).  

 

Tabela1.  Seleção dos Hibridomas Estáveis Testados por ELISA. Rendimento da 

primeira/segunda/terceira subclonagem dos hibridomas específicos para F3(2). 
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5.5. Cultivo em biorreator do hibridoma P3B7 (F2\B7).  

 

O hibridoma produzido P3B7(F2\B7) na concentração de 8x106 células foi 

cultivado em biorreator. Sobrenadantes foram semanalmente coletados e os títulos 

de Acms anti-P3(2) foram determinados por ELISA nas diluições 1:10 até 1:1280 

(base 2). Foi observado um maior rendimento nos sobrenadantes da 3ª a 5ª semana 

(Figura 13). 

 

                              

Figura: 13 - Rendimento celular. Cultivo, expansão e coleta dos sobrenadantes do hibridoma 
P3B7(F2\B7) em biorreator. Como controle positivo foi utilizado soro imune policlonal de camundongo 
imunizado com F3 (2). Como Controle negativo foi utilizado soro do camundongo pré – imune. 

 

 

5.6.  Titulação dos Acms obtidos no biorreator (anti-FLA2) por ELISA 

 

Os anticorpos foram titulados por ELISA indireto usando como antígenos 

veneno total (5 µg) e fosfolipase purificada (F3 (2) 1 µg e diferentes concentrações 

de anticorpo primário  (Acms anti-PLA2). A diluição mais elevada que produziu 

valores de absorbância que foram, pelo menos, duas vezes maior do que o soro pré-

imune médio foi considerada a título de anticorpo (Figura 14).  
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Figura: 14 - Titulação de Acms anti-FLA 2  por ELISA. Sensibilização  com 5 µg de veneno 
total ou 1 µg de FLA2 de Bitis arietans, como controle positivo  veneno de Crotalus durissus terrificus 
(C.d.t.) + diferentes diluições do anticorpo monoclonal anti- PLA2 de Bitis arietans. ELISA – Anticorpo 
monoclonal anti – PLA2 – PLA2 purificada. B. ELISA – anticorpo monoclonal anti – PLA2 Bitis arietans 
(veneno total). 

 

 

5.7. Caracterização da especificidade dos anticorpos produzidos através de 

ensaio imunoenzimático – ELISA 

 

Os anticorpos presentes no sobrenadante da cultura em biorreator 

(sobrenadante da 3ª semana diluído 1:10), foram utilizados para caracterização da 

especificidade. A caracterização da especificidade dos Acms produzidos foram 

testadas por ensaio imunoenzimático - ELISA. O teste ELISA foi realizado utilizando-

se diferentes antígenos: B.g: Bitis gabonica, B.n: Bitis nasicornis, B.a: Bitis arietans, 

N.mel: Naja melanoleica, N.m: Naja mossambica na concentração de 5ug de veneno 

bruto. A Figura 15 indica que apenas veneno de Bitis arietans contém antígeno 

correspondente à fração F3(2). 
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Figura: 15 - Especificidade do Acm anti-F3(2) contra diferentes venenos. Poços de placas 
ELISA foram plaqueados com 5  µg de veneno das espécies de serpentes B. arietans (B.a), B. 
nasicorns (B.n), B. gabônica, Naja melanoleuca (N.mel) e Naja mossambica (N.mos) e com a fração 
F3 (2). Amostras de 50µl do sobrenadante das culturas do hibridoma F3 (2) foram usadas como 
primeiro anticorpo. A reação ELISA prosseguiu com adição do segundo anticorpo e desenvolvimento 
de cor. Controle negativo soro pré-imune, Como controle positivo foi utilizado soro imune policlonal de 
camundongo imunizado com F3 (2).  
 

5.8. Caracterização da especificidade dos anticorpos monoclonais 

produzidos através da técnica de Western Blotting  

   

O sobrenadante de biorreator (4ª semana, diluição 1:100) foi avaliado quanto 

ao reconhecimento da fração F3 (2) por Western Blotting.  Como indicado na Figura 

16, Acms presentes no sobrenadante de cultura do hibridoma revelaram  uma banda 

de proteína com ± 14 kDa nas amostras P3 (2) purificada e no veneno de Bitis 

arietans (V. B.). 
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Figura: 16 - Caracterização da especificidade dos anticorpos anti - F3 (2). Após a corrida 
eletroforética foi realizada uma transferência em membrana de nitrocelulose, em seguida a 
membrana foi tratada com anticorpo anti – F3(2) de cultura de biorreator (4ª semana, diluição 1:100) e 
com anticorpo secundário anti - IgA diluição 1:2000.  A revelação da membrana foi realizada com 
uma solução contendo  substrato enzimático e substância cromógena DAB. 

 

 

5.9. Determinação do isotipo dos Acms.  

 

O isotipo da imunoglobulina anti-F3(2) foi identificado por ELISA usando 

anticorpos secundários específicos para cada isotipos testado. Todos os anticorpos 

monoclonais anti- F3(2) produzidos foram da classe IgA, como mostra o gráfico da 

Figura 17.   
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Figura: 17 - Determinação do isotipo dos anticorpos monoclonais. O isotipo dos anticorpos 
monoclonais obtidos foi identificado por ELISA usando como segundo anticorpos específicos para 
diferentes isotipos de imunoglobulinas de camundongo (anti-IgM, anti-IgG2a, anti-IgG1, anti-IgA, anti-
IgG Total, anti-IgG2b, anti-IgG3 indicados à direita do gráfico). Eixo-y: absorbância a 492 nm; Eixo-x: 
fonte de Acms. 

 

 

5.10.  Avaliação da afinidade dos Acms 

 

Imunocomplexos Acms-fração F3 (2) que em ensaios de titulação deram 

absorbância máxima no ensaio ELISA foram tratados com o agente caotrópico 

Tiocianato de potássio (KSCN) por 15 min nas concentrações de 0.5M a 8.0M. Após 

lavagens, imunocomplexos residuais foram quantificados seguindo as demais 

etapas do ensaio ELISA. A afinidade dos anticorpos para os antígenos específicos é 

arbitrariamente definida como a concentração do agente caotrópico que rompe 50% 

dos imunocomplexos pré- formados de antígeno-anticorpo sob teste. Os dados da 

Figura 18 indicam que a afinidade do Acm anti-F3(2) é de 4,5M.    
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Figura: 18 - Avaliação da afinidade dos Acms.  Imunocomplexos Acms-fração F3 (2) que em 
ensaios de titulação deram absorbância máxima no ensaio ELISA foram tratados com o agente 
caotrópico, Tiocianato de potássio (KSCN) por 15 min nas concentrações de 0.5M a 8.0M. Após 
lavagens, imunocomplexos residuais foram quantificados seguindo as demais etapas do ensaio 
ELISA. 

 

 

5.11. Inibição da FLA2 por Acms obtidos de culturas de hibridomas 

 

 A atividade da fosfolipase A2 e da neutralização por anticorpos monoclonais de 

veneno de B. arietans foram determinadas utilizando o EnzChek Fosfolipase A2 

Assay Kit (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. As amostras de 

2,5 µg dos venenos, foram misturadas com as amostras de 50 µL do fosfolípido kit 

de FRET, sendo a atividade específica expressa em UF por minuto por micrograma 

de veneno, para o ensaio de neutralização com Acms anti-PLA2 foi escolhido a 

concentração de 500µg de Acms, pois apresentou a melhor atividade específica 

(Figura 19). Veneno de serpente de Crotalus durissus terrificus (0,5 ug) e PBS com 

fosfolípidio FRET substrato foram utilizados como controles positivos e negativos, 

respectivamente.  
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Figura: 19 - Ensaio de inibição da atividade fosfolipásica. Pré incubação de  2.5 µg do 
veneno total com diferentes concentrações de anticorpo monoclonal. 

 

 

 

5.12. Neutralização da atividade da fosfolipase A2 

 

Usando a concentração pré - determinada de Acms que exibiu melhor inibição 

da atividade, foi realizado o ensaio de neutralização (Figura 20). Os dados 

demonstram que o Acm produzido apresentou 78,14% de neutralização (Tabela 2). 

No ensaio com Acms anti-fosfolipase a fosfolipase apresentou uma atividade 

aproximada de 20% no ensaio com anticorpo do Butantan (IBu) a fosfolipase 

apresentou um valor aproximado de 5% de atividade. Como controles negativos 

foram usados veneno total em PBS. Etapa realizada no instituto butantan. 
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Figura: 20 - Neutralização da atividade fosfolipásica do veneno total (2,5 µg). A) 500 µg 

Acm anti-PLA2  foram utilizados para o teste de neutralização e como controle negativo foi  utilizado 

PBS na pré-incubação com  veneno; B) antiveneno produzido no instituto butantan (IBu) foram 

utilizados como controle positivos para o teste de neutralização; C) Comparação da inibição da 

atividade fosfolipásica pelo Acm e pelo antiveneno IBu.  

Tabela: 2. Inibição da atividade fosfolipásica pelos Acms 
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6. DISCUSSÃO: 

 

Envenenamento por picada de serpente é um importante problema de saúde 

pública entre as comunidades da região de savana da África Ocidental, 

compreendida pelos países Benin, Burkina Faso, Camarões, Gana, Nigéria e Togo 

(Chippaux, 2011; Visser et al., 2004; Warrell e Arnett, 1976; WHO, 2007). A 

incidência de acidentes ofídicos é tachado imprecisa e é muitas vezes subestimada. 

Os agricultores e crianças em comunidades rurais são consistentemente 

identificados como sendo os grupos de maior risco de picada de serpente (Habib et 

al., 2001; Njoku et al., 2008). É uma doença que afeta os habitantes rurais e 

socialmente vulneráveis. Os acidentes ofídicos não se constituem apenas com um 

problema de saúde, mas também como um impedimento para a prosperidade 

econômica devido da perda de rendimento gerando também a incapacidade, 

hospitalização, deficiências e mortes prematuras (Harrison et al., 2009; Habib et al., 

2015). A oportuna administração do antiveneno eficaz continua a ser o esteio da 

gestão dos acidentes com animais peçonhentos. Em grande parte dos trópicos, no 

entanto, picada de serpente ocorre em áreas rurais de difícil acesso, onde a 

administração imediata do soro pode ser um grande desafio (Lliyasu et al., 2015). 

As espécies de serpentes normalmente encontrados em Guiné, S. Tomé, 

Angola e Moçambique pertencem às famílias Elapidae e Viperidae (Manaças, 1982). 

A família Elapidae incluem os gêneros Aspidelaps, Elapsoidea, Hemachatus, Naja, 

Pseudonaja, e Dendroaspis, compreendendo cerca de 20 espécies. Seus venenos 

são essencialmente neurotóxicos. Os efeitos locais da picada dessas serpentes são 

geralmente mínimas, restrito a pequenas feridas, excepcionalmente com inchaço 

local, bolhas e necrose superficial (Reid, 1964; Viravan et al., 1986). Já a família dos 

Viperidae incluem os gêneros Bitis, Vipera, Atheris, e Atractaspis, com também 

cerca de 20 espécies. Seus venenos são ricos em várias enzimas, principalmente 

proteases. Inchaços e hematomas podem desenvolver no local da picada dentro de 

poucos minutos ou horas. O edema se espalha rapidamente e às vezes envolve a 

totalidade do membro picado e tronco. Formação de bolhas e necrose podem ser 

observadas no local da picada. Anormalidades hemostáticas são clinicamente 

manifestadas com sangramento persistente no local da picada e também em outras 

feridas parcialmente cicatrizadas, sugerindo coagulopatias. As alterações da 
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coagulação sanguínea as vezes são sistemicamente refletidas como epistaxe, 

hematêmese, equimoses cutâneas, petéquias ou equimoses, hemoptise, e 

hemorragia subconjuntival, retroperitoneal, subaracnóide, intracranianas discoide 

(Warrell, 1996). Estes venenos podem ser completamente e neutralizados pelos 

antivenenos específicos se os pacientes ou animais picados forem devidamente 

tratados. Envenenamento por veneno de serpente é um processo de adoecimento 

que tem sido tratado com  sucesso com anticorpos policlonais. Esta ferramenta 

terapêutica tem sido usada desde o trabalho pioneiro de Sewall, 1887 e Calmette 

1894. Antivenenos convencionais são preparados por imunização de animais de 

grande porte, geralmente cavalos com um veneno individual ou uma variedade  de 

diferentes de serpentes para eliminar variações intra específicas (Theakston, 1996). 

A fim de minimizar as reações adversas esperadas após injeção do antiveneno nas 

vítimas de acidentes ofídicos, as imunoglobulinas G são parcialmente purificadas, 

enzimaticamente clivadas por pepsina, e o resultante no fragmento F(ab’)2 são 

concentrados e testados quanto aos suas propriedades neutralizantes. Os 

antivenenos são também submetidos ao controle de qualidade antes da utilização 

em seres humanos. Como antivenenos preparados em cavalos são muito caros para 

uso no tratamento de animais domésticos picados por serpentes venenosas, 

métodos alternativos estão sendo desenvolvidos e testados para o tratamento de 

animais (Almeida et al., 2008). 

 Para melhorar esta situação, vários grupos de pesquisa em todo o mundo 

estão engajados em uma iniciativa global para erradicar mortes provocadas por 

envenenamento de pessoas picadas por serpentes peçonhentas (Gutiérrez et al., 

2013). Dentre as várias iniciativas indicadas para aumentar a eficiência dos 

tratamentos, o ponto central é o melhoramento no processo de produção de soros 

antiofídicos (Gutiérrez et al., 2013; Warrel, 2010). Entre as várias inovações, temos o 

advento da tecnologia de anticorpos monoclonais em 1975 anunciou a nova era da 

imunofarmacologia e imunotoxicologia. Os anticorpos monoclonais desenvolvidos 

para um antígeno específico resolvendo diminuir o problema da policlonalidade e 

reatividade cruzada de anticorpos tradicionais (Sullivan JB Jr, 1986). 

 O objetivo deste trabalho foi a produção de anticorpos monoclonais (Acsm) 

específicos para uma toxina do veneno de Bitis arietans, Fosfolipase A2 (PLA2) 

seguindo a tecnologia de hibridomas desenvolvida por Köhler e Milstein em 1975. 

Neste trabalho utilizamos para a imunização dos camundongos a fosfolipase A2 do 
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veneno da serpente africana Bitis arietans. O hibridoma específico - P3B7(F2\B7) 

que foi gerado produz anticorpos monoclonais capazes de reconhecer a fosfolipase 

A2 do veneno de Bitis arietans utilizada na imunização como é mostrado na figura 

15. Com o objetivo de se conseguir altas concentrações de anticorpo, os hibridomas 

produtores de anticorpos monoclonais específicos para a fosfolipase A2 da serpente 

Bitis arietans foram cultivados em biorreatores. A concentração de anticorpos 

monoclonais obtidos em fluido ascítico é em torno de 1 - 5mg / ml de proteínas, 

enquanto que nos sobrenadantes é de 5 - 25µg/ml (Dias da Silva et al., 2003), já em 

biorreatores fica em torno de 2,24µg/ml (Santos, 2009). Apesar de a primeira forma 

ser mais amplamente difundida, devido ao desconforto proporcionado ao animal, 

novas técnicas de cultura in vitro vêm sendo estabelecidas, proporcionando 

quantidade de anticorpos semelhantes ao método tradicional, dentre estes métodos 

podemos citar o uso de biorreatores que foi o método de nossa escolha.   No teste 

de isotipagem este anticorpo apresentou um resultado inconclusivo. Embora a maior 

D.O pertencesse a classe IgA, as outras classes isotípicas também apresentaram 

leituras de absorbâncias significativamente altas. 

 Afinidade de anticorpos pode ser determinada por diversos métodos. As 

técnicas clássicas, baseadas no cálculo na constante de equilíbrio (Underwood e 

Rook, 1992), embora sejam os métodos quimicamente mais coerentes, não são 

aplicáveis em rotina de diagnóstico devido a sua complexidade. Outros métodos de 

relativa complexidade, como radioimuno ensiaos com duplo rádio isótopo (Gaze et 

al.,1973; Underwood e Rook, 1992; Chargelegue et al., 1995) e curva dose resposta 

(Lehtonem e Meurman, 1982), também podem ser utilizados para estudar a 

afinidade de anticorpos em diversas condições patológicas. 

 Com o desenvolvimento dos testes imunoenzimáticos, a afinidade de 

anticorpos pôde ser determinada com emprego de agentes caotrópicos (Lehtonem e 

Meurman, 1982; Firer, 2001). No ensaio de ELISA a afinidade dos anticorpos  pode 

ser determinada por dois métodos: 1 - diluição, na qual o agente caotrópico 

Dietilamina ou Guanidina-HCL é adicionado ao diluente, impedindo a formação do 

complexo antígeno-anticorpo (Inowye et al., 1984; Devery et al., 1988; Thomas et al., 

1992; Firer, 2001), ou 2 - eluição, na qual o agente caotrópico Tiocianato ou Uréia é 

acrescentado ao tampão de lavagem da placa. Após a incubação da placa como 

material em estudo, a placa é lavada com o tampão contendo o agente caotrópico 

levando a dissociação do complexo antígeno-anticorpo (Pullen et al., 1986; Hedman 
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e Seppala, 1988; Firer, 2001). Para a avaliação da afinidade do anticorpo gerado 

seguiu-se a metodologia segundo o ensaio imunoenzimático de Fitzgerald e 

Hosking, 1986. Os resultados foram expressos em concentração de Tiocianato 

capaz de dissociar a ligação de 50% dos anticorpos ao antígeno quando comparado 

com a amostra sem tratamento com o agente caotrópico. A concentração relativa de 

Tiocianato capaz de dissociar a ligação do anticorpo anti-PLA2 foi 4,5M e é 

considerada de alta afinidade. Este resultado justifica a continuidade dos ensaios de 

caracterização do anticorpo monoclonal quanto á capacidade de neutralizar a 

atividade tóxica da fosfolipase A2 de Bitis arietans em modelo in vivo. 

 A técnica de determinação da afinidade por ELISA, utilizando agentes 

caotrópicos, são amplamente utilizadas em diagnósticos de infecções virais, como 

as causadas por Citomeganovírus (Blackburn et al., 1991), sarampo (Pannuti et al., 

2004), Dengue e Doença de Lyme (Assou, 2007).  

 Na Toxoplamose, a afinidade de anticorpos IgG tem sido, nos últimos anos, 

útil no diagnostico das infecções agudas por T. gondii., como demonstrado em 

vários estudos (Araújo e Ferreira, 2010; Elyasi et al., 2010). Na produção de 

antivenenos, a avaliação da afinidade também tem sido usada como ferramenta 

importante para a escolha do antissoro, como demonstrado no estudo de Felipe 

Raimondi et al., 2016. 

 Segundo a literatura disponível, em princípio, não há diferenças significativas 

entre afinidade e avidez quando da realização de um ensaio com anticorpos (Bollen 

et al., 1996; Woolley e Landon, 1995) e afinidade (Perez et al., 1994). Avidez está 

relacionada à velocidade de ligação, enquanto a afinidade corresponde à força da 

ligação a determinado antígeno. Perez et al., 1994 corroboraram em seus ensaios 

de radioimunoanálise a íntima relação entre afinidade e avidez de um anticorpo. 

Assim, quanto mais afim de um determinado antígeno, consequentemente mais 

“ávido” estará o anticorpo em determinada reação. 

 Vários estudos mostram que as fosfolipases estão presentes em níveis 

elevados em diversas doenças inflamatória, tais como: artrite reumatoide (Hara et 

al., 1998), na pancreatite aguda (shroder Shroder et al., 1980) no choque séptico 

(Vada e Pruzanski, 1986) na doença de Crohn (Pruzanski, 1986) e colite ulcerativa 

(Haapamaki et al., 1999) na síndrome do desconforto respiratório do adulto (Stadel 

et al., 1994; Kim et al., 1995) na asma brônquica, rinite alérgica (Stadel et al., 1994) 

e na aterosclerose (Menschikowiski et al., 2006). Estas observações sugerem que 
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tanto a inflamação local quanto a sistêmica estão associados à liberação de 

fosfolipase.  

 A atividade catalítica sobre membranas sugere um importante papel das 

fofolipases de serpentes na sua toxicidade. O desarranjo dos componentes 

fosfolipídicos ocasiona severa alterações na integridade estrutural e funcional das 

membranas plasmáticas com consequência influxo de íons de cálcio (Gutiérrez et 

al., 1985) acarretando a liberação de proteases dependentes de cálcio (Ducan, 

1988), a ativação de fosfolipases endógenas (Trup et al., 1981) e o colapso 

mitocondrial (Gopalakrishnakone et al., 1984). A somatória de todas essas 

alterações moleculares resultam em morte celular. 

 A neutralização da atividade fosfolipásica pelo anticorpo monoclonal 

produzido foi testada (figura 19C) mostrando que é capaz de neutralizar a atividade 

catalítica da fosfolipase do veneno de Bitis arietans em 78,14% este dado sugere 

que o anticorpo anti-fosfolipase produzido pode neutralizar a atividade desta toxina 

in vivo. Em um estudo realizado por Frauches et al., 2013,  foram produzidos e 

testados anticorpos monoclonais contra três toxinas do veneno de Bothrops atrox 

(anticorpos monoclonais para serinoproteínases, PLA2 e hemorraginas). Os 

anticorpos anti-hemorraginas neutralizaram a hemorragia causada pelo veneno, por 

outro lado, a capacidade de neutralizar a atividade catalítica da enzima foi 

insignificante. A atividade miotóxica induzida pela fosfolipase foi inibida com o 

anticorpo monoclonal anti-fosfolipase, porém não foi capaz de neutralizar a atividade 

catalítica da enzima (Frauches et al., 2013). Estes dados indicam que os ensaios in 

vivo de caracterização do anticorpo monoclonal produzido neste trabalho pode 

contribuir para um melhor entendimento do papel da atividade catalítica da PLA2 do 

veneno de B. arietans na fisiopatologia do envenenamento causada desta serpente. 

  O estudo dos venenos de serpentes é de grande importância científica para a 

explicação de diversos mecanismos fisiofarmacológicos, destacando-se a 

neurotransmissão na junção neuromuscular, a estrutura e a função dos receptores 

nicotínicos, a “cascata da coagulação”, a fibrinólise, o sistema complemento, o 

processo inflamatório e a atividade hemorrágica e miotóxica (Lucas, 2009). 

 Venenos ofídicos contêm toxinas complexas que foram desenvolvidas e 

aprimoradas ao longo do tempo por esses animais. Com isso, essas toxinas 

dispõem de grande potencial para produção de novas drogas terapêuticas. A partir 

do veneno essas substâncias estão sendo isoladas e muitas delas são consideradas 
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grandes ferramentas para pesquisas farmacológicas, que podem ser usadas no 

tratamento para amenizar dores, tratamento de doenças como esclerose múltipla, 

doenças cardiovasculares, dentre outras (Lewis e Garcia, 2003). A continuidade 

deste trabalho, caso seja demonstrada a capacidade deste anticorpo monoclonal de 

neutralizar a atividade tóxica da PLA2 in vivo, este anticorpo servirá de protótipo 

para a construção de mini-anticorpos para a produção de soro antiofídico constituído 

de anticorpos humanizados. 
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7. CONCLUSÃO: 

 

Com base nos resultados obtidos é possível concluir que: 

 

 Foi produzido um hibridoma estável que produz Acm que reconhece, liga-se 

com alta afinidade ao epítopo e neutraliza a atividade enzimática da enzima 

FLA2, toxina relevante do veneno Bitis arietans. 

 

 Acm foi produzido por hibridomas estáveis, expandidos em biorreatores, 

isolados, isotipados, titulado por ELISA, sua proteína alvo identificada por 

associação das técnicas de SDS PAGE e Western blotting, sua afinidade 

avaliada com agente caotrópíco a poder neutralizante determinado por 

bloqueio da atividade enzimática sobre substrato específico sintético.  

 

 Este Acm será usado como fonte de regiões hipervariáveis  para modelagem 

de scFv. 
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