1. INTRODUCAO
1.1. Ofidismo na Africa

Ofidismo é problema de saude publica na Africa Ocidental, Benin, Camardes,
Gana, Nigéria e Togo (Chippaux et al., 2007). A incidéncia de ofidismo na Africa ndo
é oficialmente notificada pelos 6rgdos de saude publica. Subestimativas indicam
incidéncia de 8,9-93,3 acidentes ofidicos / 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-analise estima que mais de 314 mil
acidentes ofidicos com 7.300 mortes e cerca de 6.000 amputacdes ocorram na
Africa Subsaariana (Chippaux, 2011; WHO, 2011). Fauna rica em serpentes
venenosas, habitos de vida da populacdo africana, falta de antivenenos, e caréncia
de atendimento médico associam-se para o agravamento do ofidismo na regido
(Figura 1).

- Distribuicdo  Geogréfica
da serpente Bitis arietans

Figura: 1 - Distribuicdo geogréfica da serpente Bitis arietans no continente africano (Spawls e
Branch, 1995).



1.2. Serpentes Africanas

A fauna de serpentes na Africa é rica com cerca 28 espécies venenosas
(Manacas, 1981). As serpentes Naja spp, Bitis spp, Dendroaspis spp, Echis spp,
Atractaspis spp. e pequenas viboras produzem a maioria dos acidentes ofidicos
(Warrell et al.,, 1976). Em Mocambique 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 Esperanca,
incluindo o sul de Marrocos, Mauritania, Senegal, Mali, sul da Argélia, Guiné, Serra
Leoa, Costa do Marfim, Gana, Togo, Benin, Nigéria, Suddo, Camardes, Republica
Centro Africano, do norte, leste e sul da Republica Democrética do Congo, Uganda,
Kenya, Somalia, Burundi, Tanzania, Angola, Mocambique, Namibia e Africa do Sul
(Mcdiarmid et al., 1999; Mallow et al., 2003). Pertence a familia Viperidae sp. (Navy,
2011). Adaptou-se nas regifes peridomociliares e desenvolveu caracteristicas de
camuflagem caracteristicas que facilitam ataques as vitimas. Medem em média
1,0m. Produzem grandes quantidades de veneno (Mallow et al., 2003; Spawils et al.,
1995). O veneno de B. arietans € muito toxico com DL50 = 9-13 mg\camundongo

(Widgerow, 1994) (Figura 2).

Figura: 2 - Serpente Africana Bitis arietans: (www.shutterstock.com\ acessado em julho de
2016).



1.3.Toxinas

Estudos de analises protebmicas e gendmicas do veneno de Bitis spp
identificaram  quatro grandes grupos de proteinas: metalopeptidases,
serinopeptidases, desintegrinas e lectinas do tipo C (Currier et al., 2010). Estudos
funcionais demonstraram que entre essas proteinas incluem metalopeptidases com
atividade sobre colageno e fibrinogénio (Jennings et al., 1999), uma serinopeptidase
que libera calidina (Lys-bradicinina) a partir do cininogénio de baixa massa molecular
(Nikai et al., 1993) e lectinas que induzem a liberacao de calcio (Ohkura et al., 1996),
arietina esta entre os peptideos (Huang et al., 1992). Da acdo associada dessas
toxinas resultam os efeitos locais e sistémicos observados no acidente ofidico
causado por serpentes Bitis spp principalmente B. arietans. A Figura 3 realca alguns

desses sintomas.

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

1.3.1. Serinoproteases

Sédo enzimas funcionalmente semelhantes a trombina. Interferem no processo
de coagulacdo, na fibrinGlise e na agregacdo plaquetaria, afetam a cascata de
coagulacéo (Serrano e Maroum, 2005).

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

anticoagulantes diretos. Fisiologicamente, o zimogénio de proteina C em circulagéo



no sangue é ativado pela trombina. Esta proteina C ativada degrada FV / Fva e
FVIII / FVIlla, e libera um ativador do plasminogénio. Também estimula a fibrindlise
através da sua interacdo com o inibidor do ativador de plasminogénio (Fay e Owen,
1989). Serinoproteases EGT (enzimas do género trombina) consomem o
fibrinogénio induzindo coagulacdo do sangue. Essas enzimas sdo amplamente
distribuidas no veneno das serpentes Agkistrodon spp, Bothrops spp, Crotalus spp,
Lachesis spp, Trimeresurus spp, Bitis spp e Cerastes spp. S&o proteinas de cadeia
simples ou glicoproteinas (Au et al., 1993), massa molecular de 26-33 kDa. Suas
sequéncias compartiliham 67% de homologias. Liberam preferencialmente

fibrinopeptideos A ou B do fibrinogénio (Sino, 1997).

1.3.2. Desintegrinas

Sao peptideos de baixa massa molecular, que se ligam as integrinas com
proteinas de superficie celular desencadeando proliferacdo, diferenciacdo e
ativacdo. Essas acbes permitem as desintegrinas bloquearem as integrinas e
impedir agregacao plaquetaria (Rojnuckarin, 2008).

1.3.3. Metaloproteinases

Metaloproteinases de veneno de serpente sdo enzimas endoproteoliticas. A
sua atividade catalitica é dependente de ions de Zinco. Com base no tamanho e
estrutura dos seus dominios, elas sdo classificadas em PI, P-ll, llI-P e P-IV
(Bjarnason e Fox, 1995). Proteinases Pl contém apenas um dominio
metaloproteinase, proteinases de P-lIl contém dominios de metaloproteinase e
desintegrina, proteinases de P-Ill contém metaloproteinase, dominios desintegrina-
like e rica em cisteina, e P-IV proteinases contém o-lll P estrutura de dominio mais
semelhante a lectina dominios ligados por pontes de dissulfeto. Até a data, as
sequéncias com mais de 40 metaloproteinases de venenos de serpentes foram
determinadas (Fox e Serrano, 2005). Seis estruturas cristalinas de
metaloproteinases de veneno de serpente estao disponiveis, mas todas elas sdo da
classe PIl. Elas séo estruturalmente semelhantes para as elastases e as

metaloproteinases de matriz. Em adicdo ao seu papel na digestdo de presa, elas



apresentam varios efeitos biolégicos, incluindo hemorragica, pro-coagulante,
anticoagulante e efeitos antiplaquetéarios (Fox e Serrano, 2005).

Algumas das metaloproteinases de veneno de serpente inibem a coagulacao
do sangue. A maioria das metaloproteinases sdo fibrinogenases e libertaram os
peptidios do terminal C de fibrinogénio. Elas s&o classificados em a- e p-
fibrinogenases com base na sua especificidade para a cadeia Aa ou BB de
fibrinogénio (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 proteinas que apresentava a caracteristica comum de seletividade na
interacdo com carboidratos. Em 1980, Goldstein et al, 1980 definiram as lectinas
proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que apresentaram dois ou
mais sitios de ligacéo a carboidratos, através dos quais interagem com carboidratos,
aglutinandos células vegetais e\ou animais e precipitando polissacarideos,
glicoproteinas e glicolipideos de forma irreversivel. O termo aglutinina é utilizado
como sinénimo para lectina, porque se refere a habilidade de aglutinar eritrécitos ou
outras células (Peumans e Van Damme, 1995).

Lectinas de serpentes tem sido encontradas em diversas serpentes da familia
Viperidade, Elapidae e Crotalidae (Guimaraes-Gomes et al., 2004, Lin et al., 2007, Jr
et al., 2008, Wang, 2008). Essas exibem alta homologia na sequéncia primaria, com
alguns invariantes residuos de aminoacidos incluindo um padrdo conservado de
ligacdes dissulfeto. Sua especificidade de ligacdo é mais frequentemente atribuida a
galactose, mas também a manose (Sharon et al., 2003).

De acordo com sua funcdo e estrutura biolégicas, essas proteinas podem ser
classificadas em dois subgrupos: Lectinas tipo-C verdadeiras (CTLs), as quais
contém um dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) que se liga a agUcar
e aglutina eritrocitos e proteinas relacionadas com lectinas tipo-C (CRLPs), com
CRDs incompleto e, portanto, apresentando outras atividades biolégicas contra os
fatores de coagulacao e plaquetas afetando a hemostasia (Drickamer, 1999; Wel 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).



Diversos efeitos biolégicos das CTLs de veneno de serpentes tém sido
relatados, incluindo atividade mitogénica sobre linfocitos (Mastro et al., 1986),
liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico (Ohkura et al., 1996), inibicdo de
varias linhagens tumorais (Pereira-Bittencourt et al., 1999), aglutinacéo de eritrocitos
(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 aderéncia de leucdcitos sobre células endoteliais de vénulas (Elifio-Esposito el
al., 2007) e acéo inibitéria sobre patdgenos de plantas (Radis-Baptista et al., 2006 e
Barbosa et al., 2010).

1.3.5. Fosfolipases (FLA>)

As FLA, (fosfatidil-acid-hidrolases) sdo toxinas encontradas no veneno de
serpentes da familia Viperidae. Apresentam homologia estrutural com FLA,s de
mamiferos. Hidrolisam fosfolipideos de membrana, liberam acido araquidénico (AA),
0 substrato de ciclooxigenases (COX), (Moreira, 2007). Pertencem a uma familia de
enzimas que catalisam a hidrolise de ligacdo acil-éster na posicdo sn-2 de
fosfolipideos. A reacdo de hidrélise é dependente de ions célcio, sendo a unidade
catalitica formada pelos aminoacidos His 48, Asp 99 e uma molécula de &gua
(Dennis et al., 1994). Os produtos da catélise sdo acidos graxos livres, como o acido
araquidénico molécula fonte de mediadores lipidicos da inflamacdo e de segundos
mensageiros de processos fisiologicos (Gijon e Leslie, 1999). Os lisofosfolipideos
liberados estdo envolvidos na sinalizacao celular e na remodelagem de fosfolipideos
(Brown et al., 2003). Adicionalmente, a atividade catalitica das FLA,s leva a
producdo do lisofosfolipideo liso-PAF, precursor do fator ativador de plaguetas
(PAF), mediador de agregacado plaquetaria (Quinn et al., 1988). As FLA,S estao
classificadas em grupos, que incluem FLA, secretadas (SFLA,S) e fosfolipases A,
citosdlicas (cFLA,C) (Muracami et al., 1997). Localizacdo celular, sequéncia de
aminoacidos, massa molecular, presenca de pontes dissulfeto intramoleculares e
dependéncia de Ca++, para atividade enzimatica sdo critérios usados para
classificar as FLA,S (Brown et al., 2003). As FLA, secretadas (sFLA;) séo
subclassificadas nos grupos I, Il, Ill, V e IX a XIV. Estas enzimas sdo de baixa
massa molecular (12 kDa a 19 kDa), contém de 5 a 7 ligagbes do tipo dissulfeto,

possuem residuos de histidina no sitio catalitico e dependem de ions de Ca++ para



0 processo de catalise. As FLA,S do veneno de serpentes da familia Viperidae estéo
incluidas no grupo Il (Murakami et al., 1995). A estrutura da molécula de FLA; esta

esquematizada na Figura 4.
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Figura: 4 - Representacdo em 3D da estrutura molecular de FLA, de Bothrops jararacugu. Esta
FLA, pertence ao grupo Il. As a e B hélices estdo unidas por pontes H48 e Y52; ion de Ca++
representa como uma grande esfera preta (Ketelhut et al., 2003).

1.4. Efeitos das Toxinas
1.4.1. Inflamacgéo

A reacao inflamatéria como resposta do organismo as agressfes caracteriza-se
por uma série de eventos celulares e moleculares complexos que se manifestam
morfologicamente nos sinais da inflamacao: rubor, tumor, calor, dor e perda de
funcdo. A expressao desses sinais decorre da acao orquestrada de mediadores da
inflamacéo (Ryan e Majno, 1977; Lentsch e Ward, 2000; Kulinsky, 2007). Esses

sinais ocorrem no local da picada.



1.4.2. Incoagulabilidade sanguinea

Venenos de serpentes sdo misturas complexas de proteinas
farmacologicamente ativas e polipeptideos. Eles desempenham um papel importante
na incapacidade de imobilizagdo, bem como na digestdo da presa (Tu, 1991 e
Harvey, 1991). Assim, toxinas tém evoluido para alvejar especificamente varios
pontos criticos nos sistemas fisiolégicos dos animais. Sistemas neuromuscular e
circulatorio séo os dois principais sistemas fisioldgicos que sdo direcionados por um
grande numero de toxinas, como a interrupcao nestes sistemas fazem a presa ndo
resistir ao de veneno em um curto espaco de tempo (Hutton e Warrel, 1993).

Toxinas neurotoxicas sdo geralmente encontradas nos venenos Hydrophidae e
Elapidae enquanto toxinas hemorragicas e mionecroticas sao geralmente
encontradas nos venenos das familias Viperidae e Crotalidae de serpentes (Hutton e
Warrell, 1993). Ao longo dos anos, um numero de toxinas que afetam a circulacéo
do sangue foram isoladas e caracterizadas a partir de varios venenos de serpentes
(Pirkle, 1987 e Markland, 1987). Alguns deles afetam a agregacdo plaquetéria,
enquanto outros afetam a coagulagdo do sangue. Proteinas do veneno que afetam a
coagulacédo do sangue podem ser funcionalmente classificadas como proteinas proé-
coagulantes ou anticoagulantes, com base em sua capacidade para encurtar ou
prolongar o processo de coagulacdo do sangue. Proteinas pré-coagulantes ou séo
proteinases de serina ou metaloproteinases (Kornalik, 1991).

Os tamanhos variam entre 24 kDa e 300 kDa. Elas induzem a coagulacéo do
sangue, quer por ativacdo de zimogénio especificamente, um dos fatores de
coagulacao do sangue, ou através da conversao de fibrinogénio sollvel diretamente
num coagulo de fibrina insolavel. Toxinas de veneno de cobra que prolongam a
coagulacdo do sangue sdo proteinas ou glicoproteinas com massas moleculares
variando de 6 kDa a 350 kDa (Lu e Clemetson, 2005). Estes fatores inibem a
coagulacdo do sangue por diferentes mecanismos. Algumas destas proteinas
anticoagulantes exibem atividades enzimaticas, como a FLA, (fosfolipase A),) e
proteinase, enquanto que outros ndo exibem qualquer atividade enzimatica (Hutton,
1993 e Warrell, 1993).



Aberracbes em funcbes normais de coagulacdo do sangue podem resultar em
distarbios trombéticos ou hemorragia. Na trombose, em grande parte, condi¢cbes
desconhecidas promover a formacdo aparentemente espontdnea de coagulos
grandes o suficiente para bloquear a circulacdo (Gustafsson et al., 2004). A
formacdo de tais blocos nas artérias que irrigam os 6rgdos vitais, tais como o
coracdo ou do cérebro, pode causar enfarte do miocardio ou acidente vascular
cerebral, respectivamente. Assim, um mecanismo de salvamento de coagulacao do
sangue torna-se um mecanismo da doenca potencialmente com risco de vida. Varias
condicbes, tais como aterosclerose, contribuem significativamente para promover a
iniciacdo da coagulacdo espontanea. Anticoagulantes sé&o fundamentais para a
prevencao e tratamento de doencgas tromboembodlicas, e aproximadamente 0,7% da

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

1.4.3. Destruicéao celular

As acles das FLA,s nos tecidos da vitima ocorrem dentro de minutos apés a
inoculacdo intramuscular. As principais alteracdes observadas, se caracterizam
inicialmente, pela vacuolizacdo do citoplasma e o aumento do volume do reticulo
sarcoplasmatico e das mitocéndrias da regido, a seguir, sdo observadas lesbes do
tipo delta e miofilamentos hipercontraidos em regiées com miofibrilas densamente
agrupadas, com o progresso da lesdo sdo observadas células musculares
danificadas contendo miofibrilas desorganizadas. As areas contendo miofilamentos
hipercontraidos alternam-se com areas contendo material floculado e organelas, tais
como mitocondrias, reticulo sarcoplasmatico, vesiculas e nucleo picnético (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 apdés a

aplicacao da toxina.

1.5. Antivenenos de serpentes

Os antivenenos atualmente produzidos conquanto eficientes na neutralizacao

das principais acdes toxicas dos venenos para os quais foram desenvolvidos,

exigem melhoras em suas qualidades intrinsecas. Suas qualidades neutralizantes
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das toxinas do veneno para o qual foram produzidos variam de lote para lote.
Possuem anticorpos especificos para toxinas e componentes ndo toxicos (WHO,
2003). Qualidade positiva: bloqueiam parte dos efeitos dos venenos de serpentes.
Qualidades negativas: grandes doses sdo usadas na terapia do ofidismo. Ativam o
sistema complemento humano tanto como moléculas livres (Baptistao 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 reacdes adversas decorrentes das acdes
farmacoldgicas das anafilatoxinas (Cardoso et al., 1993; Fan et al., 1995). O elevado
preco de mercado inacessivel para paises em desenvolvimento € outra qualidade
negativa dos antivenenos (WHO, 1981). As informacf6es 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 demonstracdo que soros obtidos de animais que receberam injecdes de
doses nado téxicas de veneno neutralizam as acdes toxicas desses venenos
inaugurou a era dos antivenenos. Esta demonstracao 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 acdes toxicas desses venenos, mas nao
as acles toxicas do veneno de cascavel. Da mesma forma, soros de animais
injetados com veneno de cascavel neutralizavam as acdes toxicas desses venenos,
ora ndo as acOes toxicas 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 entdo modificagdes pontuais na tecnologia de producdo de
antivenenos foram introduzidas. Destacam-se enriquecimento da quantidade de
anticorpos por remocao de certas proteinas irrelevantes por precipitagdo com sulfato
de amdnio e clivagem de certas proteinas com pepsina. Por coincidéncia, ao acaso,
entre essas proteinas, estavam os anticorpos que sao clivados depois da regiao da
dobradica resultando na formacdo de F(ab)2. Os atuais antivenenos, misturas de
anticorpos antitoxinas e componentes ndo toxicos controlam as manifestacdes

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

1.6.1. Estrutura molecular

Imunoglobulinas (Igs) sado proteinas de massa molecular de 150-190 kDa
produzidas pelo sistema imune (Sl). Igs sdo formadas por dois tipos de cadeias
polipeptidicas, uma de massa molecular 55-77 kDa, cadeia H, e outra de massa
molecular 25kDa, cadeia L. Na cadeia L ha uma regido em que a sequéncia de
aminoacidos varia de Ac (anticorpo) para Ac, denominada VL e uma regido em que
a sequéncia de aminoéacidos é constante em todos os Acs, denominada CL. Na
cadeia H, ha também uma regido em que a sequéncia de aminoacidos varia de Ac
para Ac, denominada VH e trés regides denominadas CH1, CH2 e CH3, em que as
sequéncias de aminoacidos sao 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 dominios moleculares CL e CH1; o polipeptideo resultante &
denominado Fab, (b) duas cadeias H entre os correspondentes dominios CH2 e
CH3; o polipeptideo resultante é denominado Fc. Entre os dois polipeptideos Fab e
um Fc ha duas pontes dissulfeto formando a “hinge region”. Esta regido confere
flexibilidade aos dois Fabs em relacdo ao Fc. Esta flexibilidade permite acomodacao
dos Fabs de uma mesma molécula de Ig a epitopos iguais, porém, dispostos em
diferentes regides da molécula de Ag. Assim cada molécula tetramérica de Ig consta
de 12 a 14 dominios: 4V (2VL e 2CL) e 8-10 dominios VH (2VH e 6-8CH). A
clivagem de IgG com pepsina resulta em um fragmento bivalente contendo dois
Fabs e com papaina em trés 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 regifes pontuais dos dominios
hipervaridveis da molécula de imunoglobulina denominadas “complementarity-
determining regions” (CDRs). Na regido hipervariavel da cadeia L h4 3 CDRs e na
cadeia H ha 3 CDRs. Em cada Fab do anticorpo os CDRs de L e de H estédo
dispostos face a face configurando estruturas tridimensionais, paratopos, que
acomodam precisamente a estrutura especular, epitopo do antigeno (Polonelli et al.,
1993).

Os CDRs sdao intercalados por sequéncias curtas invariaveis de aminoécidos,
denominadas “Frame-Work Regions” (FR1, FR2, FR3, FR4) tipicas para cada
espécie animal. CDRs e FRs foram identificados usando sequéncias varaveis de
proteinas Bence Jones (Wu and Kabat, 1970) (Figura: 6). As sequéncias de

estrutura entre CDRs podem ser semelhantes ou idénticas (Polonelli et al., 1993).



13

100 -
75 -
50 - CDR1 CDR2 CDR3
f—'\g\ (—:—1 (—:—‘\
2 2 a8
25-
FR1 FR2 FR3 FR4

Figura: 6 - Regides hipervariaveis da molécula de Igs. As sequéncias de aminodacidos obtidas
de diferentes Igs purificadas foram comparadas. Depois de alinhadas, sequéncias contendo residuos
repetidos e diferentes apareceram ao longo da molécula. Trés regides hipervaridveis intercaladas
entre quatro regides bem conservadas emergiram. Essas regides localizavam-se nas porcdes V das
cadeias L e H. As regides hipervaridveis responsaveis pela combinagdo com os epitopos do Ag
indutor da resposta imune foram designadas “complementarity-determinig regions” (CDR). As regides
intercaladas de sequéncia conservada foram designadas “framework regions” (FR). Parte desta figura
foi adaptada da figura correspondente a publicada por Wu e Kaba (Dias da Silva e Amadeu Megale,
2015).

1.6.3. Desenvolvimento linfécitos B.

A diferenciacéo de linfocitos B a partir de seus precursores da medula éssea
até células com receptores capazes de reconhecer epitopos para 0s quais suas
regides V(J)D foram somaticamente organizadas corre em varios estagios. Nove
estagios foram identificados (Figura 7). Em paralelo com a organizacdo de V(J)D sdo
ativados genes codificadores de proteinas que se expressam na superficie celular.
Essas proteinas permitem identificar cada estagio celular evolutivo com razoavel

precisdo (McHeyser-Williams et al., 2015).



14

Bone marrow : Periphery
8220° B220° 820"
CD93* D93 D93
1 IgMm™ Ign IgM
Pre-BCR Mature BCR H CD23 | D23 o2 |
Pro-BCR .. '~ VpreB 7 Surrogate i : L

Pro plasma/
plasma cell

'i\

ey light % ' { / &
Calne m\“ I\g'us ) chains %j( I ]E(/ %H[é ]f
lgu 8 { e [ s
| B220
- | e / e |
p ( g rh\ ’lr IT\ | U D93
-0 —0-@-0—0 =
J 4
- 4 | 2 g
Pro 8 cell Pre B cell lmmature B cell Tl 8 cell TJ B cell mture B (e‘\ Q‘T"’mé

==

\ 9 y 3 | N
1 @)
Ml 138 cel Q 4

il z s
/ ;”\ B220; Memory

ﬁg‘fz’_ 8 cell

[ D23

/
4

Figura: 7 - Estagio de diferenciacéo dos linfécitos B (John et al., 2007).

Com base em informacfGes sobre os mecanismos moleculares e celulares
envolvidos na resposta imune, doses menores de imundégenos, maior namero de
imunizagdes e aumento de intervalos entre imunizagbes foram inseridas
modificacdes nos protocolos tradicionais de producdo de antivenenos. Essas
modificacdes expdem antigenos preferencialmente a células T e B de memoria.
Estas células expressam receptores de antigenos de alta afinidade (Figura 8).

Toxinas consideradas importantes em venenos de serpentes brasileiras e
africanas estdo sendo purificadas e analisadas, associando-se métodos in vitro e in
vivo. Entre métodos in vitro, substratos sintéticos especificos para metaloproteinases
e serino-proteinases, estdo sendo padronizados. Entre os métodos in vivo, a inducao
de hemorragias, de consumo de componentes dos sistemas complemento e da
coagulacéo tém sido os alvos.

A producdo de anticorpos estd sendo monitorada associando-se métodos in
vitro, ELISA, avaliacdo de avidez e afinidade, aos métodos in vivo de consumo de

componentes dos sistemas do complemento e coagulagéo.
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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 producgéo e purificacdo

de veneno e antiveneno e com isso obtivemos 0s seguintes resultados:

(1) Identificacdo 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 epitopos antigénicos (Ponte et al., 2010).

(2) Identificacdo 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 hemorragica presente no veneno de B. arietans
indicando compartilhamento de epitopos antigénicos com toxinas semelhantes nos
venenos de B. arietans, Lachesis muta, Naja spp, Bothrops spp e Crotalus spp. (de
Souza et al., 2015).

(3) Descricdo da imunogenicidade cruzada em venenos de Crotalus spp. Equinos
imunizados com baixas doses de crotoxina purificada de veneno de C. d. terrificus,
apos duas imunizacgdes 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).



16

(4) Demonstracdo da presenca das atividades de FLA,S, hyaluronidases, e
fibrinogenolitica nos venenos das serpentes africanas Bitis arietans, Bitis gabonica
rhinoceros e Bitis nasicornis enzimas responsaveis pelas principais alteracdes
induzidas presas ou vitimas. As atividades foram ensaiadas in vitro, usando
substratos sintéticos especificos Abz eficientemente clivado em FRET-Abz-
RPPGFSPFRQ-EDDnp e angiotensina | gerando angiotensina 1-7. Atividade
gelatinolitica foi observada apenas nos venenos de B. arietans e B. nasicornis.
Soros antivenenos anti-Bitis spp desenvolvidos no Instituto Butantan bloqueiam
essas atividades (Paixado-Cavalcante et al., 2015).

(5) Desenvolvimento de anticorpos monoclonais  anti-metaloproteinases
hemorragicas, fosfolipase A, e enzima trombina-simile de B. atrox. Anticorpos
desenvolvidos inibem essas atividades em ensaios in vitro-in vivo, com maior
poténcia que anticorpos anti-enzima trombina-simile. Os resultados foram incluidos
na tese (D) do estudante Thiago S. Frauches (Orientador, MMK), Programa de Pés-
Graduacao em Biociéncias e Biotecnologia, CBB/UENF (Frauches et al., 2013).

(6) Desenvolvimento de anticorpos policlonais monoespecificos para dois peptideos
sintéticos modelados em sequéncias recuperadas da alca extracelular da proteina
transportadora de fosfato dependente de sodio NaPi2b (Amadeu Megale et al.,
2015).

(7) Padronizacdo do método de imunizagdo 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 porcdo de baixa massa molecular de serpentes da Africa
Subsahariana: a procura de inibidores de proteases.

Apesar da grande importancia em saude publica, pouco se sabe sobre os
componentes toxicos dos venenos de serpentes dos géneros Bitis spp, Naja spp, e
Dendroaspis spp, com especial énfase as moléculas de baixa massa molecular.
(Kodama et al., 2015). Assim, a motivacao deste trabalho parte da pouca informacéao
disponivel sobre a composicdo peptidica dos venenos de serpentes africanas, e
baseia-se na busca de novos peptideos por meio de ensaios bioquimicos que
possam modular a atividade proteolitica de serino e cisteinopeptidases. Vale
mencionar que a possibilidade de trabalharmos com venenos exoticos e pouco
estudados € uma oportunidade privilegiada e de extrema importancia. Apdés a

caracterizacao destes peptideos in vitro, seréo feitos estudos de toxicidade in vivo.
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As modificacdes introduzidas no processo de producdo de antivenenos,
reducdo da quantidade de veneno, aumento do numero de imunizagéo,
espacamento entre as imunizag¢des, controle dos titulos e afinidade dos anticorpos
ao longo da imunizacdo permitiram obter anticorpos de alta qualidade. Essas
modificacdes permitem selecionar preferencialmente linfocitos T e B de memaria que
expressam receptores de antigeno de alta afinidade. Com tais informagdes nosso
projeto de mestrado foi dirigido para a produgcao de anticorpos monoclonais (Acms)

especificos toxinas individuais.

1.6.4. Producéo de Hibridomas

A geracdo de anticorpos monoclonais revolucionou a imunologia e foi de
grande impacto em diversos campos de pesquisas e na clinica médica. Por ser
possivel produzir anticorpos contra praticamente qualquer tipo de antigeno, seu uso
amplamente difundido para estudar e diagnosticar uma infinidade de moléculas
diferentes relacionadas a diversas doencas, sendo largamente utilizados para o
tratamento de diversos tipos de cancer (Mattes et al., 1987).

Em 1975, Kohler e Milstein desenvolveram a tecnologia dos hibridomas para
a producdo de anticorpos monoclonais e desde entdo, plasmaocitos imortalizados e
providos da capacidade de secretar anticorpos de especificidade Unica séo
desenvolvidos contra uma grande variedade de antigenos. Esta tecnologia se baseia
na capacidade de replicacdo e sobrevivéncia ilimitada dos tumores de células B,
unidas a capacidade de plasmadcitos de um animal imunizado em produzir anticorpos
especificos para o antigeno alvo. Cada plasmécito produz anticorpos de
especificidade Unica, portanto, o hibridoma formado a partir da juncdo desta célula
com uma célula tumoral, é capaz de produzir anticorpos especificos de maneira
ilimitada, derivados de um Uunico clone de células B, e por isso, sdo chamados
monoclonais (Edelman, 1973). Os mielomas utilizados na geracdo dos hibridomas
nao secretam imunoglobulinas e, crescem em meio de cultura comum, mas nao em
meio seletivo definido. As linhagens celulares que podem ser usadas como parceiros
de fus@o para a obtencdo dos hibridomas sdo criados pela inducdo de vias de
sintese de nucleotideos defeituosas (Abbas A. K. et al., 2012). As células normais
sintetizam precursores de DNA, nucleotideo purina e timidilato, pela via de novo que

requer tetrahidrofolato. Algumas drogas, tais como a aminopterina, bloqueiam a
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ativacdo de tetrahidrofolato inibindo a sintese de purinas e, portanto, inibem a
sintese de DNA pela via de novo. Células tratadas com aminopterina podem usar a
via de salvacdo para a sintese de DNA, na qual a purina é sintetizada a partir de um
suplemento exdgeno de hipoxantina usando a enzima hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (HGPRT), e o timidilato € sintetizado a partir de timidina
usando a enzima timidina quinase (TK). Por esse motivo, estas células crescem
normalmente na presenga 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 mutagénese,
seguida pela selecdo sobrevivem em meio contendo 0s substratos para essas
enzimas e sao selecionadas para fuséo (citado em Dias da Silva, 2003). As células
de mielomas negativas para HGPRT ou TK ndo podem usar a via de salvacéo e,
portanto morrerdo quando cultivadas no meio de cultura HAT. Se as células B
normais sdo fusionadas com células negativas para HGPRT ou TK as células B
fornecerdo a(s) enzima(s) necessaria(s), de modo que o hibrido possa sintetizar
DNA e crescer em meio HAT (Dias da Silva et al, 2003).

A selecdo dos hibridos ocorre dentro de uma semana, o0s clones de
hibridomas, tornam-se visiveis e 0 sobrenadante da cultura a ser examinado para
verificar a producdo de anticorpos especificos para o antigeno da imunizacdo €
coletado. O método mais comumente utilizado para verificar a positividade é o
ensaio de imunoadsorcdo ligado a enzima (ELISA) (Ansell, 2000). Os hibridos
positivos sdo selecionados, clonados para garantir a monoclonalidade, e depois sao
cultivados com o objetivo de obter sobrenadantes de cultura que contém os
anticorpos monoclonais desejados. Outra fonte de anticorpos monoclonais é o fluido
ascitico acumulado na cavidade peritoneal de camundongos injetados,
intraperitonealmente, com o hibridoma ou biorreatores.

Esses estudos orientaram a introdugdo de modificacdes pontuais nos
protocolos de producdo de anticorpos antivenenos de serpentes visando
potencializar suas qualidades positivas e reduzir suas qualidades negativas.
Reducdo das doses de veneno usadas na imunizacdo, aumento do numero de
imunizacbes e do tempo entre uma imunizagcdo e outra, acompanhamento da
evolucéo dos titulos dos anticorpos produzidos e das qualidades intrinsecas desses
anticorpos como tempo necessario para interagirem com as toxinas-antigenos e

afinidade com que se combinam com o0s epitopos especificos.
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2. JUSTIFICATIVA

Entre as serpentes africanas, o género Bitis é o responsavel pela maioria dos
acidentes em Mocambique, sendo a espécie Bitis arietans responsavel pela maioria
dos oObitos. Acidentes ofidicos e a caréncia de soros antiofidicos infelizmente
persistem associados no continente Africano. Os soros obtidos atualmente contém
anticorpos especificos tanto para componentes toxicos como ndo toéxicos, sdo de
baixa atividade especificas e sdo observados também reacfes adversas imediatas e
retardadas decorrentes de proteinas heterdlogas. O continente africano necessita de
antivenenos de serpente poliespecificos de alta atividade, especificidade e afinidade.
Com o desenvolvimento da tecnologia de hibridomas é possivel produzir anticorpos
monoclonais, estes anticorpos apresentam-se iguais entre si, sendo mais eficientes,
apresentam maior especificidade e afinidade. Entre os componentes toxicos
presentes no veneno da serpente africana Bitis arietans, a producdao de anticorpos
monoclonais monoespecificos anti-fosfolipase para administracdo imunoterapica
seria uma conquista imediata. Esses anticorpos monoclonais serdo matrizes para
desenvolver mini-anticorpos. Nosso grupo de pesquisa, com a participacdo de
pesquisadores credenciados e estudantes, envolvido ha 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 especificos
visando potencializar a especificidade-avidez-atividade especifica-poténcia
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).
Laboratério de Imunoquimica, Instituto Butantan, S&o Paulo, SP, incluido no Project:
Center for Research on Toxins, Imune-Response and Cell Signaling — CeTICS
/IFAPESP (Grant # 2013/07467-1). Principal Investigator: Hugo Aguirre Harmelin,
IBu.
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3. OBJETIVOS:
3.1.Gerais:

Desenvolver anticorpos monoclonais (Acms) especificos para a toxina FLA;
do veneno de Bitis arietans como modelos para construcdo de fragmentos scFv de
anticorpos.

3.2. Especificos:

Especificos imediatos: Avaliar especificidade dos Acms, afinidade de seus

paratopos para 0s epitopos, poténcia neutralizante, isotipo da imunoglobulina e

estabilidade dos hibridomas.

Especificos mediatos: Obter volumes suficientes para isolamento de regides

hipervariaveis destinadas ao isolamento e sequenciamento de CDRs.
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4. MATERIAL E METODOS

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 lotacdo maxima de 5 camundongos
por caixa, e mantidos em biotério convencional localizado no Laboratorio de Biologia
do Reconhecer, CBB/UENF. O projeto foi submetido para avaliacdo da Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, aprovado com protocolo n° 077 de acordo com recomendacdes da OMS:
(WHO Guidelines for Production, control, and Regulation of Snake Antivenom
Immunoglobulins, 2010. (www.who.int/bloodproducts/snakeantivenoms).

A alimentacédo foi composta por ragdo balanceada especifica para a espécie,
em regime de ingestdo de agua e racdo. O acesso a 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
PROAFRICA, CNPq, Processo N; 490046/2005-6- Responsavel Wilmar Dias da
Silva. Venenos de serpentes brasileiras ocasionalmente usados como controles
foram fornecidos pelo “Laboratério de Venenos, Instituto Butantan, Sao Paulo, SP,
Brasil”. A letalidade era previamente avaliada por injecdo i. p. (intraperitoneal) de
doses de veneno préximas das ja conhecidas em camundongos Swiss e a relacédo
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 o0 uso, pesquisadores usavam luvas e protetor
ocular como recomendado pelo “Guia de biosseguranca — Comissdo de

Biossegurancga, Instituto Butantan, 2014”.
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4.3.Purificacao de fosfolipase A, (FLA;) de veneno de Bitis arietans

Vinte miligramas de veneno liofilizado foram submetidos a cromatografia de
exclusdo molecular em coluna Superose 12 HR (10/30, AKTA FPLC, Pharmacia,
Uppsala, Suécia), previamente equilibrada com acetato de aménio 50mM. A
exclusdo progressiva das proteinas aderidas foi feita com o mesmo tamp&o a uma
velocidade de fluxo de 24 mL / h. O teor de cada proteina removida foi registrado em
absorbancias (ABS) 280nm em UPC-900 Amersham Pharmacia Biotech. As fracdes
correspondentes a cada pico foram reunidas e a presenca de atividade enzimatica
determinada in vitro por clivagem de substrato sintético especifico. Quando indicado,
a presenca de atividade hemorragica foi pesquisada in vivo injetando via
subcutédnea. Amostras das fracGes purificadas foram visualmente identificadas. As
fracbes exibindo atividade enzimatica foram submetidas a um segundo ciclo de
purificacdo também em coluna Superose 12 HR (10/30, AKTA FPLC, Pharmacia,
Uppsala, Suécia) e nas mesmas condi¢cdes. O teor de proteina das fracdes
purificadas foi avaliado pelo “Pierce BCA Protein Assay Kit". As fragdes purificadas
destinadas a imunizacdo de camundongos para producdo de Acms foram
liofilizadas, diluidas em PBS e congeladas a -80°C. As atividades de purificacdo
foram realizadas em sala climatizada. Este procedimento foi realizado no Instituto

Butantan.

4.4. Avaliacdo da atividade enzimatica de FLA;

A atividade enzimatica de FLA, foi avaliada utilizando “EnzChek Fosfolipase A,
Assay Kit (Invitrogen)”. Amostras contendo quantidades crescentes da fonte FLA; a
ser avaliada, diluidas em PBS pH 7.4 foram misturadas com amostras indicadas do
substrato fosfolipideo “kit de FRET substrate”, foram colocadas nos pocgos de placas
brancas de microtitulacdo de 96 pocos, incubadas como indicado e analisadas com
fitro de base em varias-modo leitor de microplacas (Fluostar Omega, o BMG
Labtech, Ortenberg, Alemanha) a Aem = 515 nm e = Aex 460 nm e a 37°C. Todos 0s
ensaios enzimaticos foram realizados em duplicata, e a atividade especifica
expressa em UF por minuto/ micrograma da preparacdo sob test. Amostras do
substrato fosfolipideo FRET séo tratadas com fonte de enzima padronizada (controle

positivo) ou com PBS, pH 7.4, (controle negativo) sdo ensaiadas em paralelo. A
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atividade enzimatica especifica é expressa em UF por minuto/ micrograma de

enzima. Este procedimento foi realizado no Instituto Butantan.

4.5.Imunizacéo e producao de hibridomas

Grupos de camundongos BALB/c foram imunizados com a fragcdo F3 (2) do
cromatograma de veneno de Bitis arietans em coluna de Superose 12 HR coluna
(10/30, AKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Sweden). Antes da imunizagdo a
homogeneidade da fracdo F3 (2) foi determinada por métodos imunoquimicos e a
presenca de FLA, ensaiada in vitro com substrato sintético (Etapa realizada no
Instituto Butantan). Amostras de F3 (20ug) foram misturadas com 4mg de hidroxido
de aluminio em PBS e usadas como imundgeno. A Figura 9 resume o esquema das
imunizagdes. Duas imunizagdes com intervalos de 21 dias. Amostras de soros foram
coletadas antes da primeira imunizagdo (controle negativo) e depois do segundo
booster. Anticorpos anti-FLA, foram quantificados por ELISA. Células esplénicas

destinadas a fuséo foram coletadas ap6s 3° booster.

4.6.Producao de Acms anti-FLA, de Bitis arietans

Células esplénicas dos camundongos imunizados com FLA, foram fusionadas
com células mieloma (A;). A fusdo foi feita utilizando-se PEG 4000 (GibcoBRL,
EUA), segundo metodologia descrita por Kohler e Milstein (1975). Ap6s a fuséo, as
células foram resuspensas em meio DMEM-F12 (GibcoBRL, EUA) contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB), 10ug\mL de gentamicina (GibcoBRL, EUA), 50ug\mL de
beta-mercaptoetanol e o agente seletivo HAT (Hipoxantina, Aminopterina e Timidina)
50x (Sigma Chemical, EUA). A suspensao celular foi semeada em placas de 96
pocos (Corning, EUA), que continham previamente uma monocamada de células
peritoneais de camundongos BALB\c, de modo que a concentragdo de células em
cada poco fosse de 2x10° células, e em seguida foram incubadas em estufa 37°C.
Apo6s 7 dias, quando as colonias de hibridomas atingiram aproximadamente 300

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

4.7. Obtencdo de macrofagos peritoneais para suporte nutritivo (Feeder

Layer) dos hibridomas

Os macrofagos 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 peritdnio de cada um dos camundongos, e deixados por aproximadamente 1min
e 30 s. Em seguida, o liquido 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), 10ug\mL
de gentamicina (GibcoBRL, EUA) e o0 agente seletivo HAT (Hipoxantina,
Aminopterina e Timidina) 50x (Sigma Chemical, EUA). As células foram distribuidas
em placas de 96 pogos (100uL/poco) e incubadas a 37°C 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 plastico de 25 cm?
(corning) e os hibridomas posteriormente gerados, foram cultivados em placas de 96
pocos (corning) e em garrafas de plastico de 25 cm®. 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), 10pg\mL de antibiético gentamicina e 0,5 mM de 2-p mercaptoetanol a

37°C e 5% de CO2, com troca de meio a cada trés dias.

4.9.Clonagem dos hibridomas

Os hibridomas que excretavam Acms anti-FLA, identificados por ELISA foram
clonados pela metodologia de diluicdo limitante. ApGs teste de viabilidade e
contagem dos hibridomas com solucéo de Tripan Blue 10%, na diluicdo de 1:2 em
camara de Neubauer. As células foram diluidas em meio DMEM F12 resultando em
20 células/mL e semeadas no volume de 100uL por poco em placas de 96 orificios
contendo 100pL de meio DMEM-F12 completo suplementado com HT (Hipoxantina
e Timidina) (Sigma Chemical Co. USA) finalizando em uma proporgéo esperada de
uma célula/poco.

As células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Aos pocos foi
adicionada uma camada de “feeder leyer” um dia antes da fusédo para favorecer o
crescimento dos hibridomas. Apds aproximadamente 7 dias, quando as células
atingiram crescimento desejado de 1 célula / poco foi realizado ELISA indireto. O
poco que apresentava maior densidade Optica 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 Vviabilidade e avaliacdo por ELISA apdés cada

descongelamento.
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4.10. Selecao dos Acms por imunoadsorcéao ligada a enzima (ELISA)

Como antigeno, foram utilizadas fracdes F3 (2) do veneno de serpente
africana Bitis arietans (purificada pelo Doutor Fabio Magnoli, Butantan. Sao Paulo).
Amostras de 50uL das preparacdes na concentracdo de 1lpg/mL em tampéo
carbonato/bicarbonato 0.05M pH: 9.7 (Na2CO3 0.015 M; NaHCO3 0.035 M) foram
adicionadas em pogos individuais da placa de teste de ELISA (Cell Star) e incubada
por 18 h a 4°C. A seguir, os pocos 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, 0s poc¢os da placa foram lavados
com PBST 0,05% por duas vezes. Em cada poco foram adicionados 50 pL de
sobrenadante das culturas de hibridomas e as placas incubadas por 45 min a 37°C.
Para evitar ligacdes primarias inespecificas, a placa foi lavada trés vezes com PBST
0,05%. Anticorpo secundario (peroxidase labelled rabbit-anti-mice IgA
(INVITROGEM), diluido 1:2000 em PBSGEL 1%, foi adicionado aos pogos e as
placas incubadas por 45min a 37°C. Os pocos foram lavados trés vezes com PBST
0.05%. A atividade de peroxidase foi induzida com adicdo de 50 pL da solu¢cdo OPD
(o-fenilenodiamina — 2HCI, &cido citrico 20mM, fosfato de sodio 40mM). A atividade
da peroxidase era visualmente avaliada e interrompida quando considerada
adequada com adicdo de 50 uL de H2SO4 3N por poco. A leitura foi realizada em
em leitor de ELISA a 492 nm.

4.11. Quantificacdo de Acms por ELISA

O ensaio ELISA foi conduzido em cinco etapas. Etapa #1. Amostras de 100
ML de tampdo PBS contendo 5ug de antigeno séo adicionadas nos pocos e as
placas de ELISA (96 pocos) de alta afinidade incubadas uma noite a 4°C. Etapa #2:
formacdo de complexos entre antigeno e anticorpo. Os pocos sao lavados com 200
ML de PBS contendo 5% de leite desnatado. Amostras de 100 puL de PBS contendo
diluicdes seriadas da fonte de anticorpo foram pipetadas nos poc¢os. As placas foram
incubadas por 1h a 37°C. Etapa #3. ldentificacdo da imunoglobulina presente na
fonte de anticorpo. Apos trés lavagens com PBS contendo 5% de leite desnatado,
100 pL “peroxidade conjugated goat anti-mice IgA” diluido 1:2000 em PBS contendo

5% de leite desnatado e 0.05% Tween 20 foram pipetados em cada poco e as
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placas incubadas por 5 min a 37°C. Etapa #4. Desenvolvimento da reacao
peroxidase-substrato OPD (ortophenyldiamine) (Sigma Chemical Co), em tempertura
ambiente por 10-15 min. A reagédo foi interrompida com adi¢do 50 pyL de acido 4N
sulfurico. A absorbancia (ABS) foi lida a 490 nm usando um leitor de ELISA
(Labsystems Multiskan Ex, Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan, MA). Etapa #5.
Determinacgédo do titulo do anticorpo. A ABS a 490 nm foi determinada em leitor de
ELISA e plotada no eixo-Y versus a diluicdo de cada diluicdo do anticorpo. O titulo
do anticorpo sob teste era dado pela maior diluicdo que atingiu o platb. Etapa

realizada no Instituto Butantan.

4.12. Avaliagao da afinidade dos Acms

A determinacgéo da afinidade dos Acms foi realizada por ELISA indireto, como
descrito no item 4.10 com algumas modificacbes. Houve a adicdo de uma etapa de
eluicdo com tiocianato de potassio (KSCN, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que
atuou como agente caotrépico (Fitzgerald e Hosking, 1986). O KSCN foi preparado
em diluicbes crescentes de 0,5 M a 8.0 M com intervalos de 0,5 M e aplicado apds a
etapa de incubacdo com os Acs antiveneno de Bitis arietans. Foi aplicado 50
pL/poco de cada diluicdo de KSCN, em duplicata e deixado em temperatura
ambiente por 15 min, e em seguida lavados trés vezes consecutivas com 300
puL/poco de PBS contendo 0,05% de Tween-20. A partir desta etapa, a reacao
prosseguiu como descrita no ensaio ELISA-indireto. A afinidade de cada anticorpo
foi medida como sendo a concentracao de KSCN necessaria para reduzir em 50% a
densidade Optica obtida com os controles (pocos onde nao foi aplicado KSCN).

Etapa realizada no Instituto Butantan.

4.13. Perfil molecular dos Acms

A caracterizacdo das bandas de proteinas correspondentes a fosfolipase do
veneno da serpente Bitis arietans foi feita em duas etapas. Primeira: avaliacdo
eletroforética em SDS-PAGE, onde a fosfolipase purificada e veneno bruto foram
submetidos a separacdo eletroforética em SDS-PAGE (Kauffeld, 1969), segunda
eletrotransferéncia das bandas separadas para membrana de nitrocelulos. (Towbin

et al., 1979). Os antigenos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
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de 5% e 15% sob condi¢bes redutoras. Amostras de 10 pL cotendo 20ug de
fosfolipase do veneno da serpente Bitis arietans foram diluida em tampéao redutor,
contendo B-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 a identificacdo da mobilidade
eletroforética das bandas de proteinas foram coradas com azul de Coomassie.

O gel destinado a identificacdo pelo Acms foram usados para identificar pelo
método Western blotting (Burnette, 1981) as bandas de proteinas separadas na
SDS-PAGE que correspondiam a fosfolipase. As bandas de proteinas foram
eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose. Apds lavagens para remover
Acms nao ligados as membranas foram tratadas com o segundo anticorpo
“peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgA secondary antibody” (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA) na diluicdo de 1:2000. A revelacdo da membrana
foi realizada com uma solucdo contendo substrato enzimético e a substancia
cromdgena DAB (diaminobenzidina) (100pl Tris-HCL 2 M pH 7,5, 4,9 ml de agua
destilada, 5 mg DAB, 0,3ml imidazol 0,1 M, 5 pl H202).

4.14.Cultura dos hibridomas em biorreator

O processo compreende as seguintes etapas: a) umedecimento durante 5 min
da membrana semipermeéavel com 10 mL de agua milliq estéril no compartimento
celular; b) introducdo 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), 10pg\mL de antibiético gentamicina contendo 8x10° de
células hibridomas; c) adicdo de 350mL de meio no compartimento de meio; d)
incubacao do biorreator (CELLine CL 350, INTEGRA) em estufa a 37 °C com 5% de
CO2; e) de 7 em 7 dias, 5mL de meio de cultura eram retirados e substituidos com

igual volume de meio.
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4.15. Quantificacdo de proteinas do sobrenadante (Biorreator)

Método Acido bicinconinico (Smith, 1985) utilizando 1mg \ mL de BSA (Bovine
Serum Albumin) para constru¢do da curva padrdo. Etapa realizada no instituto

butantan.

4.16.Determinacgao 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 secundarios especificos para os diferentes isotipos de

imunoglobulinas.
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5. RESULTADOS

5.1.Purificacéo da FLA»

Veneno in natura de Bitis arietans submetido a cromatografia de excluséao
molecular em coluna de Superose 12 HR (10/30, AKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala,
Suécia), excluiu nove fragbes (F1—F9) (Figura 10A). A atividade enzimatica da
fosfolipase A2 nas fragOes foi avaliada utilizando “EnzChek Fosfolipase A2 Assay Kit
(Invitrogen)”. Como controle positivo foi usado veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus (Cdt) rico em FLA,. Como controle negativo foi usado po¢co com PBS pH
7.4. A atividade especifica de cada fracdo foi determinada e expressa em UF.
Atividade significativa foi encontrada na fracdo F3. Para garantir homogeneidade
necesséria para producdo de Acms esta fracdo depois de concentrada foi
cromatografada nas mesmas condicbées. Como mostra o cromatograma da figura
10B a fracdo F3 foi resolvida em dois picos de proteinas com absorbancias de + 15
e 190 a 180nm.

As fracdes correspondentes a este pico, F3(2), foram reunidas, liofilizadas,
ressuspensas em PBS, o conteddo proteico avaliado pelo método &acido
bicinconinico e amostras de 15ug submetidas a SDS-PAGE. Como indicado na
Figura 11, a fragcdo F3(2) corresponde essencialmente a uma banda de proteina com
+ 14 kDa. Amostra de veneno de Bitis. arietans (V. B.) usadas como controle
apareceu em varias 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, AKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Suécia). A, cromatograma do veneno in natura indicando
F3. Em B. amostras fragdo F3 liofilizada foram ressuspensas e submetidas a nova cromatografia em
coluna de Superose 12 HR (10/30, AKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Suécia) obtendo-se dois picos
(F3(2)) com absorbancias de = 15 e 190 a 180nm.
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Figura: 11 - Perfil eletroforético da enzima FLA,. Amostras de veneno de Bitis arietans
(15ug) (V.B) (centro) e da fragao F3(2) resultante da cromatografia em coluna “ Superose 12 HR mn
(10/30, AKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala, Sweden)’ da fracdo F3(2) obtida da cromatografia do
veneno de Bitis arietans também em Superose 12 HR mn (10/30, AKTA FPLC, Pharmacia, Uppsala,
Sweden (20ug) (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. Titulagdo dos anticorpos nos soros dos camundongos imunizados pela
F3 (2).

Camundongos foram imunizados com fragdo F3(2) (20 pug) em hidréxido de
aluminio como adjuvante seguindo o protocolo de imunizacéo indicado na Figura 9.
Amostras de soro foram coletadas 45 dias ap0s imunizacdo e os titulos de
anticorpos anti-F3(2) foram avaliados por ELISA nas diluic6es de 1: 500 até 1: 64000
(figura 12).

A Figura 12 mostra que os camundongos desenvolveram titulos elevados de
anticorpos anti-F3 (2). Soro obtido antes da imunizacao (controle negativo) nao tinha
anticorpos anti- F3 (2). Soro do camundongo 2 apresentou titulos mais elevados
comparado com soro do camundongo 1. O camundongo 1 foi o escolhido como
doador de esplendcitos para a realizacdo da fusdo (O camundongo 2 morreu por

causa desconhecida).

2.09 mm Mice 1
1 Mice 2
-
1.54 =
.é‘ e
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P
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1500 14000 12000 14000 1:2000 16000 1:32000 1:64000

Figura: 12 - Titulagcdo dos anticorpos no soro dos camundongos imunizados com a
proteina F3 (2). Camundongos foram imunizados com fragdo F3(2) (20 pg) em hidréxido de aluminio
e as amostras de soro foram coletadas 45 dias apds imunizacdo. Eixo-y: absorbancia a 492nm; Eixo-
x: diluicbes seriadas dos soros. Absorbéncia nos soros coletados antes da imunizacdo foram
inferiores a 0.2.
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5.3. Eficiéncia da fuséo e selecao dos hibridomas produtores de anticorpos

monoclonais anti — F3 (2)

As células esplénicas do camundongo 1 foram utilizadas para a fusdo com as
células de mieloma A2 para a producéo dos hibridos. Cerca de 100% (384 pocos)
dos pocos de cultura plaqueados apd6s a fusdo apresentaram crescimento de
hibridomas, o que representa o rendimento total da fusdo. Para a clonagem foram
escolhidos 51 pocos, a escolha foi determinada pela presenca de uma ou duas
colénias. Os pocgos positivos para o crescimento dos hibridomas foram testados por
ELISA para a presenca (no sobrenadante das culturas) de anticorpos contra F3 (2).
Todos os 51 pocos foram positivos. Os hibridomas que apresentaram estabilidade e
mantiveram a caracteristica positiva, foram congelados e preservados em nitrogénio

liquido.

5.4. Eficiéncia da subclonagem e selecdo dos hibridos produtores de

anticorpos monoclonais contra a fracéo F3 (2)

O hibridoma P3B7 foi selecionado e submetido a trés clonagens. Na primeira
clonagem foram selecionados 7 pogos, na segunda 16 pocos e na terceira
clonagem 15 pogos selecionados apresentando 100% de positividade,
demonstrando um nivel alto de estabilidade apresentado por este hibrido apos a
fusdo. Esse hibrido foi expandido para ser realizada a coleta de sobrenadante e

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

Tabelal. Selecdo dos Hibridomas Estaveis Testados por ELISA. Rendimento da

primeira/segunda/terceira subclonagem dos hibridomas especificos para F3(2).

Activated B cells
(HGPRT*V(D)!1 Ig*, TK*)
myeloma cells
(1st cloning-HGPRT", Ig-, Tk*)

1 cloning 2" cloning 3 cloning

51 individual fused cells > Clone P3B7 > Clone P3B7 (F2) > Clone P3B7(F2/B7)
(three days cultured)
N2 g 4
¥
Six hybridomas Six hybridomas 15 hybridomas
51 survived hybridomas individually cultutured individually cultured individually cultured
+ N N N
Secreting mAb 1 85% secreting mAb || 6% secreting mAb || 100% secreting mAb

anti-F3(a2) fraction anti-F3(a2) fraction anti-F3(a2) fraction anti-F3(a2) fraction
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5.5. Cultivo em biorreator do hibridoma P3B7 (F2\B7).

O hibridoma produzido P3B7(F2\B7) na concentracdo de 8x10° células foi
cultivado em biorreator. Sobrenadantes foram semanalmente coletados e os titulos
de Acms anti-P3(2) foram determinados por ELISA nas diluicdes 1:10 até 1:1280
(base 2). Foi observado um maior rendimento nos sobrenadantes da 32 a 5% semana
(Figura 13).
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Figura: 13 - Rendimento celular. Cultivo, expansao 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. Titulacdo dos Acms obtidos no biorreator (anti-FLA) por ELISA

Os anticorpos foram titulados por ELISA indireto usando como antigenos
veneno total (5 ug) e fosfolipase purificada (F3 (2) 1 pug e diferentes concentracdes
de anticorpo primario (Acms anti-PLA;). A diluicdo mais elevada que produziu
valores de absorbéancia que foram, pelo menos, duas vezes maior do que o0 soro pré-

imune médio foi considerada a titulo de anticorpo (Figura 14).
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Figura: 14 - Titulacdo de Acms anti-FLA , por ELISA. Sensibilizagdo com 5 pg de veneno
total ou 1 pg de FLA, de Bitis arietans, como controle positivo veneno de Crotalus durissus terrificus
(C.d.t.) + diferentes diluices do anticorpo monoclonal anti- PLA, de Bitis arietans. ELISA — Anticorpo
monoclonal anti — PLA, — PLA, purificada. B. ELISA — anticorpo monoclonal anti — PLA, Bitis arietans
(veneno total).

5.7. Caracterizacao da especificidade dos anticorpos produzidos através de

ensaio imunoenzimatico — ELISA

Os anticorpos presentes no sobrenadante da cultura em biorreator
(sobrenadante da 32 semana diluido 1:10), foram utilizados para caracterizacdo da
especificidade. A caracterizacdo da especificidade dos Acms produzidos foram
testadas por ensaio imunoenzimatico - ELISA. O teste ELISA foi realizado utilizando-
se diferentes antigenos: B.g: Bitis gabonica, B.n: Bitis nasicornis, B.a: Bitis arietans,
N.mel: Naja melanoleica, N.m: Naja mossambica na concentracao de 5ug de veneno
bruto. A Figura 15 indica que apenas veneno de Bitis arietans contém antigeno
correspondente a fracdo F3(2).
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Figura: 15 - Especificidade do Acm anti-F3(2) contra diferentes venenos|, Pocos de placas
ELISA foram plagueados com 5 ug de veneno das espécies de serpentes B. arietans (B.a), B.
nasicorns (B.n), B. gabbnica, Naja melanoleuca (N.mel) e Naja mossambica (N.mos) e com a fragédo
F3 (2). Amostras de 50ul do sobrenadante das culturas do hibridoma F3 (2) foram usadas como
primeiro anticorpo. A reacdo ELISA prosseguiu com adi¢do 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. Caracterizacdo da especificidade dos anticorpos monoclonais

produzidos através da técnica de Western Blotting

O sobrenadante de biorreator (42 semana, diluicdo 1:100) foi avaliado quanto
ao reconhecimento da fragdo F3 (2) por Western Blotting. Como indicado na Figura
16, Acms presentes no sobrenadante de cultura do hibridoma revelaram uma banda

de proteina com = 14 kDa nas amostras P3 (2) purificada e no veneno de Bitis

arietans (V. B.).
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Figura: 16 - Caracterizagao da especificidade dos anticorpos anti - F3 (2). Apds a corrida
eletroforética foi realizada uma transferéncia em membrana de nitrocelulose, em seguida a
membrana foi tratada com anticorpo anti — F3(2) de cultura de biorreator (42 semana, diluicdo 1:100) e
com anticorpo secundario anti - IgA diluicdo 1:2000. A revelagdo da membrana foi realizada com

uma solugdo contendo substrato enzimético e substancia cromdgena DAB.

5.9. Determinagéo do isotipo dos Acms.

O isotipo da imunoglobulina anti-F3(2) foi identificado por ELISA usando
anticorpos secundarios especificos para cada isotipos testado. Todos os anticorpos
monoclonais anti- F3(2) produzidos foram da classe IgA, como mostra o gréfico da

Figura 17.
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Figura: 17 - Determinag&o do isotipo dos anticorpos monoclonais. O isotipo dos anticorpos
monoclonais obtidos foi identificado por ELISA usando como segundo anticorpos especificos para
diferentes isotipos de imunoglobulinas de camundongo (anti-IlgM, anti-lgG2a, anti-lgG1, anti-IgA, anti-
IgG Total, anti-lgG2b, anti-lgG3 indicados a direita do grafico). Eixo-y: absorbancia a 492 nm; Eixo-x:

fonte de Acms.

5.10. Avaliacédo da afinidade dos Acms

Imunocomplexos Acms-fracdo F3 (2) que em ensaios de titulacdo deram
absorbancia maxima no ensaio ELISA foram tratados com o agente caotropico
Tiocianato de potassio (KSCN) por 15 min nas concentracdes de 0.5M a 8.0M. Apos
lavagens, imunocomplexos residuais foram quantificados seguindo as demais
etapas do ensaio ELISA. A afinidade dos anticorpos para os antigenos especificos é
arbitrariamente definida como a concentracao do agente caotrdpico que rompe 50%
dos imunocomplexos pré- formados de antigeno-anticorpo sob teste. Os dados da

Figura 18 indicam que a afinidade do Acm anti-F3(2) € de 4,5M.
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Figura: 18 - Avaliacéo da afinidade dos Acms. Imunocomplexos Acms-fracao F3 (2) que em
ensaios de titulacdo deram absorbancia maxima no ensaio ELISA foram tratados com o agente
caotropico, Tiocianato de potassio (KSCN) por 15 min nas concentracdes de 0.5M a 8.0M. Apds
lavagens, imunocomplexos residuais foram quantificados seguindo as demais etapas do ensaio
ELISA.

5.11. Inibicao da FLA, por Acms obtidos de culturas de hibridomas

A atividade da fosfolipase A, e da neutraliza¢do por anticorpos monoclonais de
veneno de B. arietans foram determinadas utilizando o EnzChek Fosfolipase A;
Assay Kit (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras de
2,5 ug dos venenos, foram misturadas com as amostras de 50 pL do fosfolipido kit
de FRET, sendo a atividade especifica expressa em UF por minuto por micrograma
de veneno, para o ensaio de neutralizacdo com Acms anti-PLA, foi escolhido a
concentracdo de 500ug de Acms, pois apresentou a melhor atividade especifica
(Figura 19). Veneno de serpente de Crotalus durissus terrificus (0,5 ug) e PBS com
fosfolipidio FRET substrato foram utilizados como controles positivos e negativos,

respectivamente.
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Figura: 19 - Ensaio de inibicdo da atividade fosfolipasica. Pré incubacdo de 2.5 pg do
veneno total com diferentes concentracdes de anticorpo monoclonal.

5.12. Neutralizacdo da atividade da fosfolipase A,

Usando a concentracdo pré - determinada de Acms que exibiu melhor inibicdo
da atividade, foi realizado o ensaio de neutralizacdo (Figura 20). Os dados
demonstram que o Acm produzido apresentou 78,14% de neutralizagao (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 - Neutralizacdo da atividade fosfolipdsica do veneno total (2,5 ug). A) 500 pg
Acm anti-PLA, foram utilizados para o teste de neutralizagdo e como controle negativo foi utilizado
PBS na pré-incubacdo com veneno; B) antiveneno produzido no instituto butantan (IBu) foram
utilizados como controle positivos para o teste de neutralizagdo; C) Comparacdo da inibicdo da
atividade fosfolipasica pelo Acm e pelo antiveneno IBu.

Tabela: 2. Inibicdo da atividade fosfolipasica pelos Acms

Ativ.]  Ativ2  Media %Inib.(x)

Y eneno~PBS 11341 11824 115,82 -
Veneno+Antivensno Bu 6381 6,83 6382 24,11 %
Veneno~FE3 88,39 85,86 85,38 -

Veneno+Monoclonal anti-FLA, 1861 1957  19.09 78.14%
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6. DISCUSSAO:

Envenenamento por picada de serpente € um importante problema de saude
publica entre as comunidades da regido de savana da Africa Ocidental,
compreendida pelos paises Benin, Burkina Faso, Camardes, Gana, Nigéria e Togo
(Chippaux, 2011; Visser et al.,, 2004, Warrell e Arnett, 1976; WHO, 2007). A
incidéncia de acidentes ofidicos é tachado imprecisa e € muitas vezes subestimada.
Os agricultores e criancas em comunidades rurais Sao consistentemente
identificados como sendo os grupos de maior risco de picada de serpente (Habib et
al., 2001; Njoku et al., 2008). E uma doenca que afeta os habitantes rurais e
socialmente vulneraveis. Os acidentes ofidicos ndo se constituem apenas com um
problema de saude, mas também como um impedimento para a prosperidade
econbmica devido da perda de rendimento gerando também a incapacidade,
hospitalizagéo, deficiéncias e mortes prematuras (Harrison et al., 2009; Habib et al.,
2015). A oportuna administracdo do antiveneno eficaz continua a ser o esteio da
gestdo dos acidentes com animais peconhentos. Em grande parte dos tropicos, no
entanto, picada de serpente ocorre em areas rurais de dificil acesso, onde a
administragao imediata do soro pode ser um grande desafio (Lliyasu et al., 2015).

As espécies de serpentes normalmente encontrados em Guiné, S. Tomé,
Angola e Mocambique pertencem as familias Elapidae e Viperidae (Manacas, 1982).
A familia Elapidae incluem os géneros Aspidelaps, Elapsoidea, Hemachatus, Naja,
Pseudonaja, e Dendroaspis, compreendendo cerca de 20 espécies. Seus venenos
sdo essencialmente neurotéxicos. Os efeitos locais da picada dessas serpentes sao
geralmente minimas, restrito a pequenas feridas, excepcionalmente com inchaco
local, bolhas e necrose superficial (Reid, 1964; Viravan et al., 1986). Ja a familia dos
Viperidae incluem os géneros Bitis, Vipera, Atheris, e Atractaspis, com também
cerca de 20 espécies. Seus venenos Sao ricos em varias enzimas, principalmente
proteases. Inchagos e hematomas podem desenvolver no local da picada dentro de
poucos minutos ou horas. O edema se espalha rapidamente e as vezes envolve a
totalidade do membro picado e tronco. Formacgédo de bolhas e necrose podem ser
observadas no local da picada. Anormalidades hemostaticas séo clinicamente
manifestadas com sangramento persistente no local da picada e também em outras

feridas parcialmente cicatrizadas, sugerindo coagulopatias. As alteragbes da
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coagulacdo sanguinea as vezes sao sistemicamente refletidas como epistaxe,
hematémese, equimoses cutaneas, petéquias ou equimoses, hemoptise, e
hemorragia subconjuntival, retroperitoneal, subaracndide, intracranianas discoide
(Warrell, 1996). Estes venenos podem ser completamente e neutralizados pelos
antivenenos especificos se 0s pacientes ou animais picados forem devidamente
tratados. Envenenamento por veneno de serpente € um processo de adoecimento
que tem sido tratado com sucesso com anticorpos policlonais. Esta ferramenta
terapéutica tem sido usada desde o trabalho pioneiro de Sewall, 1887 e Calmette
1894. Antivenenos convencionais sdo preparados por imunizacdo de animais de
grande porte, geralmente cavalos com um veneno individual ou uma variedade de
diferentes de serpentes para eliminar variages intra especificas (Theakston, 1996).
A fim de minimizar as reacfes adversas esperadas apos injecdo do antiveneno nas
vitimas de acidentes ofidicos, as imunoglobulinas G séo parcialmente purificadas,
enzimaticamente clivadas por pepsina, e o resultante no fragmento F(ab’)2 sao
concentrados e testados quanto aos suas propriedades neutralizantes. Os
antivenenos sao também submetidos ao controle de qualidade antes da utilizacéo
em seres humanos. Como antivenenos preparados em cavalos sdo muito caros para
uso no tratamento de animais domeésticos picados por serpentes venenosas,
métodos alternativos estdo sendo desenvolvidos e testados para o tratamento de
animais (Almeida et al., 2008).

Para melhorar esta situacdo, varios grupos de pesquisa em todo o mundo
estdo engajados em uma iniciativa global para erradicar mortes provocadas por
envenenamento de pessoas picadas por serpentes peconhentas (Gutiérrez et al.,
2013). Dentre as varias iniciativas indicadas para aumentar a eficiéncia dos
tratamentos, o ponto central € o melhoramento no processo de producdo de soros
antiofidicos (Gutiérrez et al., 2013; Warrel, 2010). Entre as vérias inovacdes, temos o
advento da tecnologia de anticorpos monoclonais em 1975 anunciou a nova era da
imunofarmacologia e imunotoxicologia. Os anticorpos monoclonais desenvolvidos
para um antigeno especifico resolvendo diminuir o problema da policlonalidade e
reatividade cruzada de anticorpos tradicionais (Sullivan JB Jr, 1986).

O objetivo deste trabalho foi a producdo de anticorpos monoclonais (Acsm)
especificos para uma toxina do veneno de Bitis arietans, Fosfolipase A2 (PLA2)
seguindo a tecnologia de hibridomas desenvolvida por Kéhler e Milstein em 1975.

Neste trabalho utilizamos para a imunizagdo dos camundongos a fosfolipase A2 do
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veneno da serpente africana Bitis arietans. O hibridoma especifico - P3B7(F2\B7)
que foi gerado produz anticorpos monoclonais capazes de reconhecer a fosfolipase
A2 do veneno de Bitis arietans utilizada na imunizacdo como € mostrado na figura
15. Com o objetivo de se conseguir altas concentracdes de anticorpo, os hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais especificos para a fosfolipase A2 da serpente
Bitis arietans foram cultivados em biorreatores. A concentracdo de anticorpos
monoclonais obtidos em fluido ascitico € em torno de 1 - 5mg / ml de proteinas,
enguanto que nos sobrenadantes € de 5 - 25ug/ml (Dias da Silva et al., 2003), ja em
biorreatores fica em torno de 2,24ug/ml (Santos, 2009). Apesar de a primeira forma
ser mais amplamente difundida, devido ao desconforto proporcionado ao animal,
novas técnicas de cultura in vitro vém sendo estabelecidas, proporcionando
guantidade de anticorpos semelhantes ao método tradicional, dentre estes métodos
podemos citar o uso de biorreatores que foi 0 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 isotipicas também apresentaram
leituras de absorbancias significativamente altas.

Afinidade de anticorpos pode ser determinada por diversos métodos. As
técnicas classicas, baseadas no célculo na constante de equilibrio (Underwood e
Rook, 1992), embora sejam os métodos quimicamente mais coerentes, ndo sdo
aplicaveis em rotina de diagndstico devido a sua complexidade. Outros métodos de
relativa complexidade, como radioimuno ensiaos com duplo radio is6topo (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 condicdes patoldgicas.

Com o desenvolvimento dos testes imunoenzimaticos, a afinidade de
anticorpos pbde ser determinada com emprego de agentes caotropicos (Lehtonem e
Meurman, 1982; Firer, 2001). No ensaio de ELISA a afinidade dos anticorpos pode
ser determinada por dois métodos: 1 - diluicdo, na qual o agente caotrépico
Dietilamina ou Guanidina-HCL é adicionado ao diluente, impedindo a formacéo do
complexo antigeno-anticorpo (Inowye et al., 1984; Devery et al., 1988; Thomas et al.,
1992; Firer, 2001), ou 2 - eluicdo, na qual o agente caotrépico Tiocianato ou Uréia é
acrescentado ao tampéao de lavagem da placa. Apos a incubacdo da placa como
material em estudo, a placa é lavada com o tampao contendo o agente caotrépico

levando a dissociacdo do complexo antigeno-anticorpo (Pullen et al., 1986; Hedman
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e Seppala, 1988; Firer, 2001). Para a avaliacdo da afinidade do anticorpo gerado
seguiu-se a metodologia segundo o0 ensaio imunoenzimatico de Fitzgerald e
Hosking, 1986. Os resultados foram expressos em concentragdo de Tiocianato
capaz de dissociar a ligacao de 50% dos anticorpos ao antigeno quando comparado
com a amostra sem tratamento com o agente caotrépico. A concentracao relativa de
Tiocianato capaz de dissociar a ligagdo do anticorpo anti-PLA2 foi 45M e é
considerada de alta afinidade. Este resultado justifica a continuidade dos ensaios de
caracterizacdo do anticorpo monoclonal quanto & capacidade de neutralizar a
atividade toxica da fosfolipase A2 de Bitis arietans em modelo in vivo.

A técnica de determinacdo da afinidade por ELISA, utilizando agentes
caotropicos, sdo amplamente utilizadas em diagnésticos de infec¢des virais, como
as causadas por Citomeganovirus (Blackburn et al., 1991), sarampo (Pannuti et al.,
2004), Dengue e Doenca de Lyme (Assou, 2007).

Na Toxoplamose, a afinidade de anticorpos IgG tem sido, nos ultimos anos,
atil no diagnostico das infec¢cdes agudas por T. gondii., como demonstrado em
varios estudos (Araujo e Ferreira, 2010; Elyasi et al., 2010). Na producédo de
antivenenos, a avaliacdo 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 disponivel, em principio, ndo ha diferencas significativas
entre afinidade e avidez quando da realizacdo de um ensaio com anticorpos (Bollen
et al., 1996; Woolley e Landon, 1995) e afinidade (Perez et al., 1994). Avidez esta
relacionada a velocidade de ligacdo, enquanto a afinidade corresponde a forca da
ligacdo a determinado antigeno. Perez et al., 1994 corroboraram em seus ensaios
de radioimunoanadlise a intima relacdo entre afinidade e avidez de um anticorpo.
Assim, quanto mais afim de um determinado antigeno, consequentemente mais
“avido” estara o anticorpo em determinada reagao.

Véarios estudos mostram que as fosfolipases estdo presentes em niveis
elevados em diversas doencgas inflamatodria, tais como: artrite reumatoide (Hara et
al., 1998), na pancreatite aguda (shroder Shroder et al., 1980) no choque séptico
(Vada e Pruzanski, 1986) na doenca de Crohn (Pruzanski, 1986) e colite ulcerativa
(Haapamaki et al., 1999) na sindrome do desconforto respiratorio do adulto (Stadel
et al., 1994; Kim et al., 1995) na asma brénquica, rinite alérgica (Stadel et al., 1994)

e na aterosclerose (Menschikowiski et al., 2006). Estas observagdes sugerem que
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tanto a inflamacédo local quanto a sistémica estdo associados a liberacdo de
fosfolipase.

A atividade catalitica sobre membranas sugere um importante papel das
fofolipases de serpentes na sua toxicidade. O desarranjo dos componentes
fosfolipidicos ocasiona severa alteracdes na integridade estrutural e funcional das
membranas plasmaticas com consequéncia influxo de ions de calcio (Gutiérrez et
al., 1985) acarretando a liberacdo de proteases dependentes de calcio (Ducan,
1988), a ativacdo de fosfolipases endogenas (Trup et al., 1981) e o colapso
mitocondrial (Gopalakrishnakone et al., 1984). A somatdria de todas essas
alteracdes moleculares resultam em morte celular.

A neutralizacdo da atividade fosfolipdsica pelo anticorpo monoclonal
produzido foi testada (figura 19C) mostrando que é capaz de neutralizar a atividade
catalitica da fosfolipase do veneno de Bitis arietans em 78,14% este dado sugere
gue 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 trés toxinas do veneno de Bothrops atrox
(anticorpos monoclonais para serinoproteinases, PLA2 e hemorraginas). Os
anticorpos anti-hemorraginas neutralizaram a hemorragia causada pelo veneno, por
outro lado, a capacidade de neutralizar a atividade catalitica da enzima foi
insignificante. A atividade miotoxica induzida pela fosfolipase foi inibida com o
anticorpo monoclonal anti-fosfolipase, porém nao foi capaz de neutralizar a atividade
catalitica da enzima (Frauches et al., 2013). Estes dados indicam gue 0s ensaios in
vivo de caracterizagcdo do anticorpo monoclonal produzido neste trabalho pode
contribuir para um melhor entendimento do papel da atividade catalitica da PLA2 do
veneno de B. arietans na fisiopatologia do envenenamento causada desta serpente.

O estudo dos venenos de serpentes é de grande importancia cientifica para a
explicacdo de diversos mecanismos fisiofarmacoldgicos, destacando-se a
neurotransmiss@o na jungdo neuromuscular, a estrutura e a fungdo dos receptores
nicotinicos, a “cascata da coagulacado”, a fibrindlise, o sistema complemento, o
processo inflamatorio e a atividade hemorragica e miotoxica (Lucas, 2009).

Venenos ofidicos contém toxinas complexas que foram desenvolvidas e
aprimoradas ao longo do tempo por esses animais. Com isso, essas toxinas
dispdem de grande potencial para produgcdo de novas drogas terapéuticas. A partir

do veneno essas substancias estdo sendo isoladas e muitas delas sdo consideradas
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grandes ferramentas para pesquisas farmacologicas, que podem ser usadas no
tratamento para amenizar dores, tratamento de doengas como esclerose multipla,
doencas cardiovasculares, dentre outras (Lewis e Garcia, 2003). A continuidade
deste trabalho, caso seja demonstrada a capacidade deste anticorpo monoclonal de
neutralizar a atividade toxica da PLA2 in vivo, este anticorpo servird de prototipo
para a construcao de mini-anticorpos para a producéo de soro antiofidico constituido

de anticorpos humanizados.



48

7. CONCLUSAO:

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que:

» Foi produzido um hibridoma estavel que produz Acm que reconhece, liga-se
com alta afinidade ao epitopo e neutraliza a atividade enzimatica da enzima

FLAZ2, toxina relevante do veneno Bitis arietans.

» Acm foi produzido por hibridomas estaveis, expandidos em biorreatores,
isolados, isotipados, titulado por ELISA, sua proteina alvo identificada por
associacdo das técnicas de SDS PAGE e Western blotting, sua afinidade
avaliada com agente caotrépico a poder neutralizante determinado por

bloqueio da atividade enzimatica sobre substrato especifico sintético.

» Este Acm sera usado como fonte de regides hipervariaveis para modelagem

de scFv.
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