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RESUMO



Este trabatho objetivou identificar ¢ demonstrar a razdo dos baixos titulos
neutralizantes da atividade letal, do soro antiveneno de Lachesis muta, produzido pelo

Instituto Butantan,

O veneno de Lachesis muta é responsavel por 400 acidentes anuais no Brasil ¢
0 Unico tratamento, comprovadamente eficaz, ¢ a soroterapia com antiveneno especifico.
Os baixos titulos de anticorpos enconirados nos plasmas de eqiiideos levam a uwma

descontinuidade de produgido ou a um produto com alta concentragéo de proteina.

Estudaram-se também as possibilidades dos venenos de Bothrops jararaca e

Crotalus durissus terrificus possuirem o mesmo efeito supressor.

Na tentativa de elucidar a possivel atividade imunossupressora do veneno de.
Lachesis muta, foram utilizados como modelo experimental, camundongos selecionados
para boa resposta imune humoral (linhagens Hgp) € um antigeno nio relacionado, no caso o
eritrocito de cameiro {EC). O teste de hemoaglutinagdo foi escolhido para se comparar o
efeito do veneno de Lachesis muta na resposta imune a antigenos nio relacionados. Grupos

de animais receberam veneno de Lachesis muta 24h ¢ 72h antes e concomitante ao EC.

Apos os prime.iros ensaios, em que se verificou a presenga de um fator que
inibia a produgiio de anticorpos a um antigeno ndo relacionado e que este era dose-
dependente, o veneno de Lachesis muta foi fracionado por cromatografia de gel filtraggo
em Superdex® 75. Seis fragdes foram obtidas, porém as fragbes 4 e 5 apresentaram

atividade imunossupressiva.

Os venenos obtidos sem as fragdes 4 e 5 foram utilizados na imunizagio de
eqiifdeos e o titulo destes animais foi pelo menos, cinco vezes superior ao titulo obtido por

animais imunizados com veneno total.

Os resultados obtidos levam-nos as seguintes conclusdes: o veneno de Lachesis
muta muta apresenta um efeito imunossupressor parcial; pelo menos duas fragdes distintas
apresentam esta atividade; a atividade imunossupressora ¢ dose-dependente; as fragdes
imunossupressoras quando removidas do veneno, faz com que este aumente em cinco vezes

os titulos neutralizantes da atividade letal no plasma eqiiino.

Rextmo
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1. INTRODUCAO



1.1. ACIDENTES OFiDICOS

A histéria da humanidade registra um grande niimero de acidentes ofidicos, tanto
em animais como em seres humanos, o que se tornou um problema médico de consideravel
abrangéncia, tendo em vista que eles sdo responséaveis por mais de 40.000 mortes anuais de

pessoas no mundo.

Frente a este panorama, a Organizagio Mundial de Saiide (OMS) ¢ a
Organizagdo Pan-Americana de Saide (OPAS) tém incentivado os estudos na drea de
ofidismo, principalmente os relacionados as espécies agressoras responsaveis pelos acidentes
mais freqiientes. Este incentivo recai, atualmente, em quatro pontos fundamentais: a)
melhora do esquema de tratamento, mediante a padronizagio adequada de antivenenos,
‘inico tratamento de eficiéncia comprovada; b) produgéio de antivenenos de maior poténcia e
especificidade e em condigOes rentaveis para os paises do terceiro mundo; ¢) aprimoramento
de técnicas que permitem o diagndstico precoce do agente agressor, que levariam a um
tratamento especifico; d) aprimoramento de técnicas para a realizagio de estudos
epidemiolégicos em campo, para a obtengic de um conhecimento claro e preciso da

amplitude do problema (WHO, 1981).

No Brasil, os acidentes ofidicos sempre representaram uns dos principais
problemas de satide ptiblica, porém, somente a partir de 1986, a notificagfo destes se tornou
obrigatoria. Assim, no periodo compreendido entre julho de 1986 a dezembro de 1993,
ocorreram ao redor de 152.400 acidentes, ou seja em média 23.750 acidentes por ano, com
as seguintes propor¢des, segundo a espécie envolvida: 62,21% por serpentes do género
Bothrops; 6,19% pelo género Crotalus; 0,51% pelo género Micrurus; 2,11% pelo género
Lachesis; e em 28,98% dos casos ndo houve informagio sobre o género agressor
(M]NISTERIO DA SAUDE, 1994), Deduz se assim, que pelo menos 501 casos de acidentes
ocofrem por ano com serpentes do género Lachesis. Deste modo, desenvolver antivenenos
com maior atividade neutralizante ¢ com baixos custos, além de ser um ponto fundamental
de incentivo pela OMS, é de extrema necessidade, em raziio do grande nimero de acidentes

ofidicos no Brasil.
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Devido a larga distribui¢do das serpentes sobre todo territério nacional e seu
diferente habitat, estas podem possuir em seus venenos varias substancias com atividades

biolégicas, farmacologicas € quimicas de natureza diversificada.

1.2. ATIVIDADE BIOLOGICO DOS VENENOS

As principais atividades biologicas, origindrias de toxinas especificas dos
venenos de serpentes, em geral sdo: hemorragica, necrosante, desfibrinante, coagulante,
hemolitica indireta, proteolitica, edemaciante e neurotoxica que, associadas, provocam um
quadro geral fisiopatologico que pode levar ao efeito letal (WHO, 1981) e este efeito foi o

que despertou maior interesse.

Figura 1: Lachesis muta muta
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O género Lachesis (FIGURA 1) apresenta uma tinica espécie, a Lachesis muta e
quatro subespécies: L. mufa muia, L. muta stenophyrs, L. muta noctivaga ¢ L. muta
melanocephala, que diferem entre si pelas suas caracteristicas taxondmicas e também por
suas distribuicdes geogrificas. Contudo, em recentes estudos da molécula de DNA
mitocondrial dessas subespécies, ZAMUDIO & GREENE (1997) propuseram ao género
apenas trés espécies: L. stenophrys ¢ L. melanocephania na América Central e L. muta na
América do Sul. As serpentes deste género podem apresentar até 2,5 metros de
comprimento, sendo enconiradas nas regiGes tropicais e equatoriais da América do Sul e
Central, principalmente em 4reas de densa floresta (BOLANOS, MUNOS, CERDAS, 1978).

BOLANOS et al. (1978) estudaram o efeito letal do veneno de trés subespécies
de Lachesis muta, mostrando as diferentes doses letais 50% (DL} em relagio as espécies e
as localizagtes geograficas: L. m. stenophrys (Atlintico) 112,0ug + 12,0; L. m. stenophrys
(Pacifico) 152,9ug + 16,3; L. m. muta (Colémbia) 166,6pg + 15,9; por via intraperitoneal,

em camundongos com peso entre 18 a 22 gr.

Os resultados das detcrminagdes da DLsy do veneno das subespécies L. muta.

muta encontradas no Brasil e no Peru foram de 161,4ug ¢ 291,6pug, respectivamente. Estes
resultados séio indicativos da influéncia ambiental aos quais os animais estdo submetidos,

com referéncia a composigdo do veneno.

Com relag#o a outros venenos da familia Crotalidae, o veneno de Lachesis muta
¢ 0 que apresenta menor toxicidade (SANCHEZ et al., 1992), visto que as espécies mais
comuns apresentam as seguintes DLsg; Bothrops jararaca (referéncia nacional) 38,7ug ¢
Crotalus durissus terrificus (referéncia FUNED) 2,10pg, em camundongos com peso entre

18a22g

As principais atividades biologicas do veneno de Lachesis muta sdo: proteolitica,
hemorragica, mionecrética, coagulante desfibrinante, fibrinolitica, edemaciante, hemolitica

indireta e outras atividades enzimaticas.

Introdugéio



A atividade proteolitica destes venenos ¢ intensa e demonstrada em ensaio in
vitro por meio da hidrélise da caseina (OTERQ ef al., 1992).

O efeito hemorragico que ocorre em ratos, com aproximadamente 0,9ug de
veneno, quando inoculado por via subcutinea como demonstrado por GUTIERREZ &
CHAVES (1980); este efeito tem sido atribuido a dois fatores: LHF-I ¢ LHF-II (LHF -
Lachesis Hemorragic Factor). A LHF-I ¢ uma glicoproteina que possui peso molecular de
100kDa e estd associada ao fator proteolitico do veneno (SANCHEZ, MAGALHAES,
DINIZ, 1987). A LHF-II de 22,3kDa e ponto isoelétrico de 6,6, possui um efeito proteolitico
maior que a LHF-I (SANCHEZ et al., 1991).

A mionecrose, produzida em camundongos pelo veneno de Lachesis muta muta,
estd associada aos efeitos proteolitico ¢ hemorrigico, porém nfo foi encontrada correlacio
direta entre estas atividades (GUTIERREZ & CHAVES, 1980). A mionecrose, causada
pelos venenos de serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis possuem agdes diferentes sobre
as fibras musculares em relagdo a mionecrose exercida pelo veneno do género Crotalus, pois
este exerce uma ago seletiva sobre a fibra muscular, atuando diretamente na destruigdo do
musculo (OWNBY, CAMERON, TU, 1976). Contudo a miotoxina isolada dos venenos de
serpente, parece atuar de quatro formas distintas; a) induzindo o influxo celular de calcio,
por afetar primeiramente a integridade da membrana plasmatica da célula muscular
(Fosfolipase A mionecrotica, notexina, taipoxina, crotoxina e miotoxina de Bothrops asper);
b) induzindo o influxo celular de sédio, por sensibilizar atrvés da mudanga de voltagem
(despolarizacéo), do canal de sédio do sarcolema do misculo esquelético (toxinas bésicas de
baixo peso molecular e crotoxina); ¢) polipeptidios basicos que desorganizam a estrutura da
membrana e também por romper o sarcolema do musculo esquelético (cardiotoxinas) ¢ d)
algumas toxinas com efeito hemorrdgico, também pode ter efeito miotéxico, porém acredita-
se que neste caso, seja em fungio da esquemia ocasionada pela hemorragia (GUTIERREZ &
CERDAS, 1984).

No veneno de Lachesis muta, encontra-se uma variedade de efeitos sobre o
sangue, entre 05 quais os mais importantes sfo: coagulante - na dose minima de 9,864g em
camundongos (MAGALHAES, OLIVEIRA, DINIZ., 1981; ARAGON-ORTIZ, 1988;
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GENE et al., 1989; SILVEIRA ef al., 1989). Esta atividade estd associada a presenga de uma
protease de agfo, semelhante 4 trombina (Thrombin-like protease) (OREJUELA et al,
1991), que, por sua vez, possui também agdo neurotéxica semelhante 4 giroxina, presente no
veneno crotdlico (SILVA et al., 1989); desfibrinante - a dose minima, irn vitro foi de 10pg
(GENE et al., 1989); fibrinolitica. — a dose minima observada in vitro, no veneno de

Lachesis muta foi de 1,80ug.

A formagdo de edema foi observada ¢ determinada por LOMONTE (1985). No

caso do veneno de Lachesis muta a dose minima edemaciante foi de 5ug, em camundongo.

A atividade hemolitica do veneno de Lachesis muta ¢ exercida indiretamente
pela presenga da enzima fosfolipase A; (CADILLO, FERREYRA, ZAVALETH, 1991),
encontrada também em uma larga variedade de pegonhas e nas secregdes pancredticas (TU,
1977). Nos venenos ofidicos, a fosfolipase A, estd associada & fun¢fo de digestdo, mas,
também, apresenta atividades toxicas e farmacologicas tais como: neurotoxicidade,
miotoxicidade, efeito anticoagulante, efeito hipotensivo e cardiotéxico (ROSENBERG,
1990). A dose minima hemolitica do veneno foi determinada em 0,76pg + 0,16, mediante

doseamento in vitro (VALIENTE et al., 1992).

Outras enzimas foram isoladas, entre estas estdo: DNAses (SITITTENFELD et
al., 1991) enzimas que podem romper as moléculas de DNA; esterase de arginina, que
caracteriza a presenca de tripsina ou de enzimas que reagem como tripsina, também
encontradas em diversas plantas e bactérias. A esterase de arginina, que difere da tripsina por
nfio digerir a caseina ¢ a hemoglobina, geralmente esta associada aos fatores de coagulagio
ou liberadores de cininas nos venenos de serpente. No veneno de Lachesis muta noctivaga
foram isoladas duas esterases de arginina com pesos moleculares diferentes: uma de massa
molecular aproximado de 36kDa, que possui atividade de amidose e estd associada a
atividade coagulante € outra de 30kDa, que possui baixa atividade de amidose ¢ estd
associada 2 liberagiio de cininas (SILVA, DINIZ, MAGALHAES, 1985). A oxidase de L-
aminoécidos € responsavel pela cor amarelada de diversos venenos de serpentes ¢ tem a
importante fungfio de ativar peptidases terminais e enzimas proteoliticas (SANCHES &
MAGALHAES, 1991); as cininogenases presentes em venenos tém a fungéo de proteolizar
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os cininogénios do plasma, transformando-os em cininas (KOZIN & COCHRANE, 1992).
As cininas sdo hipotensores potentes e interagem, secundariamente, com outros fatores pro-
inflamatdrios, tais como: prostagiandinas, histamina e catecolaminas (DINIZ & OLIVEIRA,
1992).

Uma lectina de 26kDa que se liga & lactose, purificada do veneno de Lachesis
muta possui atividade hemaglutinante, mas nio tem poder mitogénico sobre linfocitos,
quando comparados com concanavalina A e nfio possui atividade de agregante de plaquetas
(LEIVA & ARAGON-ORTIZ, 1986; OGILVIE ef al., 1986; ARAGON-ORTIZ, BRENES-
BRENES, GUBENSECK,, 1989).

Os envenenamentos em humanos por acidentes com Lachesis muta, apesar de
ndo serem freglientes, sfo geralmente graves, ndo pela toxicidade do veneno, pois como ja
visto este é o menos toxicos da familia Crotalidae, mas sim pelas quantidades de veneno,
que sdo elevadas. Os principais sintomas s#o: lesdo local intensa (edema, hemorragia e
necrose), coagulopatias, hipotensfo, choque e distiirbios renais, bradicardia, diarréia, nausea

e vomito (OTERO et al., 1998).

Em razio desta diversidade de atividades fisiopatologicas do veneno de Lachesis
muta ¢ da gravidade do seu envenenamento torna-s¢ fundamental pesquisar ¢ desenvolver

um antiveneno com maior especificidade, poténcia e menor custo.

1.3. PROPRIEDADES IMUNOLOGICAS DOS VENENOS

Pelo exposto, os venenos ofidicos evocam diversos efeitos fisiopatolégicos
através de uma ou mais substincias e, sobre este ponto de vista, foram considerados como
um mosaico de antigenos (NICOLLE & RAPHAEL, 1925). Porém, quando se analisa a
composi¢c#o do veneno de familias diferentes, este conceito de mosaico nio se aplica, pois
certos fragmentos podem ter uma estrutura relativamente similar, ou nfio possuir qualquer
semelhanca (BAXTER & GALLICHIO, 1974). Deste modo, certo componente é largamente

distribuido em vérias espécies e outros sfo restritos a poucas espécies.
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Em 1901, Vital Brazil, na Faculdade de Farmécia de Sdo Paulo postula sobre a
especificidade dos soros antiofidicos, pois os soros provenientes da Europa, produzidos por
Calmette, nfo neutralizavam a a¢fio dos venenos das serpentes brasileiras, demonstrando
que, mesmo enfre os venenos das serpentes encontradas na América do Sul, o soro
anticrotalico nfio era capaz de neutralizar a ag3o letal dos venenos de Bothrops jararaca
(BRAZIL, 1901). Muitos experimentos demonstram a presenca de antigenos comuns nos
venenos ofidicos de diferentes familias, géneros ou espécies. LAMB & HANNA (1904),
pela primeira vez evidenciouw, por reacdio de precipitagio entre venenos de Naja raja ¢
veneno de Echis carinatus, a presenca de componentes comuns, condi¢io esta confirmada
mais tarde por uma série de experimentos com venenos de ouiras espécies ou género de
ofidios.. Com os avangos das técnicas que pudessem demonstrar as reagdes cruzadas entre os
venenos, tais como: imunodifusfo em gel de agarose (QUDIN, 1952), ELISA (ENGVALL
& PERLMANN, 1972), muitos trabalhos demonstraram a composi¢io ideal de antigenos
para a produgdio de antivenenos (GRASSET, PONGRATZ, BRECHBUHLER, 1956;
THEAKSTON & REID, 1979), pois a presenga ou ndo de componentes comuns no veneno
de espécies do mesmo género faz com gue o veneno, de certas espécies, sejam

indispensaveis nas formulagdes antigénicas, enquanto outras se tornam redundantes.

Bascando-se nas possiveis reagles cruzadas entre os venenos de serpentes
existentes no Brasil, DIAS DA SILVA et al. (1989) contribuiram para a formulagdo do
antigeno que ¢ usado na imunizagio de egliideos para produgfio de soro antibotrépico. Do
mesmo modo, o estudo da composigio dos venenos elapidicos, para produgdo de soros,
demonstrou que a misturas dos venenos de Micrurus corallinus e Micrurus frontalis foram
considerados adequados para produzir anticorpos neutralizantes nfc sé dos venenos

especificos, como também os de M. ibiboboca e M. spiix (HIGASHI et al., 1995).

Com a fosfolipase Az, que € um dos componentes da fragdo idxica principal do
veneno crotlico (crotoxina = crotapotina + fosfolipase A,) foram imunizados eqitinos cujos
soros neutralizaram a atividade letal do veneno crotilico integral, conforme teste em
camundongos (HIGASHI et al. 1989). Como demonstrado por SANTOS ef al,, 1988 a
principal contribuigdo do estudo de HIGASHI er al. (1989) foi a de possibilitar a indugéo da
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imunidade basica nos cavalos, os quais apresentaram reag8es locais ou sistémicas menos

intensas mesmo quando, posteriormente, receberam doses de veneno crotalico integral.

A utilizagdo das fragdes do veneno ou a formula¢iio do antigeno a ser utilizado

na producgfo de antivenenos € uma forma de methorar a especificidade e a poténcia.

Muito pouco tem sido pesquisado da agfio dos venenos sobre o sistema
imunolégica. Sabe-se, no entanto, que entre os fendmenos observados, no sisiema imune,
causados pelos venenos ofidicos, 0s que mais despertaram a atengdio foram: a atividade
inflamatdria ¢ a imunossupressdo induzida pelo Fator de Veneno de Cobra (Cobra Venom
Factor — CVF). O CVF € uma proteina obtida do veneno de Naja naja que atua sobre o
componente C3 do sistema complemento (COCHRANE, MULLER-EBERHARD, AIKIN,
1970). Os venenos da familia Viperidae sdo altamente flogisticos, porém, grande parte dos
estudos sobre a resposta inflamatéria aos venenos sdo baseados em relatos clinicos e os
trabalhos experimentais enfocam, principalmente, a atividade edematogénica (SOUZA E
SILVA, 1993).

As caracteristicas antigénicas dos venenos do género Lachesis nfo foram ainda
estudadas profundamente, sabe-se, contude que ha reagfio cruzada entre as toxinas das
quatro subespécies (GUTIERREZ, ROJAS, CERDAS, 1987).

A composicio complexa dos venenos ofidicos, a especificidade e a existéncia de
subespécies, determinou a necessidade do conhecimento das suas relacdes antigénicas sobre
o sistema imunologico dos antmais produtores de soro, tendo em vista que os soros
heter6logos consistem no unico tratamento confidvel dos envenenamentos provocados por
esses répteis. Sendo assim, cabe-nos entender os mecanismos de agio do sistema
imunolégico e como ele pode interagir com os venenos ofidicos, tanto para producdo de

soros como para utilizacio de farmacoterapéuticos.
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1.4. SISTEMA IMUNOLOGICO

Estd perfeitamente estabelecido que uma das principais fungdes do sistema
imune ¢ de discriminar, reagir frente a uma grande variedade de patégenos e moléculas
estranhas ao equilibrio interno, bem como reconhkecer e ser permissivo ao que é proprio.
Esse reconhecimento, ja estudado em humanos e camundongos, é mediado, dentre outros
componentes, por linfécitos T e B. As células B, através de suas imunoglobulinas de
superficie ou de membrana, podem reconhecer antigenos em sua conformacdo nativa, livre
em solugdes ¢ sobre membranas ou células. Ja as células T somente reconhecem antigenos
na superficie de outras células por meio dos seus receptores (TCR - T cell receptors). Assim,
as célutas T s6 reconhecem os antigenos processados e associados as moléculas codificadas
pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility
Complex). Logo, estas trés moléculas, anticorpos, TCR € MHC controlam o processo da
resposta imune (OWEN & LAMB, 1989). Por outro lado, a ativagdo da resposta imune
dependera de fatores intrinsecos e extrinsecos das particulas imunogénicas (BERZOFSKY,
1985). Consideram-se como fatores intrinsecos a acessibilidade, hidrofilicidade,
hidrofobicidade e a mobilidade dos antigenos, os extrinsecos dependerdo de fatores ligados
a0 hospedeiro, tais como: tolerincia, genética, rede idiotipica, estrutura dos receptores de
imunoglobulina. Deste modo, a ativag@io da resposta imune pode ser tanto positiva quanto
negativa. A resposta positiva levara a produgiio de mediadores especificos para a eliminagio
dos antigenos ou patogenos e a resposta negativa determina a paralisagio ou perda do

reconhecimento do antigeno (tolerfincia e imunossupressio) (KLEIN, 1991).

A caracteristica mais comum a todos os linfécitos T é a expressio dos receptores
glicoproteicos para antigenos (TCR) capazes de reconhecerem os antigenos e as moléculas
do MHC. Os receptores possuem uma estrutura heterodfmera que apresenia uma frag3o
extracelular de superficie, outra transmembrinica e ainda outra citoplasmética. A
extracelular ¢ constituida por uma regifio varidvel e outra constante em ambas as cadeias e de
grande flexibilidade em razio da presenga de pontes de sulfeto na regifo proxima a
membrana citoplasmética, responsiveis por manter as cadeias polipeptidicas unidas. A

regido ttansmembrénica apresenta caracteristicas hidrofobicas ¢ sem cargas, mantendo as
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cadeias estdveis na superficie celular. O dominio citoplasmatico consiste de um mimero
variado de aminodcidos, dependendo do tipo particular de cadeia (a, B, y ¢ 8). As lisinas
presentes nas cadeias séio responséaveis pela disposi¢iio dos dominios na superficie celular e
também pela sinalizagdo intracelular, aumentando a expressdo dos receptores de II-2 na

membrana celular (OWEN, 1988).

A principal fungio das moléculas de MHC ¢ de ligar fragmentos de peptideos
que serfio reconhecidos por linfocitos T. As moléculas de classe I sdo compostas por duas
cadetas polipeptidicas, uma pertencente ao gene MHC o ¢ outra ao gene . As cadeias o por
sua vez sdo subdivididas em trés regides distintas: uma regifio extracelular amino terminal de
ligagdo com o peptideo, semelhante a imunoglobulina; uma regifio transmembrinica ¢ outra

citoplasmaética.

O grupo amino-terminal de ligagfio com o peptideo consiste de dois dominios,
denominados ¢ e a2, apresentando certas variabilidades, porém sempre ligando o peptideo
da mesma forma. O segmento a3 que esta entre a porgdo carboxi-terminal da o2 e a inserglo
citoplasmatica ¢ altamente conservado em todas as moléculas de classe I e possui

semelhanga com a regifio constante das imunogiobulinas,

A cadeia 3 é sintetizada por um gene que ndo pertence ao complexo MHC ¢
possui uma semelhanga muito grande com a $2-microglobulina isolada da urina de humanos.
A funcdio da B2-microglobulina na molécula de MHC ¢ de manter a forma estrutural da

molécula.

A regido transmembranica é constituida de 25 aminoacidos de caracteristicas
hidrofdbicas. A regifo citoplasmatica possui cerca de 30 aminodcidos e pode ser fosforilada
pela adenosina monofosfato ciclica (CAMP) dependente de proteina quinase. A funcfo da
regido citoplasmaética ndo estd complemente definida, contudo, por causa do alto grau de
energizacio pela fosforilagfio, a sua principal fungo parece ser a sinalizac3o da molécula de
MHC classe 1, apos a intera¢dio com outras proteinas de membrana ou com elementos do

citoesqueleto (KLEIN, 1991).
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As moléculas de classe Il sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas
associadas de forma ndo covalente denominadas o ¢ P. A cadeia o ¢ significativamente
maior que a cadeia B (32kDa contra 29kDa) devido a glicolisagiio. As duas cadeias,
altamente polimorficas sdio codificadas por genes do MHC. As moléculas de classe II sdo
divididas nas regides: extracelular similar as imunoglobulinas, transmembrénica e
citoplasmaticas. As porgdes extracelulares das cadeias o ¢ § sdo subdivididas em al, a2, 1
¢ B2. A regidio de ligagdo peptidica corresponde aos conjuntos formados por ol ¢ B1, estas
regides além de serem responsaveis pela ligagio do peptideo, também serdio reconhecida
pelo linfécito T na superficie celular. As regides a2 e B2 sdo segmentos das moléculas de
classe Il que se¢ mantém constantes e sdo codificados pela superfamilia dos genes de
imunoglobulinas. Este segmento tem provavel importincia na interagdo ndo covalente entre
as duas cadeias. A porgio transmembrinica é hidréfoba e juntamente com a regido

intracelular & responsével pela sinalizagdo para o interior da célula (BROWN et al., 1988).

O mecanismo de ativacdio do sistema imunol6gico é semelhante em todos os
mamiferos, ndo sendo diferente nos eqiiideos produtores de soro de uso terapéutico. A
diferenga existente entre os mamiferos estd em relagfo aos is6tipos de imunoglobulina G
(1gG), tanto no nimero como na caracteristica bioguimica e funcional. Em todos os
mamiferos sdo encontradas as: IgA, IgM, IgE, IgD e IgG. Nos eqiiideos ndo foi ainda
detectada a IgD e quanto 2 IgG ¢ dividida em IgGa, IgGb, IgGc e a IgG(T), sendo que, esta
{iltima caracteriza-se por aparecer em grandes quantidades na produgéo de soros antit6xicos
(antitetanico e antidifiérico) ¢ motilidade eletroforética superior a y-globulina, aparecendo
nas regido da B-globulina, justamente por ser rica em polissacarideos. A presenga desses
polissacarideos faz com que a molécula de IgG(T) tenha facilidade de transpor as barreiras

celulares, aparecendo, assim, em teores elevados nas secregbes naturais (saliva, liquor,

légrima).

Como exposto anteriormente, os processos de reconhecimento do sistema imune
sio muito semelhantes em todos os animais superiores. A inter-relagio antigeno-hospedeiro,

no que diz respeito as células e aos seus mediadores, pode levar a uma resposta positiva ou
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negativa e, supostamente, os venenos ofidicos também podem interferir no mecanismo de

modo positivo ou negativo.

O sistema imune tem como atividade normal o reconhecimento do préprio ou
nfio, e as expressdes de suas fungbes dependem das caracteristicas genéticas de cada
individuo, pois a produgdo de mediadores celulares, a expressdio de receptores nas
superficies das células imunes bem como a producdo das imunoglobulinas ¢ uma
caracteristica fenotipica individual controlada geneticamente. O ambiente também ¢ um fator
de expresséo fenotipica, ou seja, o uso de adjuvante (AUDIBERT & LISE, 1993), a
associacdo com Il-2 recombinantes (WALDMANN et al., 1993), a deplecao de linfocitos T
por radia¢éio (ROIT, BROSTOFF, MALE, 1989), sdo fatores ambientais que influenciam no

mecanismo da resposta imune.

Sendo assim, fatores intrinsecos e extrinsecos ao antigeno e também fatores
ambientais podem levar a uma resposta imune negativa, seja ela imunossupressio,

imunodeficiéncia ou doeng¢a autoimune.

1.5. IMUNOSSUPRESSAO

Considera-s¢ como imunossupresséio a deficiéncia ou anergia de uma ou mais
fungdes do sistema imunolégico, induzida por substincias moduladoras da resposta imune.
Os mecanismos de imunossupresséio foram inicialmente observados nas imunodeficiéncias
congénitas ou adquiridas, nas doengas auio-imunes € nos tratamentos das rejeictes de

transplante.

As observages dos fen6menos de imunodeficiéncia contribuiram para a
elaboraciio ¢ andlise de terapéuticos para a imunossupressio. E, deste modo, houve a
possibilidade de determinar que os mecanismos fisiopatolégicos da imunodeficiéncia
ocorrem em trés estigios da resposta imune: interagGes das células apresentadoras de

antigeno {(APCs) e linfocitos T, cooperagéio de células B e T e produgio de imunoglobulinas.
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Na interagdo APCs e linfocitos T, a deficiéncia pode estar associada a expressdo
defectiva do gene de MHC nas APCs (GRISCELLI & LISOWSKS-GIOSPIERRE, 1989) e
também associada a falta ou 4 deficiéncia de CD3 nas células T, principalmente nas cadeias
CD3y e £ (HAMMARSTROM, GILLNER, SMITH, 1993). A auséncia ou os baixos niveis
de IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 e B-INF também atuam na diferenciagio de macréfagos e linfocitos
T, logo a auséncia ou a deficiéncia de alguma citocina pode levar a anergia ou a supressio da

resposta imune (FISCHER, 1993).

Na cooperacgéio entre células T e B, a imunodeficiéncia ocorre principalmente na
aus€ncia ou defeito na expressdo de moléculas de superficie que fazem a mediagdo entre os
dois linfocitos. Tanto nas CD40, presente nos linfocitos B, células dendriticas interdigitais,
células dendriticas foliculares, epitélio do timo e alguns carcinomas e nas gp39, presente
Junto a molécula do CD4 nos linfécitos T, levam 4 perda de ativagiio do linfécito T ou a falta
de diferenciagdo do linfécito B em plasmécito. Outras moléculas associadas a este tipo de
imunodeficiéncia, estdo ligadas & familia dos co-receptores B7 e dos receptores
CD28/CTLA-4. A familia B7 estd expressa em todas as células APCs e nas células B
somente apos a ativagio. As moléculas de CD28 acham-se expressas em células CD4™ e
CD8" e tém como co-receptor as moléculas B7-1 e B7-2. Porém, quando as células T sdo
ativadas, estas deixam de expressar a moiécula CD28 e passam a expressar um receptor
denominado antigeno-associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4 — Citotoxic Lymphocyte-
associated Antigen) que possui uma alta afinidade pelos ligantes B7-1 ¢ B7-2. Tanto o
CD28/CTLA-4 como B7-1 e B7-2 traduzem um importante sinal de estimulagio para a
ativagdo de células T. A deficiéncia na expressdo de qualquer dessas moléculas leva a uma
ativagio inadequada dos linfocitos T, resultando em uma proliferagiio e produgio deficiente
de linfocinas (LAMAN, CLAASSEN, NOELLE, 1994).

Algumas imunodeficiéncias estdo ligadas direta ou indiretamente & fungéo dos
linfécitos B. O exemplo de uma forma direta de imunodeficiéncia é a auséncia da tirosina
quinase que impede a ativacdo, proliferagio e formacdo de células B. Esta enzima
citoplasmatica promove a fosforilizagfio da tirosina que é responsivel pela sinalizagdo no
interior das células pré-B. A imunodeficiéncia ligada a fun¢do do linfécito B, de forma

indireta, ainda nfo esti esclarecida, porém a deficiéncia de alguns componentes do sistema
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complemento, pode induzir a casos de doengas auto-imunes e & hipogamaglobulinemia

(GRUMACH, 1992).

O estudo das imunodeficiéncias contribuiu significativamente no sentido de
esclarecer 0 mecanismeo das doengas em si, como também no modelo de agdo de farmacos ou

substincias com a¢do imunossupressora.

Os primeiros estudos sobre imunossupressio foram realizados através da
administragio de agentes fisicos ou quimicos. Um exemplo classico foi o aumento da
sobrevida dos transplantes de pele em coclhos, utilizando como agente imunossupressor a
iradiagio y (DEMPSTER, 1953). Este trabatho pioneiro, no que se refere a indugdo da
imunossupressfio, ainda ndo trazia nenhum beneficio concreto para o transplante de érgéos,
pois as doses de irradiagio usadas eram letais, porém contribuiu para o estudo dos

mecanismos da rejei¢io de transplante.

As tentativas de solugfio para este problema sfo antigas e derivadas da
experimentagédio casual e superficial. Atualmente, para se testar um agente iMUROSSUPressor
sdo exigidos varios ensaios que comprovem a atividade especifica da droga. Para isso é
necessario estudar os diversos niveis de dosagem, vias de administra¢do, combinagSes com
outros agentes e um programa de administragio e biodisponibilidade. Sendo assim, tornou-se
necessario conhecer os mecanismos pelos quais os agentes imunossupressores atuam no

sistema imunoldgico.

As principais fun¢es das drogas imunossupressoras sdo: diminuir os sinais

clinicos evidentes nas doengas auto-imunes e evitar as rejei¢des a transplantes.

As doengas auto-imumes ocorrem por falha do sistema imunolégico em
reconhecer o que € proprio. Estas falhas ocorrem tanto por processos inerentes ao hospedeiro
como, por exemplo: o ndo reconhecimento de um antigeno préprio (tiroidite auto-imune),
como através de agentes externos (virus, citomegalovirus — reagio cruzada com moléculas

expressas pelo locus HLA-DR) (KLEIN, 1991).
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J4 nas rejei¢Bes de transplantes, as moléculas de MHC do tecido transplantado
n#o sdo reconhecidas como antigenos proprios e por isso sdo rejeitadas, por mais que haja

homologia entre o hospedeiro e doador.
Deste modo, as drogas imunossupressoras atuam de cinco modos diferentes:

a) Neutralizando receptores de superficie celular que participam do
reconhecimento antigénico. Estes processos podem ser obtidos com: anticorpos anti-TCR,
anticorpos anti-CD4, anticorpos anti-MHC classe II, antagonistas de MHC classe Il
(moléculas semelhante a0 TCR que competiri com o TCR de superficie cehilar dos
Iinfocitos T reativos), antagonistas de TCR (moléculas semelhantes ao MHC classe I1, que
competira com MHC da superficie celular que esta expondo o peptideo auto-reativo). Todos
estes mecanismos j4 foram testados, porém s6 o anticorpo anti-CD4 tem sido empregado

clinicamente. (ADORINI et al., 1993);

b) Desviando os receptores celulares: para o desvio desses receptores, no caso o
TCR, usam-se peptideos similares aos expressos pelo MHC classe II, para interagir com o
TCR, e o pep;ﬁdeo auto-reativo deve ser reconhecido. Este tipo de terapia ¢ dependente da
quantidade e da via de administragdio do imunossupressor, e pode levar a tolerancia ao auto-

antigeno ou induzir 4 formagdo de células reguladoras (ADORINI et al., 1993);

¢) Bloqueando a expressfio de uma inierleucina ou de um receptor de
interleucina; atualmente, diversas drogas imunossupressoras usadas, clinicamente, agem
desta forma. Assim, a ciclosporina A e 0 TK506 ligam-se aos seus respectivos receptores,
cyclophilin e FKBP-FK, formando um complexo com a calcineurina, inibindo a atividade
das fosfatases e impedindo a expressdo de proteinas que regulem a ativacfio das células T,
entres estes a [L.-2, e os receptores de IL-2. J4 no caso dos corticosterdides ocorre a inibi¢Zo
de proliferacéio de células T através do bloqueio da transcrigdo génica das IL-1, IL-2, IL-6,
INF-y ¢ TNFa. e, deste modo a sintese de qualquer das citocinas ¢ completamente inibida. A
Rampamicina atua de modo semelhante ao TK506, mas segundo um mecanismo molecular

diferente;
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d) Destruindo algum tipo de célula responsavel pela auto-imunidade ou rejeigéio:
a destrui¢io de células auto-reativas pode ser feita por meio de anticorpos contra células T,
como atualmente sdo usados clinicamente, o0 OKT3 (monoclonal anti-CD3), o ATG
(Anti-Thymus Gilobulin) e 0 ALG (Anti-L.ymphocyte Globulin), que reagem exclusivamente

com c¢élulas T;

e) Inibindo a atividade proliferativa: as drogas que inibem diretamente a
atividade proliferativa das células atuam no sistema de sintese das bases nucleotidicas
(SHARMA et al., 1994). Estas drogas sdo: a Azathioprina (AZT), que atua como antagonista
das purinas; o RS-61443, que inibe duas enzimas na biossintese de purinas e de guanosinas;
a Mizoribina, um imidazole inibidor da biossintese de purinas e a Brequinina de sodio que

bloqueia a sintese de pirimidina.

1.6. ATIVIDADE IMUNOSSUPRESSORA DOS VENENOS

Néo existe, at¢ o momento, relato bibliografico que identifique a acdo
imunossupressora de venenos ou de toxina proveniente de peconhas gue, de algum modo,
atue no mecanismo basico de ativagdio do sistema imunolbgico. Contudo a presenca de
qualquer elemento nos venenos ofidicos, que atue como imunossupressor, ¢ um forte

responsavel pela perda de poténcia na producgéo de soros hiperimunes.

Por outro lado, existem substincias que atuam no sistema complemento de modo
a consumir, em curto espago de tempo, o componente C3 da cascata, e entre estas esti o
CVF (Cobra Venom Factor), uma enzima extraida do veneno de Ngja ngja, que atua sobre
C3 e que leva a uma hipogamaglobulinemia (GEWURZ et al., 1966). MARTINELLI,
MATSUDA, OSLER, (1978a) descreveram a atividade imunossupressora da glicoproteina
extraida do veneno Nagja naja. Os resuliados deste trabatho sugerem que, devido a sua
atividade anticoplementar, o CVF possut atividade imunossupressora, pois diversos estudos
Jj4 haviam demonstrado 2 fun¢fo do sistema complemento na regulagdo da resposta imune.

Todavia, este efeito s6 foi verificado para antigenos T-dependentes, enquanto para os
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antigenos T-independentes a imunossupressfio 56 € observada quando sio administradas

doses baixas de antfgeno (MATSUDA, MARTINELLI, OSLER, 1978).

Usando camundongos deficientes em componente C5 do sistema complemento,
MARTINELLI et al. (1978b), observaram que tratando estes animais com CVF, ocorria um
tipo de resposta imune humoral como entre os animais nio C5 deficientes. Estes autores
verificaram, no entanfo, que a via de administra¢fio do antigeno induzia ou nio deficiéncia
de um isétipo de imunoglobulina, ou seja, quando o antigeno era administrado por via
endovenosa, somente ocorria supressio da IgG. Contudo, gquando o antigeno era
administrado por via intraperitoneal nfo havia supressdo aparente de nenhum isétipo de
imunoglobulina. O estudo mostrou que a imunossupressdo induzida por CVF ndo estava
relacionada com a ativagdo dos chamados componentes tardios do sistema complemento (C4

a C9).

BOTTGER et al. (1986) obtiveram os mesmos resultados de MARTINELLI et
al. (1978a) e MATSUDA et al. (1978), porém, descreveram que o mecanismo de
imunossupressdo induzido pelo CVF era dependente da quantidade de antigeno usado, em
contraste com isto, verificou-se que animais portadores de deficiéncia no componente C2 da
cascata do complemento n3o apresentavam imunossupressio, quando tratados com CVF,
mesmo que houvesse variacdo nas doses de antigenos. Deste modo foi postulado que o CVF

suprime g resposta imune humoral pela deplegdo do componente C3.

O modo de agdo do CVF consiste na sua interagfio com o fator B na presenca de
Mg, resultando num complexo CVF-B, que € transformado enzimaticamente em CVF-Bb
pela clivagem do Fator B pelo Fator D. O complexo CVF-Bb cliva o componente C3 em
C3a e C3b e o0 C3b se liga ao complexo formando CVF-BbC3b, com capacidade enzimdtica
de formar o compiexo citolitico de C5b a C9 (TAMBOURGI et al., 1992).

A relagfio de regulagfio da resposta imune em fungio da deple¢éo do componente
C3 do sistema complemento ainda nfio estd esclarecida. WEILER & HOBBS (1987)
descreveram as seguintes caracteristicas do componente C3: a) o C3 faz parte de ambas as

vias de ativagio do sistema complemento (classica e alternativa) e atua na amplificagdo da
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resposta imune; b) o C3, esta presente em altas concentra¢dies no soro e o seu isolamento &
relativamente simples; c) a deplecdo do C3 com CVF altera a resposta imune; d) receptores
para o C3 estdo presentes nos linfécitos ¢ macréfagos, e estes, por sua vez, participam da
resposta imune celular e humoral. Estes receptores sfio, portanto, descritos como

participantes efetivos na regulagfio da resposta imune.

Recentemente foi sugerido que o C3b, ou peptideos dele derivados poderiam
influenciar especificamente na selegdo de epitopos antigénicos para a apresentacdo no
mecanismo das APCs (GERMAIN & MARGULIES, 1993). A ligagdo covalente entre a
cadeia o do C3b e o antigeno, pode influenciar na estabilidade da geragdo do peptideo
imunogénico, pois foi demonstrado que pequenos haptenos que se ligam ao C3b, via regifio
thiol-ester, passam a ser imunogénicos in vivo e 0s anticorpos especificos para estes so

sintetizados por influéncia direta das células T (MILETIC & FRANK, 1995).

As serpentes existentes no Brasil nfo apresentam, em seus venenos, proteina

relacionada, imunolégicamente, ao CVF (CALICH et al., 1977).

Os vencﬁbs de Micrurus (M. ibiboboca e M. spixii), de Bothrops (B. jararaca, B.
mogeni € B. cotiara) serpentes existentes no Brasil e de Nagja (N. melanoleuca ¢ N.
nigricollis) encontradas na {ndia fazem com que o soro humano normal (SHIN) perca a
atividade hemolitica via sisterna complemento. Porém, somente a N. melanoleuca apresenta
uma proteina semelhante ao CVF no veneno. A clivagem do componente C3 do SHN, pelos
venenos de Bothrops é feita através de proteases que digerem a caseina e a gelatina e,
conseqgiientemente, podem induzir a clivagem de C3 purificado. J4 os venenos de Micrurus e
N. nigricollis ndio possuem estas proteases com capacidade de clivar a caseina e a gelatina,
mas possuem atividade “thrombin-like”, que sfio capazes de interagir com C3 e dar origem
ao complexo C5b a C9 (TAMBOURGI et al., 1992).

Em 1979, BOQUET descreven a atividade imunossupressora dos venenos de
serpentes como sendo relacionada 4 competi¢@o antigénica, j4 que os venenos ofidicos sdo
misturas complexas de substincias tais como: proteinas, glicosideos, lipidios ¢ nucleosideos.

A competicio antigénica caracteriza-se, quando a aplicagdo de um determinado antigeno
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inibe a resposta imune a um segundo antigeno inoculado, num espago de 1 a 10 dias apds o
primeiro (PROSS & EIDINGER, 1974). Existem dois mecanismos pelos quais ocorre a
competicio antigénica: um intermolecular ¢ outro intramolecular. A competicdo
intermolecular ocorre com duas moléculas diferentes e a intramolecular com dois epitopos
de uma mesma molécula (KLEIN, 1991).

1.7. SOROS ANTIVENENOS

Os estudos sobre a atuagio dos venenos no sistema imunoldgico séo escassos e,
ainda, nio completamente compreendidos. Todavia, os venenos de serpentes podem atuar
nos animais soros produtores de modo incerto e, por muitas vezes, séo incapazes de produzir

as respostas necessérias a produgdo de soro antiofidico na concentragio desejavel.

Os soros hiperimunes heterélogos comegaram a ser utilizados no final do século
passado por Roux ¢ Kitazato na terapia contra o tétano ¢ difteria. A aplicagido desses soros,
no tratamento de acidentes ofidicos, foi iniciada por CALMETTE (1894), pelo uso de soro

de cavalos imunizados com doses subletais de veneno.

No Brasil, Vital Brazil produziu os primeiros lotes de soro antiveneno
descobrindo a especificidade em relag@io as espécies de serpentes. Com isso, iniciou-se a
produgdo de soro antibotrépico, anticrotalico e antiofidico (antibotrépico e crotilico). Os
soros antibotropicos, anticrotilicos e antibotrépico-crotilico eram feitos de modo
simplificado e o produto era administrado nos individuos acidentados sem nenhuma

purificagdo (VITAL BRAZIL, 1987).

Com a evolugfo da quimica e da imunoquimica, diversos métodos comegaram a
ser utilizados para o aprimoramento da obtengdio de soros heterdlogos, entre estes: 2
purificagdo de imunoglobulinas com sulfato de amoénio ((NH4):504) ¢ a clivagem de

imunoglobulina por pepsina (PEPIN ef al., 1995).
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Atualmente, os soros sdo produzidos em sistemas fechados € automatizados,
levando em conta a utilizacdo das boas praticas de produgdo, preconizadas por Orgdos

internacionais de controle de medicamentos (RAW et al., 1991).

O Instituto Butantan vem, nos tltimos 10 anos, pesquisando formas adequadas
de imunizagfio através de esquemas peculiares a cada tipo de veneno, modificacdes nas
formulagdes de adjuvantes, purificagdo de venenos, buscando metodologias especificas, de
baixo custo ou de custo coerente ao beneficio, como por exemplo: identificacdo e selegfo de

cavalos bons produtores de anticorpos a determinados imunégenos, toxinas ou venenos.

O maior problema enfrentado na produgo dos soros antiofidicos de modo geral,
estd na qualidade da matéria-prima, especificamente no titulo do plasma sangiiineo a ser
purificado. E de conhecimento dos laboratérios produtores que rendimentos acima de 40%
sdo raros, pois os métodos de purificagfo, a sensibilidade das IgG aos tratamentos e as
perdas mecanicas inerentes ao processo fazem com que os rendimentos sejam relativamente
baixos. Deste modo é perfeitamente coerente que, para obtermos um produto final de boa
qualidade, ou seja, com bons titulos, baixa proteina e sem formag#o de agregados protéicos ¢

necessario que os plasmas tenham excelentes titulos,
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2. OBJETIVOS



Os objetivos deste trabatho foram:

a) Estudar as atividades do veneno de Lachesis muta muta sobre a produg#o

geral de anticorpos;

b) Esclarecer a razio da obtengiio de teores relativamente baixos de anticorpos

antiveneno laquético em cavalos hiperimunizados;

c) Melhorar os rendimentos na preparacéio dos plasmas destinados & produgio

comercial do soro antibotrépico-laquético.
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3. MATERIAIS E
METODOS



3.1. ANIMAIS

3.1.1. Cavalos

Cavales com peso entre 350 — 400kg, clinicamente sadios, vacinados contra
tétano, encefalomielite eqilina, influenza e raiva livres de anemia infecciosa eqiiina, criados
em regime de semiconfinamento, usados para a produgdo de soros hiperimunes de uso
terapéutico, pertencentes & Segfio de Obtengdo de Plasmas Hiperimunes do Instituto

Butantan.

3.1.2. Carneiros

Carneiros com peso médio de 80kg, clinicamente sadios, vacinados contra raiva,
doadores de eritrocitos (EC) para preparo de meio de cultura, criados em regime de
semiconfinamento, pertencentes d Secdo de Obtengdio de Plasmas Hiperimunes do Instituto

Butantan.

3.1.3. Camundongos

Camundongos selecionados para a alta produg@io de anticorpos, linhagem Hgp
(High General Primary Response), criados e mantidos em biotério convencional,
pertencentes ao Laboratorio de Imunogenética do Instituto Butantan,

3.2. ANTIGENOS
3.2.1. Eritrécitos de carneiro

Para determinagio do efeito supressor do veneno de Lachesis muta muta, foi
utilizado um antigeno ndo correlacionado, eritrocito de carneiro (EC), coletado com assepsia

em solucdo de Alsever. Apos trés lavagens sucessivas em solugéo salina 0,85%, a suspensio
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de EC foi padronizada espectrofotometricamente (A = 545nm). Os camundongos receberam
a dose de 5 X 10® células em 0,5m! de solugfio salina tamponada pH 7.2 (PBS), por via

intraperitoneal.

3.2.2. Solucfio de veneno de Lachesis muta muta para imunizaciio

Foi obtido 1048mg de veneno de uma Gnica serpente Lacheis muta muta que,
imediatamente apds a extragdio, foi centrifugado a 900g e liofilizado. Para inoculagfo em
camundongos preparou-se uma solugio na concentragio de 10mg/ml do veneno, em PBS pH
7.2. Para inoculagdo em egliinos foi preparada uma solugio, na concentragéio de 20mg/mi do

veneno, em solugdo fistoldégica 0,85%.

3.2.3. Solugfio de veneno de Lachesis muta muta para ELISA,

Veneno de Lachesis muta muta na concentragio de 10ug/m! em Tampdo
Carbonato-Bicarbonato 0,1M pH 9.6 foi usado para “coating” e foram adicionados 100ul
desta solugiio em cada cavidade, com exceglio das cavidades da coluna 1, que ficou como

branco da reac#o.

3.2.4. Solugiio de veneno de Bothrops jararaca para imunizagio

Foram obtidos 400mg por vérias extragbes de serpentes do género Bothrops
Jjararaca que, imediatamente apés, foi centrifugado a 900g e liofilizado. Para inoculagéio em
camundongos, preparou-se uma solugfio na concentragio de 10mg/m! de veneno, em PBS
pH 7.2. Para inoculagfo em eqtiinos, foi preparada uma solu¢do na concentragéo de 20mg/mi

de veneno, em solugéo fisiologica 0,85%.
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3.2.5. Soluciio de veneno “pool” Bothrops sp. para imunizaciio de cavalos

Foram obtidos 100mg de veneno extraido de vérias serpentes do género
Bothrops e o “pool” foi composto com os seguintes venenos: B. jararaca 50%, B.
Jjararacussu 12,25%, B. alternatus 12,25%, B. moojeni 12,25% ¢ B. neuwiedi 12,25%, que,
imediatamente apés a extragio individual, foram centrifugados a 900g, liofilizados e depois
misturados nas proporgdes descritas. Para inoculagio em cavalos, foi preparada uma solugéo

na concentracio de 20mg/ml do “pool”, em PBS pH 7.2.

33. IMUNIZACOES
3.3.1. Camundongos

Na maioria dos esquemas de imuniza¢fo, os camundongos Hgp foram
imunizados com uma tinica dose de %DLs, de veneno integral de Lachesis muta muta, para
determinagio da resposta primaria ¢ 72hs depois receberem o EC. Os animais foram
sangrados em intervalos médios de 5 a 7 dias para titulagio Apés o fracionamento do veneno
de Lachesis muta muta, as fragdes foram utilizadas também na imunizagfio de camundongos,
obedecendo ao mesmo protocolo anterior, porém utilizando dois grupes de controle, um s6
com EC e outro com veneno integral ¢ EC. Para teste da resposta secundéria, 130 dias ap6s a
primeira dose de veneno, os animais foram imunizados novamente com veneno integral ou
fragdes de veneno e apos 72hs receberam o EC, sendo o grupo-controle imunizado apenas

com EC.

3.3.2. Cavalos
3.3.2.1. Imunizaciio experimental

Dez miligramas (10mg) de veneno foram diluidos em 2,5ml de solugéo

fisiologica 0,85% e emulsificados com 5mi emulséio miltipla completa - EMC (Marcol
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100ml; Montanide 900ml; BCG 10mg) ou emuisdo muitipla incompleta -EMI (Marcol
100m!: Montanide 900ml). Ap6s a emulsificacdo foram adicionados 2,5ml de soluglo
fisiologica 0,85% com 2% de Tween 20. Para a imuniza¢dio dos animais com veneno
associado de Lachesis muta muta e Bothrops jararaca, foram utilizados 5mg de cada
veneno. O veneno purificado, ou seja o veneno sem as fragbes que, supostamente, possuem
atividade supressora, foi utilizado nas mesmas proporgdes com os mesmos veiculos. Os

esquemas de imunizagio foram os seguintes:
Grupo A - 2 cavalos
1° dia - 10mg de veneno de L. m. muta purificado em 10ml de EMC
15° dia - 10mg de veneno de L. m. muta purificado em 10ml de EMI
25° dia - 10mg de veneno de L. m. muta purificado em 10ml de PBS pH 7.2
30° dia - 10mg de veneno de L. m. muta purificado em 10ml de PBS pH 7.2
37° dia - Sangria Exploradora
38° dia - 1°. Sangria definitiva + Plamaferese
39° dia - 2°. Sangria definitiva + Plasmaferese

40° dia - 3°. Sangria definitiva

Grupo B - 2 cavalos

1° dia - 5mg de venenc Total de L. m. muta em 10ml de EMC

2° dia - 5mg de veneno Total de B. jararaca em 10ml de EMC
15° dia - Smg de veneno Total de L. m. muta em 10ml de EMI

16° dia - Smg de veneno Total de B. jararaca em 10ml de EMI
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25° dia - Smg de veneno Total de L. m. muta em 10ml de PBS pH 7.2

26° dia - Smg de veneno Total de B. jararaca em 10ml de PBS pH 7.2

30° dia - 5mg de veneno Total de L. m. muta em 10mide PBS pH 7.2

31° dia - 5mg de Veneno Total de B. jararaca em 10ml de PBS pH 7.2

37° dia -Sangfia Exploradora

38° dia - 1°. Sangria + Plasmaferese

39° dia - 2°. Sangria + Plasmaferese

40° dia - 3°, Sangria

Grupo C - 2 cavalos

1° Dia - 10mg de veneno Total de L. m. muta em 10ml de EMC

15° dia - 10mg de veneno Total de L. m. muta em 10ml de EMI

25° dia - 10mg de veneno Total de L. m. muta em 10ml de Solugdo PBS pH 7.2
30° dia - 10mg de veneno Total de L. m. muta em 10mi de Solugio PBS pH 7.2
37 dia - Sangria Exploradora

38° dia - 1°. Sangyria + Plamaferese

39° dia - 2°, Sangria + Plasmaferese

40° dia - 3°. Sangria
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3.3.2.2. Imunizacio para produgiio

Doze cavalos foram imunizados com 10mg veneno de Lachesis muta muta
purificado, dilnidos em 2,5ml de solugdo fisiolégica 0,85% e emulsificados com Smi
emulsdo multipla completa - EMC (Marcol 100ml; Montanide 900mi; BCG 10mg) ou
emulsic multipla Incompleta -EMI (Marcol 100mi; Montanide 900ml). Apés a

emulsificagfio foram adicionados 2,5ml de solugio fisiologica 0,85% com Tween 20.
1° dia - 2,5mg de veneno purificado de L. m. muta em 10ml de EMC
2° dia - 2,5mg de veneno Pool do género Bothrops em 10ml de EMC
15° dia - 2,5mg de veneno purificado de L. m. muta em 10ml de EMI
16° dia - 2,5mg de veneno Poot do género Bothrops em 10ml de EMI
25° dia - Smg de veneno purificado de L. m. muta em 10ml de PBS pH 7.2
26° dia - 5mg de veneno Pool do género Bothrops em 10ml de Sol. PBS pH 7.2
30° dia - 5mg de veneno purificado de L. m. muta em 10ml de PBS pH 7.2
31° dia - 5mg de Veneno Pool do género Bothrops em 10ml de PBS pH 7.2
37° dia - Sangria Exploradora
38° dia - 1°. Sangria + Plasmaferese
39° dia - 2°. Sangria + Plasmaferese

40° dia - 3°. Sangria
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3.4. DETERMINACAO DOS TITULOS DE ANTICORPOS
3.4.1. Titulos de aglutininas Anti-EC.

Para a quantificaco dos anticorpos contra EC, foi utilizada a técnica de
hemaglutinaggo direta em microplacas (HUDSON & HAY, 1989). A 25ul das dilui¢des em
série (razfio 2) dos soros individuais em PBS pH 7.2 contendo 0,1% de gelatina, foram
adicionados 25ul de suspensdo de eritrcitos, numa concentragio de 10® células/ml no

mesmo diluente. A leitura da reagfo foi feita ap6s 2 horas, a temperatura ambiente.

3.4.2. Titulo de anticorpos antiveneno
3.4.2.1. Ensaio in vitro.

Os titulos individuais de anticorpos contra o veneno de Lachesis, em cavalos,
foram determinados pela técnica de reagdo imunoenzimatica (ELISA) indireta (ENGVALL,
1980). Microplacas de 96 cavidades (Coming®) foram sensibilizadas com veneno
laquético, diluido em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9.6 na concentragdo de
10pg/ml de veneno, sendo colocado em cada cavidade 100ul e incubado durante uma noite a
4°C. Os sitios livres de cada cavidade foram bloqueados por 2 horas 4 temperatura ambiente
com 100l de uma solugdo de gelatina a 1% em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9.6.
Apos a adigdo de 100p] das diluigbes em série (razfio 2) dos soros de cavalo e incubagio &
37°C por 2 horas, foi empregado anticorpo de cabra anti-lgG de cavalo conjugado a
peroxidase (Sigma Chemical CO.®). Como substrato, utilizando-se O-phenylenediamine
(Sigma Chemical CO.®) e perdxido de hidrogénio. A reagdio foi interrompida ap6s 15
minutos, pela adi¢o de acido sulfitrico a 2,5N e a densidade 6ptica foi medida, usando-se
um leitor de ELISA com filiro de 492nm. Os titulos foram obtidos através do processamento
das densidades Gpticas obtidas versus o inverso do logaritmo da dilui¢do, de modo a obter a
dose efetiva 50% (DEsp) (LEINIKKI & PASSILA, 1977).
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3.4.2.2. Ensaio in vivo
3.4.2.2.1. Determinaciio da DLsy (DALMORA ef al., 1992)

Para a determinagfo da dose letal 50% (DLso) dos venenos de Lachesis muta
muta, Bothrops jararaca e Crotalus durissimus terrificus, grupos de 6 camundongos com
peso entre 18 e 22gr, foram injetados, por via intraperitoneal com 0,5ml por animal, de
diferentes concentragdes de veneno, com o limite de: 140pg até 290,3pg para o veneno de
Lachesis muta muta, de 25pg a 51,84pg para o veneno de Bothrops jararaca e de 1,3ug a
2,7ug para o veneno de C. d. terrificus, usando a razdo de 1,2 como fator de escala de dose.
Apbs observagdo por 48h, foi computado o niimero de animais mortos pelo namero total de
animais inoculados por dose e a DLs; foi calculada através da Andlise de Probitos (FINNEY,
1971). As DLsg dos venenos foram: 10,06mg/Kg + 0,61mg para o veneno de L. muta muta,
de 1,81mg/Kg + 0,09mg para o veneno de B. jararaca e de 0,08mg/Kg + 0,005mg para o

veneno de C. d. terrificus.

3.4.2.2.2. Neutralizacio da atividade letal do veneno de Lachesis
muta muta (DALMORA ef al., 1992).

A capacidade neutralizante da atividade letal do antiveneno laquético foi
determinada mediante a incubacio de uma mistura fixa de veneno {5DLsg), com diferentes
volumes de antiveneno obtidos do plasma individual dos eqiiinos imunizados, apos 30
minutos & 37°C. Apébs a incubacfo, 0,5ml das misturas veneno/antiveneno foram injetadas,
por via intraperitoneal, em camundongos com peso entre 18-22g, divididos em 5 grupos de 6
animais e representava uma dose de antiveneno. Foram computados os nimeros de animais
vivos por dose ¢ a dose efetiva 50% (DEso) foi calculada através da Anélise de Probitos
(FINNEY, 1971). A poténcia do antiveneno é reportada na quantidade de veneno (mg)

neutralizada por 1ml de antiveneno segundo a formula:

5DLso—DLso

Poténcia(mg /ml) =
(mg ) DEs
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3.4.3. Titulo de anticorpos anti-fosfolipase A; (GUTIERREZ ef al., 1988)

A hemdlise indireta é uma propriedade de alguns venenos de serpentes que
possuem Fosfolipase A; e que, na presenga da lecitina, formam uma hemolisina capaz de

interagir com os eritrécitos de carneiro, dependendo da dose de veneno.

Uma solugfio tampéio fosfato-salina pH 7.2 aquecida a 56°C, preparada com:
0,8% de agarose, 1,2% de papa de hemécia de carneiro lavadas, 1,2% de gema de ovo
diluida 1:4 em solugdo fisioldgica ¢ 1% de cloreto de cdleio a 0,01M, € depositada sobre
placas plésticas transparentes de 135 X 80 mm, de modo a formar uma camada de 3mm de
espessura. Apés o resfriamento, sdo feitos 12 orificios de 3mm de didmetro no gel,

espacados de 25mm.

Em cada orificio das placas foram colocados 15pl das diluiges em PBS pH 7.2
(razio 2) do veneno de Lachesis muta muta com concentragio inicial de 20mg/ml até 9,76 X
10 mg/ml e estas incubadas em cimara imida por 18h. Apés a incubagiio, foram medidos os
didmetros dos halos hemoliticos e plotados em um grafico logaritmo da dose X didmetro do
halo em milimetro, de modo a se calcular a dose efetiva hemolitica 50% (DEHsq). A DEHso

¢ a dose que forma um halo de hemdlise com 50% da 4rea de hemélise maxima.

Apbs a determinagio da DEHse, foram feitas diluigdes seriadas (razfio 2) em
PBS pH 7.2, dos soros dos cavalos a serem testados. Adicionou-se 100l da solugdio de
veneno com 2 vezes a concentragdo da dose hemolitica 50%, de modo que, quando fosse
adicionado os soros dos cavalos em dilui¢des seriadas, a concentragéio final de veneno fosse
igual 4 concentragio obtida para a DEHs,. A mistura (veneno + soro) permaneceu por 30
minutos a 37°C em repouso €, em seguida, 15pl de cada diluigdo foram colocados nos
orificios da placa de hemolise. As placas foram incubadas em cémara imida a 37°C por
18hs. Os didmetros dos halos de hemélise foram medidos para se determinar a dose

neutralizante por método de Probitos.
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3.5. FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA DO VENENO DE LACHESIS
MUTA MUTA

3.5.1. Aplicagiio da amostra

Uma coluna de 26mm de didmetro e 100cm de altura (modelo XK 26/100 —
Pharmacia®) foi empacotada com 500mi de Superdex 75 diluido em PBS pH 7.4, na
proporcio de 1:3, para obtengiio de um volume total de 1.500mi. Com um adaptador para
empacotamento, o gel foi adicionado 4 coluna de modo a obter um fluxo de 8ml/minuto
{90cm/h). Apés 3 horas, a coluna estava empacotada e equilibrada com o eluente e altura de

gel de 90cm.

A amostra (123pg de veneno de Lachesis muta muta em 200pl de PBS pH 7.4),

foi aplicada através de um “looping” com capacidade de 200pul. A eluigdo foi feita com PBS
pH 7.4. O fluxo de trabalho foi de 5ml/minuto (57cm/h), com registrador de eventos com
velocidade de 0,05cm/mi e coletado o eluente em volumes de 5ml durante toda a
cromatografia. O ensaio, realizado em 2h20, recuperou um volume de 700ml, do qual foram

obtidas 6 fragGes distintas.

3.5.2. Doseamento de proteina

Para determinar a concentragio protéica das fragdes obtidas na cromatografia
utilizou-se o método de Lowry (LOWRY et al., 1951)

3.6. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA DE 6 A 20% NA
PRESENCA DE SDS

Para determinagio do peso molecular das profeinas existentes nas diversas
fragdes obtidas por cromatografia, fez-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida, em
gradiente de 6 a 20% na presenca de SDS, segundo NEVILLE (1971). A coloragdo das

diversas fragdes protéicas foi feita com nitrato de prata
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3.7. ANALISE ESTATISTICA

Além da Anilise de Probitos (FINNEY, 1971), para determinagfo da DLs, dos
venenos ¢ da DEsp do antiveneno, foi utilizada a anélise de varidncia para independéncia dos
termos ¢ para o paralelisme das retas (BEIGUELMAN, 1991), na cinética de produgfo de
anticorpos contra EC.
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4. RESULTADOS



4.1. EFEITO DO VENENO DE Lachesis muta muta SOBRE A RESPOSTA
PRIMARIA A ERITROCITOS DE CARNEIRO, EM CAMUNDONGOS.

Em camundongos, a resposta primdria a antigenos nfio correlacionados, foi
obtida através da agdo do veneno sobre a produgdo de anticorpos contra eritrécito de
carneiro {EC), usando-se os soros coletados em 7 e 14 dias apds a imuniza¢io com EC e

titulando-os em ensaio de hemaglutinagéo.

Como foi possivel observar, a resposta ao EC foi significativamente reduzida
nos animais que receberam %DLsy e ¥%4DLsg do veneno, respectivamente, 24h antes da
administracdo do EC (%DLsy 24hs antes EC - 7 dias 0,05 < P < (5,02 e 14 dias P=0,01;
YaDLsg 24hs antes EC - 7 dias 0,01 < P < {,001). Os soros obtidos dos animais do grupo %
DLsy junto EC, nos quais o veneno foi aplicado juntamente com os EC, nfo apresentaram
titulos de anticorpos significativamente diferentes em relagdo ao grupo-controle. A tabela 1
mostra os resultados estatisticos para cada grupo em relagdo ao controle.

Em fungfo desses resultados, um segundo experimente foi realizado, variando o
intervalo de tempo entre a administragio do veneno e o antigeno ndo relacionado (EC). Em
trés grupos de camundongos Hge, cada um com 8 animais foram inoculados por via
intraperitoneal com Y DLs) de veneno e 24h, 72h depois ¢ concomitantemente receberam
EC. Neste segundo experimento pudemos observar a cinética da produgdo de anticorpos
para EC, em fungio da administracio prévia do veneno, em diferentes intervalos de tempo
(FIGURA 3). Os resultados mostram que os titnlos hemaglutinantes dos soros obtidos de
animais que reccberam previamente o veneno foram significativamente reduzidos em
relacdo aos animais controle e que, quanto maior o intervalo de tempo entre as inoculagfes
do veneno ¢ do EC, menor foi o tftulo hemaglutinante. A tabela 2 refere-se 4 analise

estatistica de cada grupoe em relagdo ao controle

Esses resultados mostram que o venenc de Lachesis muta muta possui uma

atividade supressora sobre a produgo de anticorpos contra antigenos nio relacionados.
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Os experimentos subseqitentes foram realizados para verificar se os venenos
obtidos de outros membros da familia Crotalidae também exibiam o mesmo efeito

observado com o veneno de Lachesis muta muta, na resposta imune dos camundongos.

Assim, utilizando-se veneno de Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca,
por via intraperitoneal, em 3 grupos com 8 camundongos cada, utilizando-se as doses de
0,8ug ¢ 18ug por animal equivalente a 2 DLsg, para os respectivos venenos e os EC
inoculados 72h apés a inoculagdo do veneno, observamos que, ao contrario do que ocorria
com o veneno de Lachesis muta muta, a resposta dos animais ao EC foi significativamente

maior do que o grupo-controle (FIGURA 4).

A tabela 3 mostra os resultados da andlise estatistica, comparando os animais

inoculados com veneno, em relagfo aos animais de controle.
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Figura 2: Efeito do veneno de Lachesis muta muta sobre a producdo de anticorpos ao EC

em camundongos Hgp.

Controle — controle s6 EC; % DLsg 24 antes EC — Inoculagdo intraperitoneal de 2Dl de
veneno 24h antes do EC; % DLsg 24 antes EC — Inoculagdo intraperitoneal de %DLsy de
veneno 24h antes do EC; % DLsy junto EC — Inoculagdo intraperitoneal de 2DLso de

veneno concomitantemente ao EC,.

1 DLsg do veneno de Lachesis muta muta = 200ug

* 0,02 <P <0,05 ** 0,001 <P <0,01 x2xP=0,01
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Figura 3: Efeito do veneno de Lachesis muta muta sobre a produgdo de anticorpos ao EC,
em fungdo do intervalo de tempo entre as imunizagdes de veneno e EC, em

camundongos Hgp.

Controle — Controle s6 EC; 24h antes EC — Inoculagdo intraperional de 2 DLso de veneno
24h antes do EC; 72h antes EC — Inoculagdo intraperitoneal de 2 DLso de veneno 72h antes
do EC.

| DLso do veneno de Lachesis muta muta = 200ug

* 0,001 <P <0,01 % P<0,001
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Figura 4: Estudo do efeito dos veneno de Bothrops jararaca e Crotalus durissus terrificus

sobre a produg¢do de anticorpos ao EC, em camundongos Hcp.

Controle - Controle s6 EC; 1/2DLsp B.jar. — Inoculagdo intraperitoneal de %2 DLsp (0,8pg)
do veneno Bothrops jararaca de 72h antes do EC; 1/2DLsp C.d.ter. — Inoculagdo

intraperitoneal de %2 DLso (18ug) do veneno de Crotalus durissus terrificus 72h antes do EC.

* P <0,001 ** (0,01 <P <0,02
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TABELA 1: Anilise estatistica para resposta imunoldgica a antigenos ndo relacionados, em
fun¢do da quantidade de veneno e o periodo de tempo entre a inoculagdo do veneno € o EC,

em camundongos Hgp.

GRUPOS GL P para 7 dias P para 14 dias
% DLso24 antes EC X Controle 8 0,02<P<0,05 P=0,01
% DLs¢24 antes EC X Controle 8 0,001 <P <0,01 0,7<P<0,8
% DLsgjunto EC X Controle 8 0,8<P<0,9 0,05 <P<0,1

% DLso 24 antes EC — Aplicagdo intraperitoneal de % Dlso de veneno de Lachesis muta
muta 24h antes do EC; % DLsy 24 antes EC — Aplicagdo intraperitoneal de 4 DLso de
veneno de Lachesis muta muta 24h antes do EC; % DLsy junto EC — Aplicagdo
intraperitoneal de % DLso de veneno de Lachesis muta muta concomitantemente ao EC,
Controle — controle s6 EC. P - probabilidade das diferengas significativas entre os grupos.
GL — Graus de liberdade.

TABELA 2: Anilise estatistica para resposta imunol6gica a antigenos nao relacionados, em

funcio do tempo entre a inoculagdo do veneno e o EC, em camundongos.

GRUPOS Teste de comparacio de retas

Teste para os termos

Valor de ¢ G.L t critico Valor de P

Controle X 24 h antes EC 3.77 7 3.143 0,001 <P<0,01
Controle X 72 h antes EC 8.06 T 5.408 P<0,001

Controle — Controle s6 EC; 24h antes EC — Aplicagdo intraperional de 2 DLso de veneno
de Lachesis muta muta 24h antes do EC; 72h antes EC — Aplicagdo intraperitoneal de 2
DLso de veneno de Lachesis muta muta 72h antes do EC; GL - Graus de Liberdade; # - valor
da distribuigdo de Student; P - probabilidade em qual ocorre as diferengas significativas

entre 0s grupos.
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TABELA 3: Anélise estatistica para resposta imunoldgica a antigenos ndo relacionados, em

camundongos imunizados com veneno de Bothrops jararaca e Crotalus durissus terrificus

GRUPOS Teste de comparagio de retas

Teste para os termos

Valor de ¢ G.L t critico Valor de P
Controle X 1/2 DLsyC.d.Ter 3.25 7 3.499 0,01 <P<0,02
Controle X 1/2DLsoB.jard. 5.49 £ 5.408 P < 0,001

Controle - Controle s6 EC; 1/2DLsg C.d.ter — Aplicagio intraperitoneal de /2 DL50 (0,8ug)
do veneno de Crotalus durissus terrificus 72h antes do EC; 1/2DLsy B.jar. — Aplicagdo
intraperitoneal de %2 DL50 (18mg) do veneno de Bothrops jararaca 72h antes do EC; GL -
Graus de Liberdade; ¢ - valor da distribui¢@o de Student; P - probabilidade em qual ocorre as

diferengas entre os grupos

4.2. EFEITO DOSE-RESPOSTA DO VENENO DE Lachesis mutc muta SOBRE A
RESPOSTA IMUNE A EC EM CAMUNDONGOS Hgp.

Tendo em vista os resultados obtidos nos experimentos anteriores, procuramos
investigar se o efeito supressor do veneno de Lachesis muta muta sobre a resposta imune de

camundongos Hgp obedecia a um padrdo dose-resposta.

Pela necessidade de se produzir o soro antibotrépico-laquético estudou-se
também o efeito da combinacdo dos venenos de Bothrops jararaca (18ug) e de Lachesis
muta muta (100pg) por animal, sobre a resposta ao EC, pois acreditava-se que a associagdo

deste dois venenos resultava em uma melhor produgéo de anticorpos antiveneno de Lachesis

sSp..

Assim foi possivel observar que, em doses por animal a partir de 20ug, o veneno
de Lachesis muta muta apresenta um claro efeito inibitério, dose-dependente, sobre a

resposta contra EC. Nas doses menores (6pg e 1pg) esse efeito ndo foi observado, ao
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contrario, na dose de 1pg o veneno de Lachesis muta muta parece ter favorecido a resposta

contra o antigeno ndo relacionado (FIGURA 5 e TABELA 4).

A combinagio dos venenos de Bothrops jararaca (18ug) e de Lachesis muta
muta (100pg) também resultou na produgio elevada de anticorpos contra EC, em relagdo ao
controle, sugerindo um efeito sinérgico ou de natureza adjuvante dos dois venenos

(FIGURA 6 e TABELA 4).

Para observar o efeito dose-resposta, foram somadas as médias dos titulos
hemaglutinantes para cada dose, independente dos dias de imunizagdo, ou seja, a soma dos
titulos hemaglutinantes para a dose de 100ug de veneno das sangrias do 5°, 11°, 18° e 26° dia
e dividindo por 4; a soma dos titulos hemaglutinantes para a dose de 50ug de veneno das
sangrias do 5°, 11°, 18° e 26° dia e dividindo por 4 e 0 mesmo para as doses de 20ug, 6ug ¢
lpg, divididas pelo nimero de sangrias. Com isso observamos que existe um efeito

supressor diretamente proporcional a dose aplicada (FIGURA 7).
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Figura 5: Efeito das diversas concentragdes do veneno de Lachesis muta muta sobre a

produgdo de anticorpos ao EC em camundongos Hgp

Controle - Controle s6 EC; 100pg Lmm — Inoculagdo intraperitoneal do veneno de
Lachesis muta muta (100pg) 72h antes do EC; 50pug Lmm - Inoculagdo intraperitoneal do
veneno de Lachesis muta muta (50ug) 72h antes do EC; 20pug Lmm - Inoculagdo
intraperitoneal do veneno de Lachesis muta muta (20pg) 72h antes do EC; 6ug Lmm -
Inoculagdo intraperitoneal do veneno de Lachesis muta muta (6pg) 72h antes do EC; 1ug

Lmm - [noculagdo intraperitoneal do veneno de Lachesis muta muta (1pg) 72h antes do EC.

*0,01 <P<0,02 *% (0,001 <P <0,01
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Figura 6: Efeito do veneno de Bothrops jararaca e da associagio dos venenos de Lachesis

muta muta e Bothrops jararaca sobre a produgdo de anticorpos ao EC

Controle — Controle s6 EC; B.Jar. + L.m.muta — Veneno de B. jararaca (18ug) associado

ao veneno de L. muta muta (100ug) 72h antes do EC; B.jar. — Veneno de B. jararaca

(18pg) 72h antes do EC.

* P <0,001
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Figura 7: Curva dose-efeito de veneno de Lachesis muta muta onde o efeito ¢ a resposta

imunossupressora ao EC, causado pelo veneno, em camundongos Hgp

A dose esta expressa em logaritmo das concentragdes de veneno; o efeito ou resposta €

expresso em média das médias dos titulos hemaglutinantes para cada dose.
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TABELA 4: Analise estatistica da imuniza¢do de camundongos Hgp, por via intraperitoneal,
com diferentes doses de veneno de Lachesis muta muta, com o veneno de Bothrops jararaca

e com a associagdo dos venenos de Bothrops jararaca e Lachesis muta muta.

GRUPOS Teste de comparagio de retas

Teste para os termos

Valor de ¢ G.L t critico Valor de P

Controle X B.Jar. + Lmm 13.43 3 6.869 P < 0,001
Controle X B.jar 0.18 3 0.267 0,08<P<0,9
Controle X 100pg Lmm 2.67 5 3365 0,01 <P<0,02
Controle X S0pg Lmm 4.08 5 6.869 0,001 <P<0,01
Controle X 20pg Lmm 1.72 5 2.015 0,1<P<0,2
Controle X 6pug Lmm 0.17 5 0.267 0.8<P<09
Controle X 1ug Lmm 3.04 5 3365 0,01 <P<0,02

Controle - Controle sé6 EC; B.Jar. + Lmm — Veneno de B. jararaca (18pg) associado ao
veneno de L. muta muta (100pg), 72h antes do EC; B.jar. — Veneno de B. jararaca (18pg),
72h antes do EC; 100pg Lmm — Veneno de L. muta muta (100pug) 72h antes do EC; 50pug
Lmm - Veneno de L. muta muta (50ug), 72h antes do EC; 20pg Lmm - Veneno de L. muta
muta (20ug), 72h antes do EC; 6pg Lmm - Veneno de L. muta muta (6pg), 72h antes do
EC; 1pg Lmm - Veneno de L. muta muta (1pg), 72h antes do EC.

4.3. FRACIONAMENTO DO VENENO DE Lachesis muta muta

Ap6s a comprovacdo de que o veneno de Lachesis muta muta possui uma agdo
imunossupressora a antigenos correlacionados e que ¢ dose-dependente, este foi fracionado
em coluna de cromatografia contendo como fase fixa Superdex 75 (Pharmacia®), na
tentativa de se isolar um ou mais componentes com atividade imunossupressora (FIGURA
8). De 123,32mg de veneno aplicados na coluna de cromatografia, 109,56 foram
recuperados em 6 fragdes distintas. A tabela 5 mostra a recuperagdo de proteina e os

volumes obtidos de cada fracdo.
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Para a determinagdo do peso molecular das diversas proteinas existentes em cada

fragdo, realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente de 6 a 20%.

Na eletroforese (FIGURA 9), observamos que o veneno de Lachesis muta muta
apresenta proteinas de peso molecular entre 80kDa e 3kDa. Sendo que na fragéo 1 temos
proteinas entre 66kDa e 14kDa; na fragdo 2a de 45kda até 14kDa; na fragdo 2 de 29kDa até
10kDa; na fragdo 3 de 25kDa até 10kDa; na fragdo 4 de 24kDa até 3kDa. As fragdes 5 e 6
devem apresentar peptidios com peso molecular inferior a 3kDa e que, por muitas vezes, nao
sdo coradas pelos métodos tradicionais de coloragdo de gel como o Nitrato de Prata, o
Comassie Blue e Pounsau S, apesar de absorverem a luz ultravioleta, indicativo da presenga
de aminodcidos com anel aromaitico, estes também ndo possuem aminoicidos com

capacidade de fixar os corantes oxidativos.

As fragdes obtidas na cromatografia foram, posteriormente, inoculadas em
grupos com quatro camundongos Hgp, para a determinagdo da fragdo com possivel efeito

supressor a antigenos ndo relacionados, através de ensaio de hemaglutinag@o.

A figura 10 mostra a cinética de produgio da resposta imune humoral para EC,
em que & visivel a agdo supressora das fragdes 4, 5 e do veneno total. Esta atividade €

confirmada através de analises estatisticas (TABELA 6).
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Figura 8: Cromatografia em Superdex 75 (Pharmacia®) do veneno de Lachesis muta- muta

Coluna XK 26 (& 26mm e altura (h) 90cm), fluxo de Sml/minuto, volume da amostra

0,20ml, concentragio protéica 616,6 mg/ml.
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Figura 9: Perfil das diversas fragdes do veneno de Lachesis muta muta, obtidas por
cromatografia em eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, gel

na concentrag¢do de 6 a 20%
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Figura 10: Efeito das diversas fra¢des do veneno de Lachesis muta muta em camundongos

Hgp, obtidas através da cromatografia em Superdex® 75 sobre a produgdo de

anticorpos ao EC.

Controle — Controle s6 EC; Veneno Integral - Veneno integral de Lmm (100pg); Fragdo 4
- 50pg da Fragdo 4 do veneno de Lmm; Fracdo 5 - 50ug da Fragdo 5 do veneno de Lmm;.

*P <0,001
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TABELA 5: Concentragiio protéica e volume recuperado das fracdes isoladas da

cromatografia do veneno integral de Lachesis muta muta em Superdex® 75

FRACAO Proteina (mg/ml) Volume (ml) Proteina Total (mg)
Fragiio 1 0,211 35 7,39
Fracdo 2* 0,264 20 5,28
Fragdo 2 0,238 20 4,76
Fragiio 3 2,049 30 61,47
Fracéio 4 0,495 30 14,85
Fragdo 5 0,105 50 5.25
Fragio 6 0,264 40 10,56

TABELA 6: Analise estatistica da imunizagdo de camundongos Hgp, com diversas fragdes

do veneno de Lachesis muta muta. C = Controle; VT = Veneno Total; Fr(n) = Fragédo

numero
GRUPOS Teste de comparagio de retas
Teste para os termos
Valor de t G.L  tecritico Valor de P

Controle X Veneno Integral 7,60 5 6,869 P <0.001
Controle X Fragdo 1 1,50 5 2,015 0,1<P<02
Controle X Fracéo 2 1,87 5 2,015 0,1<P<0,2
Controle X Fracio 3 2,44 5 2.511 0,05<P<0,1
Controle X Fracdo 4 12,30 5 6.869 P < 0,001
Controle X Fracio 5 9,60 5 6.869 P < 0,001
Controle X Fracdo 6 1,29 5 1.476 0,2<P<0,3

Resultados
53



44. RESPOSTA SECUNDARIA DO VENENO A ANTIGENOS NAO
RELACIONADOS

As fragdes com atividade imunossupressora sobre antigenos ndo relacionados
foram estudadas, quanto a sua agdo supressora sobre a resposta secundaria aos antigenos nao
relacionados. Assim as fragdes 1, 2 e 3, que ndo s3o supressoras e 0 veneno total e as fragdes
4 e 5 que sdo imunossupressoras, foram inoculadas 72h antes dos EC em camundongos
selecionados (Hgp). E amostras dos soros foram coletadas com 7, 14 e 35 dias apos a
inoculagdo do EC. Foram obtidos os soros destes animais e congelados para determinagdo
do titulo hemoaglutinante. Aos 130 dias, ap6s a ultima inoculagdo, foram repetidas as
inocula¢des da mesma forma anterior e coletadas amostras com 137, 144 e 165 dias, ap6s a

inoculagédo do EC.

A figura 11 mostra o efeito supressor do veneno total, da fracdo 4 e da fragéo 5
tanto na resposta primaria como na secundaria. A fragdes 1, 2 e a 3 configuram auséncia de

fator supressor para os dois tipos de resposta.
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Figura 11: Efeito das diversas fragdes do veneno de Lachesis muta muta purificadas em
Superdex 75, sobre a resposta imune humoral priméria e secundaria a antigenos

ndo relacionados em camundongos Hgp.

* 0,001 <P<0,01 "+ P<0,001
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4.5. ATIVIDADE SUPRESSORA DO VENENO Lachesis muta muta EM EQUINOS
SORO PRODUTORES.

4.5.1 Testes iniciais

Os resultados obtidos em camundongos selecionados indicaram nos a
importancia de estudos de suas aplicagdes praticas na produgdo de soro antilaquético em

eqiiinos, com o intuito de obtengdo de titulos mais elevados.

Seis cavalos, dividos em 3 grupos de 2 animais foram imunizados com veneno
de Lachesis muta muta purificado por cromatografia, sem a fragdo supressora, (Lmm s/
Fragdio 4 e 5); veneno de Lachesis muta muta integral (Lmm Integral) e veneno de Lachesis
muta muta associado ao veneno de Bothrops jararaca (Lmm + B.jar.). Os soros destes
animais foram testados quanto a sua capacidade de inibir a atividade hemolitica do veneno
através de ensaios in vitro. Nestes ensaios foi utilizada uma dose do veneno correspondente
a 1 DHso, calculada em 0,082mg/ml, capaz de formar um halo de hemoélise com didmetro de
12,59mm. A figura 12 mostra a titulagdo dos soros de cada grupo, para inibigdo da hemolise
indireta de cada grupo.

Deste modo, pode se calcular a dose efetiva de inibigdo da hemolise 50%
(DEIHs) para cada grupo, em que foram observadas diferengas significativas entre 0 Lmm
s/ Fracdo 4 ¢ 5 X Lmm Integral ¢ Lmm + B.jar. X Lmm Integral.

Ensaios imunoenzimaticos também foram realizados para quantificar os titulos
de IgG produzidos durante a imunizagdo dos eqiiinos. A figura 13 mostra a curva da média
da titulagdo dos soros dos eqiiinos imunizados com veneno purificado, veneno integral e

veneno de Lachesis muta muta associado ao veneno de Bothrops jararaca.
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Figura 12: Curva de titulagdo dos soros de eqiiinos para obteng¢do da DEIH5.

Lmm s/ Fracido 4 e 5 — média de inibi¢do de hemolise do soro de animais imunizados com
veneno de Lachesis muta muta, purificado por cromatografia sem as fragdes supressoras
(fragdo 4 e 5); Lmm Integral - média de inibigdo de hemolise do soro de animais
imunizados com veneno integral de Lachesis muta muta; Lmm + B.jar. — média de inibi¢do
de hemolise do soro de animais imunizados com veneno de Lachesis muta muta integral,

associado ao veneno de Bothops jararaca.
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Figura 13: Curva de titulagdo dos soros de eqiiideos em teste imunoenzimatico para

determinagdo da dose efetiva 50%.

Lmm s/Fragdo 4 e 5 — Eqiiinos imunizados com veneno de Lachesis muta muta purificado
por cromatografia sem as fragdes supressoras (fragdes 4 e 5); Lmm Integral — Eqiiinos
imunizados com veneno integral de Lachesis muta muta; Lmm + B.jar. — Eqiiinos
imunizados com veneno integral de Lachesis muta muta associado ao veneno de Bothrops

Jararaca.
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4.5.2. Aplicacio na producfio de plasmas hiperimunes

Apos testes realizados em eqiiinos, para estudo da viabilidade da produgdo do
soro antibotrépico-laquético, um grupo de 10 eqiiinos foi imunizado com veneno de
Lachesis muta muta (5mg) purificado em coluna de cromatografia, para eliminagdo das
fragdes supressoras (fracdes 4 e 5). O Instituto Butantan produz, normalmente, o plasma
misto, antibotrépico-laquético e, no sentido de seguir essa linha de produg@o ja estabelecida,
o veneno de Lachesis muta muta (5mg) foi inoculado junto aos venenos de Bothrops
jararaca (2,5mg), Bothrops cotiara (0,625mg), Bothrops newidee (0,625mg), Bothrops
erythromelas (0,625mg) e Bothrops jararacussu (0,625 mg), ou seja, de um lado do dorso
do animal foi inoculado o veneno de L. muta muta e do outro lado a mistura de venenos do
género Bothrops. Os resultados foram comparados com ensaios semelhantes aos dos animais
em produgdo ha pelo menos 2 anos. A figura 14 mostra a curva de titulagdo média, com
desvio-padrdo em ensaio imunoenzimatico, apdés o ciclo de imunizagdo. Verifica-se, que
realmente, o veneno integral possui uma agdo imunossupressora parcial na produgio de

anticorpos contra o veneno de Lachesis muta muta.

Os resultados dos testes de soroneutralizagdo in vivo concluem este trabalho no
que diz respeito ao aumento da produgdo de soro antibotropico-laquético, demonstrando que
h4 um aumento de produtividade de anticorpos neutralizantes para o veneno laquético. A

figura 15 representa, graficamente, a poténcia do in vivo de cada grupo.
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Figura 14: Curva de titulagdo em ensaio imunoenzimético dos soros de eqiiinos.

Lmm s/ Fracdo 4 e 5 — média e desvio-padrdo da soma dos titulos dos animais imunizados
com veneno de Lachesis muta muta purificado, associado ao “pool” de venenos do género
Bothrops. Lmm + “pool” Bot. — média e desvio-padrao da soma dos titulos dos animais
imunizados com veneno de Lachesis muta muta integral, associado ao “pool” de venenos do

género Bothrops.
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Figura 15: Teste de poténcia da mistura dos soros de eqilinos de cada grupo.

Lmm s/ Fracio 4 e 5 — média e desvio-padrdo da poténcia dos soros dos animais
imunizados com veneno de Lachesis muta muta purificado, associado ao “pool” de venenos
do género Bothrops. Lmm + pool Bothrps — teste de poténcia dos animais imunizados com
veneno de Lachesis muta muta integral, associado ao “pool” de venenos do género

Bothrops.
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5. DISCUSSAO



O desenvoivimento da produgio de soros antipegonhentos, de uso terapéutico,
baseou-se, principalmente, na observagio de fendmenos biolégicos nem sempre explicados 3
luz da ciéncia. Assim, o retardo na melhoria da qualidade dos soros néc se deu pela falta de
meios ¢ técnicas cientificas, mas sim pelo limitado conhecimento das fung¢des biolégicas dos
vencnos ¢ do sistema imunolégico. Muitas inovagles obtidas nos processos industriais
ocorreram em fungfio das tentativas e erros e ndo pelas observagdes ¢ conhecimento dos
sistemas biolégicos envolvidos (CHIPPAUX & GOYFFON, 1998).

Muitas vezes, a descoberta cientifica requer anos para ser aplicada e aproveitada
nos processos industrizis. Um exemplo pritico destas descobertas, diretamente ligada &
producdo de soros, estd na utilizag3o da pepsina, nfo s6 para a redugfio das imunoglobulinas
como também para a obtengfio de um produto final com maior estabilidade. A aplicagdo da
pepsina foi iniciada por POPE (1939), e s¢ foi utilizada, no Brasil, em processos industriais
na década de 50 no Instituto Pinheiros e, na década de 60, no Instituto Butantan (LATIFI &
MANHOURI, 1966).

Na atualidade, os principais fendmenos bioldgicos, envolvidos na producgdo de
soros hiperimunes, estdo ligados A resposta imunolégica do animal utilizado e
conseqiientemente aos mecanismos quimicos e fisicos para a purificagdo dos plasmas
hiperimunes.

As respostas imunolégicas nos animais superiores sdo muito semelhantes,
existindo poucas diferengas nas respostas humorais e celulares entre os mamiferos. As
poucas diferengas existentes estdo ligadas aos receptores de superficies celulares ou as
subclasses de imunoglobulina, que na verdade sdo tdo distintas quanto ¢é 2 distdncia entre o

filogenético.

Apesar de diferengas em receptores ou subclasses de imunoglobulinas, eles nio

se diferenciam quanto ao mecanismo de agdo do sistema imunoldgico.

Neste sentido, as selegtes genéticas bidirecionais, obtidas para a resposta imune
apresentam-se¢ como modelo indispensdvel para o estudo da participagio dos vérios
segmentos da resposta imunolégica, além de ser um instrumento interessante para o estudo
das imunizagdes (MOUTON et al., 1988).
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Enire os modelos experimentais desenvolvidos para a caracterizagdo dos fatores
genéticos que regulam a complexa série de fendmenos que participam da resposta imune,
destacam-se aqueles que utilizam animais isogénicos e os que utilizam linhagem

geneticamente selecionada para uma determinada reatividade imunolégica.

O desenvolvimento de linhagens isogénicas de animais de laboratério,
camundongos em particular, fornece um modelo para o estudo de interagdes moleculares e

celulares e do controle genético da resposta imune.

Entretanto, apesar da possibilidade de fornecer esclarecimento, o modelo
apresenta restrigdes, j& que estes animais ndo foram selecionados com base em pardmetros
imunolégicos. Assim, € proviavel que a diferenga entre animais isogénicos para um
determinado cardter seja devida aos efeitos de um ou poucos alelos defectivos (BIOZZI et
al., 1985; BRIGTON, 1985; FESTING, 1985; MOUTON er al., 1985).

O outro modelo, introduzido por BIOZZI et al. (1968), utiliza linhagens de
camundongos boas ¢ mds respondedoras a imunégenos naturais complexos, administrados
em doses 6timas. Nestas condi¢des, a fase de reconhecimente a epitopos imunodominantes
nfio é restritiva. Essas linhagens foram obtidas por cruzamento seletivo bidirecional, a partir
de populagdes de camundongo geneticamente heterogéneas, tendo como carater fenotipico
selecionador, a produgio méxima ¢ minima de anticorpos, em resposta aos antigenos

escolhidos sem condigdes previamente estabelecidas (BIOZZI ef al., 1979, 1980).

Os laboratérios de Imunogenética do Instituto Curie em Paris ¢ do Instituto
Butantan em Sdo Paulo, trabalhando conjuntamente, obtiveram seis sele¢des independentes,
usando diferentes antigenos: eritrocito heterdlogo (Selegéio I — BIOZZI et al., 1974; Sele¢do
II - FEINGOLD et ai., 1976; Selegdo IVa — CABRERA et al., 1982), antigenos flagelares e
somaticos de (Selegdio III e Selegio IV — SIQUEIRA e al., 1976) e proteinas heterdlogas

(Seleclio V - PASSOS ef al,, 1977).

Em cada uma das sele¢des, as linhagens de boa (H) ¢ ma (L) resposta divergiram
progressivamente, evidenciando a poligenia do cardter. A separagio méxima interlinhagem-
limite de selegdo — foi alcangada entre as geragdes F7; e Fi¢ dos diferentes processos
seletivos. Uma vez atingido o limite de selegdio, a continuidade dos cruzamentos seletivos

afo alterou as diferencas interlinhagem e as variacdes fenotipicas mantiveram-se constantes,
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indicando homozigose dos alelos ‘bons respondedores’ nas linhagens H e dos alelos ‘maus
respondedores’ nas linhagens L (BIOZZI et al., 1979, 1980).

Em cada selegdo, os titulos de anticorpos produzidos contra os imundgenos de
selegdo sdo muito mais elevados nas linhagens H, cerca de 80 a 900 vezes, do que nas
linhagens 1. Essas diferencas sio também observadas, em grau maior ou menor nas
diferentes selegbes, para antigenos ndo relacionados aos de selegio (efeito multi-especifico),
demonstrando que a modificagdo induzida nas linhagens ¢ geral ¢ em grande parte
independente da especificidade do imunégeno empregado durante o processo seletivo
(SIQUEIRA et al., 1977, BIOZZI et al., 1979; BIOZZI et al., 1982). Entretanto a analise
comparativa desse efeito multi-especifico mostrou que, provavelmente, diferentes grupos
génicos foram afetados nas vérias selegSes (SANT'ANNA ef 4l., 1979; IBANEZ ef al.,
1988; DE FRANCO, 1989).

Na tentativa de reunir os alelos envolvidos nas sele¢des originais e amplificar a
capacidade méxima ¢ minima de produgdio de anticorpos, duas novas sele¢Ses foram
realizadas. Como populagdo inicial para as linhagens H e L foram utilizadas as linhagens H
das selecSes originais cruzadas entre si ¢ as L homdlogas cruzadas entre si. Assim,
populagdes boas e mdas, com freqiiéncia balanceada dos genes operando nas cinco linhagens
homdlogas originais foram produzidas, como F¢H e FyL, contendo partigies genéticas

equivalentes das selegdes originais.

A partir destes hibridos, as duas novas seleces foram desenvolvidas,
escolhendo-se animais que apresentavam fenotipo extremo para a resposta a todos
imunégenos utilizados nas sele¢fes originais, quais sejam: eritrocito heterélogo, antigenos
flagelares e somdticos de Salmonella e de proteinas heterdlogas administrados
simuitaneamente e sendo considerado a resposta priméria - Selecio GP — ou separadamente,
a resposta secundaria — Selegdo GS. A selegdio GP foi desenvolvida e vem sendo mantida no
Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan em S&o Paulo, enquanto a GS foi
desenvolvida e vem sendo mantida no laboratério de Paris (MOUTON et al., 1988).

Discussdn
65



As linhagens sclecionadas para boa e ma resposta de anticorpo tém se mostrado,
como modelo experimental, bastante apropriadas para estudos genéticos sobre a participagéo
de mecanismos imunes na resisténcia as infec¢des, bem como nos mecanismos de aumento e
de diminui¢Sio da resposta, uma vez que poligenes relevantes para a regulagio da produgio
quantitativa de anticorpos foram acumulados e fixados em extremos de uma populagio
natural, provocando modificagdes gerais, seja em nivel de macréfago ou de resposta celular
ou de humoral, que independam da especificidade antigénica (BIOZZI et al., 1985).

Desta forma, a utilizagdo de animais selecionados, especificamente para resposta
imune, pode ser um instrumento de avaliacdo e ensaios para drogas ou substincias que
atuem sobre o sistema imunolégico, jd que, muitas vezes, os testes em animais isogénicos ou
“outbreed” respectivamente, ndo tém especificidade para a droga ou apresentam uma

varincia muito ampliada em razfio da poligenia.

Seguindo esta linha de raciocinio, usamos os camundongos geneticamente
selecionados Hgp que respondem muito bem para EC, e assim, qualquer alteracfio da
resposta nestes animais é consegiiéncia de fatores externos, ou seja, o efeito do veneno sobre

a resposta imune ao EC em nossas experiéncias.

Deste modo, ter observado primeiramente os efeitos do veneno de Lachesis muta
muta no sistema imunoldgico de eqiiinos ndo teria sido a melhor opgfo, pelo préprio custo
do experimento e por principios éticos de experimentaciio animal. Nestas condigdes, o
estudo preliminar utitizando camundongos geneticamente selecionados tornou se o melhor
instrumento de observagfo do comportamento imunologico frente ao veneno de Lachesis

muta muta, visando a melhora da titulagdo de anticorpos especifico,

Baseado nas observagSes laboratoriais ¢ também no fato do plasma que da
origem ao antiveneno de Lachesis muta muta possuir uma baixa capacidade neutralizante em
relagio ao nimero de DLsg, quando comparado com os antivenenos de Bothrops sp. e
Crotalus sp., os delineamentos deste trabalho foram separados em trés fases distintas: 1°)
Teste com venenc total de Lachesis muta muta em camundongos geneticamente
selecionados e, conseqiientemente, analise de pelo menos dois outros venenos da familia

Crotalidae; 2°) Purificagdio parcial do veneno de Lachesis muta muta ap6s a observagio de
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seu efeito supressor; 3°) Ensaios de imuniza¢io de eqilinos com intuito de se obter methores

titulos neutralizantes, excluindo o fator supressor dos antigenos de imunizago.

Os experimentos iniciais demonstram claramente a agfio supressora da resposta
imune humoral a antigenos nfo relacionado, causado pelo veneno de Lachesis muta muta.
Contudo o efeito supressor foi maior quando aumentou o intervalo de tempo enire a
imunizacio com EC e o veneno. Deste modo quanto maior o intervalo de tempo entre a
inoculagdo dos dois antigenos, maior foi o efeito supressor do veneno. Este efeito
permaneceu durante os 47 dias do estudo da cinética de producdio de anticorpos da resposta

imune humoral primdria.

Qutros venenos da familia Crotalidae ndo apresentaram o mesmo efeito em
camundongos, pelo menos nas doses utilizadas. O veneno de Bothrops jararaca e Crotalus
durissus terrificus, nas doses de 18ug e 0,8pug respectivamente, ndo apresentaram o mesmo
efeito do veneno de Lachesis muta muta. Estas doses, 1/2DLsg, foram utilizadas em fungfio
da toxicidade destes venenos, doses superiores poderiam levar 3 mortalidade dos animais,

inviabilizando ¢ experimento.

Poderiam ter sido utilizadas concentragSes maiores do veneno de Bothrops
Jjararaca e Crotalus durissus terrificus, se os venenos fossem destoxificados, porém corria-

se o risco de se perder o efeito imunossupressor, caso existisse.

Recentemente, CARDOSO & MOTA (1997) demonstraram o efeito do veneno
de Crotalus durissus terrificus sobre a resposta imune celular e humoral, para antigenos néio
correlacionados, especificamente albumina de ovo de galinha (OVA -- chicken ovoalbumin)
e albumina humana (HSA - human serum albumin). Todavia o modelo de animal utilizado,
BALB/c, ndo ¢ selecionado para a resposta imune, ¢ a deficiéncia apresentada para a
resposta imune humoral pode ser causada pelo veneno integral ou pela crotoxina que pode

estar ligada a uma suscetibilidade do camundongo ao efeito do veneno estudado.

Para elucidar se o efeito imunossupressor encontrado no veneno de Lachesis
muta muta e demonstrar que este ndo ¢ decorrente da alta concentragio de proteina, doses

diferentes deste veneno foram utilizadas em camundongos geneticamente selecionados para
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alta resposta imunolégica humoral a antigenos nio relacionados. Somente as doses de 100ug
e 50ug mostraram-se significativamente supressoras, enquanto as doses de 20ug e 6ug nio
mostraram diferencas significativa, ¢ ainda que doses de Ipg mostraram diferengas
significativamente aumentadas. Com estes resultados foi nitido verificar que a atividade
imunossupressora ¢ também dose-dependente, e que as maiores doses foram as que

apresentaram maior efeito.

No momento o Ministério da Satde tem grande necessidade de produgio do soro
antibotrdpico-laquético. Assim camundongos selecionados foram imunizados também com a
associacdo de veneno de Bothrops jararaca € Lachesis muta muta. Este ensaio demonstrou
que esta associagio € vidvel e aumentou a resposta ao EC. O aumente da resposta pode ter
ocorrido em fungdo de dois mecanismos: 1°) devido & atividade proteolitica do veneno de
Bothrops jararaca sobre o veneno Lachesis muta muta, inibindo a atividade supressora deste

aitimo, por digestio enzimdtica; 2°) efeito adjuvante do veneno de Bothrops jararaca.

Face aos resultados encontrados, tornou-se necessdrio saber se este efeito seria
ocasionado por apenas um ou mais componentes do veneno, ou ainda, se ocorriam em
decorréncia da soma dos efeitos fisiopatologicos. Sendo assim, 120mg de veneno foi
passado em coluna de cromatografia de Superdex® 75, onde foram obtidas seis fragoes

distintas.

Todas as fragBes obtidas na cromatografia foram analisadas quanto aos seus
componentes, em fun¢fio do peso molecular, através de eletroforese em gradiente de 6% a

20% de gel de poliacrilamida, em presenga de Dodecil Sulfato de Aménio (SDS).

O efeito supressor foi encontrado nas fracdes 4 ¢ 5. A fracio 4 apresenta
proteinas na faixa de 24kDa 3 6kDa. A fracfo 5 nfo apresentou nenhuma banda protéica na
eletroforese em gel de poliacrilamida, mas devido ao seu tempo de retengfio durante a
cromatografia, deduz-se que esta possui proteinas na faixa de 6kDa e 3kDa. A auséncia de
uma banda protéica capaz de fixar a coloragiio na eletroforese, talvez esteja relacionada a
sensibilidade do meétodo, pois a coloragdo com nitrato de prata ou, “Comassie Blue” ou,
Negro de Amido necessitam de aminodcidos redutores, ou seja, doadores de elétrons para a

fixag#o da cor. Muitas vezes a escassez destes aminodcidos ou a acessibilidade ou ainda o
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tratamento com SDS podem impedir que o cromodgeno se ligue ao peptideo (OAKLEY,
KIRSH, MORRIS, 1980).

Entre todas as fragdes obtidas somente as fragGes 1, 2 e 3 apresentam efeito
fisiopatolégico e letal. As fragSes 4, 5 e 6 ndo apresentaram alteragdes de comportamento
dos animais tais como estagnaglo, hipermotilidade ou rotagdio, alteragdes
anatomopatoldgicas ou efeito letal sobre camundongo, em doses de até 300ug (dados ainda
niio publicados, fornecido pelo Laboratério de Farmacologia do Instituto Butantan).

Além de se estudar a resposta priméria das diferentes fracSes e seus efeitos na
modulagio da resposta imune, foi realizado teste em camundongos selecionados, de modo a
observar a resposta secundaria das fragoes. Tanto o veneno total como as fragdes 4 ¢ 5,
mostraram aumento na resposta secundéria, quando comparados a resposta primaria, porém
significativamente menores do que no controle ou animais imunizados com as fragdes 1, 2 ¢
3. Este fato demonstra que o efeito supressor ndo € total e que ha formagio de meméria

imunolégica para estas frages.

Muitas espécies animais j& foram utilizadas na produgio de soros hiperimunes:
coelhos, cdies, ovinos, caprinos e eqiliinos (BISMUTH et al, 1996; CHIPPAUX &
GOYFFON, 1998). Mas a produgio industrial, ou seja, em larga escala, adotou os eqilideos
como principais doadores de matéria prima para a obtengdo de soros hiperimunes de uso

terapéutico.

A escolha dos eqiiideos recaiu em trés pontos fundamentais: a) ficil decantagdo
dos eritrocitos — conseqgiientemente uma boa separagdo dos elementos sélidos do sangue,
levando a um maior rendimento; b) facilidade no manejo diario — apresenta melhores
condi¢Bes de higiene e tratamento, permitindo a obtencio de um produto com qualidade
assegurada; c) volume de plasma reiativamente elevado — em média um eqiiidec pode ser
sangrado em até 4% do seu peso corporal, sendo assim foi o animal que apresentou melhor

relagdo custo/beneficio (WILDE et al., 1996).

Até o presente momento, nenhuma outra metodologia de producio de soros
antipegonhentos foi desenvolvida. A produgio de anticorpos monoclonais ou hibridos ou
quiméricos (SULLIVAN, 1986) e, mais recentemente, a producio de anticorpos sintéticos
(HAUPT & MOSBACH, 1998) ndo tem a possibilidade de serem produzidos por dois
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motivos: 1°) a obtengdio destes anticorpos tem custo extremamente elevado para a produgio
em larga escala, ainda se levarmos em conta o nimero de acidentes ofidicos no Brasil; 2%
incapacidade de se neutralizar todos os efeitos toxicos dos venenos com apenas um ou dois
clones, assim seriam necessdrios pelo menos dois clones para neutralizacio de uma Gnica
proteina do veneno de escorpido (EL AYEB & ROCHAT, 1988).

Uma vez demonstrada a agéio supressora do veneno de Lachesis muta muta em
camundongos a antigenos ndo relacionados, tornou-se de extrema necessidade estudar a
influéncia negativa desta fragdo na produgéo de soros de uso terapéutico. Se considerarmos
que os efeitos fisiopatologicos causados em um acidente ofidico podem estar ligados &
associagio de uma ou mais substincias presentes no veneno, ¢ que a produgdo de anticorpos
especificos capazes de neutralizar estes componentes do veneno pode estar sendo
influenciada pela frag8o supressora, ¢ importante, cientifica e economicamente, verificar a
produgdo de anticorpos em eqiiideos imunizados com veneno total ¢ com veneno fracionado,

ou seja, sem a presenga da fracdo supressora.

Sendo assim ensaios iniciais foram realizados em seis cavalos, separados em trés
grupos de dois animais, imunizados com veneno purificado, veneno integral e veneno
associado ao veneno de Bothrops jararaca. Ao compararmos a produgdo de anticorpos entre
os trés grupos, aquele que recebeu veneno purificado respondeu 2,6 vezes a mais em teste de
inibigdo da hemodlise indireta do que recebeu o veneno integral. E, em ensaio
imunoenzimatico, o grupo que recebeu veneno purificado teve uma titulagio 3,35 vezes

maior do que recebeu veneno integral.

O teste de inibicdo da hemolise indireta mede a capacidade do soro neutralizar a
agdo da fosfolipase A sobre eritrGeitos de carneiro, ji que esta enzima em presencga de
célcio e lecitina forma uma hemolisina, a qual possui agdo dose-dependente, podendo ser

quantificada (GUTIERREZ et al., 1988).

Pelo ensaio imunoenzimatico, detectamos os anticorpos conira o veneno total de

Lachesis muta muta, quando, também, foi determinada a dose efetiva 50%, avaliando a

dituigio 6tima do soro de cada cavalo, de modo a permitir a analise das médias entre os
grupos (LEINIKKI & PASSILA, 1977).
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Frente a estes resultados, decidimos aplicar o esquema de imunizagdo utilizado
neste experimento para a produgfio do soro antibotropico-laquético, utilizando o veneno
purificado. em oito cavalos novos de produgdo, cujos titulos obtidos foram superiores aos de
outros cavalos j4 em imunizag8o hd dois anos com veneno integral, tanto em ensaio

imunoenzimatico como em teste de soroneutralizagio in vivo.

Com a aplicagfio do veneno livre dos fatores imunossupressores, foi possivel um
aproveitamento dos plasmas eqiiinos 6 vezes superior ao que vinha sendo obtido
normalmente, conforme avaliacfio dos resultados in vive e, conseqilentemente, um aumento

do nimero de ampolas por lote de soro produzido.

Salientamos que potco ou praticamente nada existe publicado com referéncia ao
efeito de pegonhas sobre o sistema imunologico. O estudo sobre a imunologia dos venenos
nfo primou por visar o efeito destes sobre o sistema de defesa, mas sim sobre a capacidade
de reconhecimento e interagfio, no intuito de se neutralizar os efeitos téxicos do veneno total
ou de suas subfracSes. Sendo assim, quatro itens inerentes ao veneno contribuirdo para
maiores conhecitnentos sobre a insinologia especifica dos mesmos: a) As respostas as
fragBes dos venenos sdo altamente especificas, isto quer dizer que os anticorpos podem
diferenciar as varias formas de um isdmero antigénico; b) A presenca de memoria
imunolégica contribui para que em um curto espago de tempo ocorra produgio de
anticorpos, ap6s uma primeira exposi¢do ao veneno; c) Amplificagfio da resposta, tanto em
especificidade como em quantidade, depois de repetidas imunizagdes; d) A perda da prépria
tolerdncia (“self-tolerance”), resuitande em doengas auto-imunes, em razio do préprio
mecanismo de acdo téxica do veneno, levando a exposi¢do de antigenos préprios do

hospedeiro, que antes nfio haviam sido expostos. Todos estes mecanismos ndo s#o

exclusivos da imunizag3o dos venenos (RUSSELL, 1988).

Contudo, nos ultimos 40 anos, a acfo destes venenos sobre o sistema
complemento e os seus efelios inflamatdrios e, conseqiientemente, as agdes fagocitarias,
foram os poucos temas explorados e, mais recentemente os efeitos adjuvantes dos venenos

foram vistos em alguns irabalhos.
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A agéio do veneno ofidico sobre o sistema complemento foi bastante explorado,
principalmente na capacidade de deletar ou diminuir algum componente da cascata

enzimatica.

Sabe-se que os venenos que contém CVF (Cobra Venom Factor) ou substincia
similar levariam & imunossupressdo da resposta imune humoral pela dele¢io do componente
C3 do sistema complemento (MARTINELLI ef al. 1978a). Na regulagio da resposta imune,
o componente C3 do sistema complemento ndo tem um mecanismo definido. Acredita-se
que a facilidade de interaggo com os receptores de complemento nas APCs poderiam mudar
a via ¢ a forma de processamento e apresentagdo do epitopo antigénico ao complexo de
histocompatibilidade principal (MILETIC & FRANK, 1995). Também ¢ dado como funcio
do C3 a atividade mitética sobre os linfécitos T. Deste modo, a delegiio do componente C3

poderia levar a diminuigdo da resposta aos antigenos T-dependentes (WEILER & HOBBS,
1987).

Acreditamos que o mecanismo de agfo imunossupressora do veneno de Lachesis
muta muta seja diferente do que aquele exercido pelo veneno de Naja naja, j& que até o
presente momento ndo foi encontrado no veneno da familia Crotalidea, componente gue
atua diretamente sobre o sisterna complemento. O efeito supressor causado pelo veneno de
Naja ngja cessa apés 5 dias enquanto que o efeito causado pelo veneno de Lachesis muta

muta perdura durante toda a cinética de produgido de anticorpos em camundongos.

No que diz respeito ao efeito inflamatorio, existem divergéncias quanto ao seu
mecanismo, quando induzido por venenos. Alguns autores acreditam que esse efeito seria
induzido pela agéo edematogénica, enquanto outros, responsabilizam ao efeito hemorragico
€ miotoxico que os venenos possuem (LOMONTE, TARKOWSKI, HANSON, 1993:
BARROS et al., 1998).

A atividade adjuvante do veneno botrépico ja foi demonstrada por GUIDOLIN
et al. (1998}, na imunizagdo de eqiiinos para a produgdo de soros antibotrépico-tetanico, em
que houve um aumento significativo nos titulos para anticorpos antitetdnicos, nos animais
que receberam, concomitantemente, anatoxina tetinica e veneno de B. jararaca, quando

comparados aos antmais que receberam apenas anatoxina tetdnica. HELMBOLD et al.,

Discussiio
72



(1986), fazem mengdo as propriedades mitogénicas de veneno de serpentes (Agkistrodon
rthodostoma} para linfocitos T ¢ B, pois é comum a presenca de substincias semelhante s

lectinas (glicoproteinas) em venenos de serpente.

Os mecanismos das drogas imunossupressoras ji estfo bem caracterizados, e os
principais firmacos atuam na cooperagéio celular, seja deletando a célula alvo, diminuindo a
expressiio de um receptor, ou a producdo de alguma citocina, ou alterando o mecanismo de
reconhecimento antigénico ou, ainda, diminuindo e alterando a replicagdo celular,

principaimente das células imunocompetentes, como descrito na introdugdo.

Os receptores das células imunocompetentes e os fatores humorais da imunidade
podem ser afetados por diversas substincias, sendo as principais: os adjuvantes e as drogas

imunomoduladoras, tanto para incrementar como diminuir a resposta imune.

Contudo a produgdio de soros hiperimunes contra venenos ofidicos requer uma
resposta dos cavalos a todos os elementos téxicos presentes. Qualquer outro fator gue
impeca o maximo de resposta nos eqitideos € considerado um fator de aumento de custo e
perda de qualidade. Caracteriza-se por boa qualidade de um soro hiperimune a sua baixa ou
nula concentragiio de protefna inespecificas, seu alto grau de pureza, ou seja, que na sua
composi¢io haja somente imunoglobulinas e ambos associados a uma atividade
neutralizante satisfatdria do efeito letal, bem como a outras atividades bioldgicas do veneno.
Estas caracteristicas s6 sdo alcangadas, quando a poténcia dos plasmas hiperimunes é bem
elevada.

Considerando este ponto de vista, este trabalho contribuiu significativamente
para a obtengdo de um plasma com maior capacidade neutralizante da atividade letal e,
conseqiientemente, com maior pureza. Foi possivel obter uma redugio de custo de pelo
menos 50%, visto que, apesar do aumento dos titulos plasmdticos, os niveis de rendimento
no processo de purificagio dos plasmas para produgdo de soros comerciais, ainda sfo

baixos, na ordem de 40%.
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6. CONCLUSOES



Este trabalho concluiu que:

a) O veneno de Lachesis muta muta possui ag¢do imunossupressora sobre a

produgéio de anticorpos a antigenos nfo relacionados.
b) A aglio imunossupressora ¢ dose-dependente

¢) Ha pelo menos dois componentes no veneno que sfio responsaveis pela

imunossupressio.

d) A imunizagio de camundongos com o veneno de Lachesis muta muta sem a
fragdo imunossupressora faz com que a resposta aos antigenos néo relacionados seja igual

a0s animais controles.

e} A imunizacdo de cavalos com o veneno de Lachesis muta muta sem a fragdo
imunossupressora faz com que a resposta ac veneno seja superior aos animais imunizados

com veneno total.

f) A resposta secundaria a antigenos n#o relacionados ¢ inferior nos animais que

receberam veneno total ¢ a fragdo com atividade imunossupressora.
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7. SUMMARY



In order to study the effect of Lachesis muta venom on the antibody response to
unrelated antigens we first made an experimental analysis on mice genetically selected for

high antibodies’ production (Hgp lines), to determine the effect of Lachesis muta venom on

the anti-sheep erythrocytes (SE) response.

Groups of mice received 100ug of venom in 0,5mi by intraperitoneal (ip) route
72, 24 hs before or simultaneously with 5 X 10® SE/0,5mi ip. In a second test, we repeated
the same experiment as described above with B. jararaca and C. d. terrificus venoms using
18ug/0,5ml and 0,6pg/0,5ml respectively, in order to observe wether the inhibitory effect

was present in venoms of other species.

To elucidate if the depletory effect was present only in a particular venom
fraction, around 120mg of Lachesis muta muta venom was applied to a Superdex® 75
column. Six fractions were studied for their biological activity and biochemical aspects

(polyacrilamide gel electrophoresis).

The results showed that in relation to the control groups (SE only) the total
Lachesis muta venom promoted a clear, significant (P < 0.001) and persistent decrease in
the anti-SE antibody response, mainly in the group that received venom 72hs before. The
venoms of B. jararaca and C. d. terrificus did not show any inhibitory effect. After the
chromatographic separation fraction 4 (molecular mass between 24 and 30 kDa) and 5
(molecuiar mass between 10 and 14 kDa) showed a significant supressive effect (P < 0.001

and P < (.01 respectively).

These data showed an inhibitory effect of Lachesis muta venom on an unrelated

antigen. The activity is dose dependent and is present only in this species of Crotalidae

family.

The experiment with select mice has got subject to be applied in antivenom
production. When horses were immunized with Lachesis muta venom without supressive
frations, the sera were three times more effetive than the same sera from the horses which

received total Lachesis muta venom.
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