1 - INTRODUCAO

1.1 - Adjuvantes

Os adjuvantes sdo usados para ajudar o antigeno a desencadear uma
resposta imune rapida, intensa e duradoura utilizando a menor quantidade de
antigeno possivel (GUPTA & SIBAER, 1995; HE et al, 2000).

O adjuvante ideal deve proporcionar o minimo de reacdes tOxicas locais e
sistémicas, além de biodegradavel, econémico e simples fabricacdo. Os adjuvantes
podem ser agrupados em substancias que atuam como: causador da formacao de
deposito no local da injecdo (adjuvantes a base de 6leo, combinacdes minerais);
atuando como carreador do antigeno até as células do sistema imune (lipossomas,
adjuvantes a base de 06leo); e, agindo diretamente como estimulador do sistema
imune (Adjuvante Completo de Freund — FCA, Lipopolissacarideo — LPS, Toxina de
Pertussis — PT) (GUPTA & SIBAER, 1995).

Dois fatores centrais envolvidos nos mecanismos de acdo de adjuvantes no
aumento da imunogenicidade de um antigeno incluem a proliferacéo de células T e
sua ativacdo, bem como mobilizacdo e ativacdo de células apresentadoras de
antigeno (APCs) (LAMBRECHT et al, 2009).

Ao estudar os adjuvantes, Freund notou um expressivo aumento na producao
de anticorpos ao incorporar o antigeno em parafina. Desenvolveu-se entdo o mais
potente adjuvante conhecido, o Adjuvante Completo de Freund (FCA — Freund’s
Complete adjuvant), composto de uma emulsdo agua em Oleo adicionada de
Mycobacterium sp. Ha também o Adjuvante Incompleto de Freund (Freund’s
incomplete Adjuvant - FIA), no qual ndo ha a Mycobacterium sp. No entanto, o FCA
merece atencdo especial porque o seu uso pode ser perigoso, devido aos seus
efeitos colaterais: dor, febre, nodulos, eritema, necrose e abscesso, é utilizado

somente em projetos experimentais (SCHEIBNER, 2001; www.fortdodge.com.br).



http://www.fortdodge.com.br/

Os adjuvantes mais usados atualmente em vacinas de humanos sao os sais
de aluminio, hidréxido ou fosfato (ULANOVA et al, 2001; IYER, 2003). Os antigenos
vacinais unem-se ionicamente com os sais de aluminio e formam uma suspenséao
microscépica, da qual os antigenos séo liberados lentamente no organismo,
aumentando a resposta humoral de anticorpos. Esses adjuvantes tém pouca acao
sobre a formacdo da imunidade celular. Outro adjuvante, denominado MF59,
baseado na formacdo de uma emulsdo 4gua em Oleo e que utiliza esqualeno, foi

licenciado para uso na vacina de influenza (SCHATZMAYR, 2003).

No entanto, trabalhos recentes sobre aluminio e a emulsdo de MF59, tem
demonstrado que, além de func¢des da liberacéo lenta do antigeno, essas classes de
adjuvantes também podem ativar vias de imunidade inata in vivo, gerando um

ambiente imunocompetente no local da injecao (TRITTO et al, 2009).

Novos adjuvantes tém sido estudados com resultados variaveis, sendo
possivel que novos produtos sejam introduzidos em futuro préximo. Sistemas de
encapsulamento de antigenos, de modo que sejam liberados mais lentamente no
organismo, e com isso atingir maior niamero de células alvo do sistema imune, vém
sendo desenvolvidos, e novas vias de inoculacdo vém sendo estudadas, em
particular a introducdo através da pele e em mucosas, sitios primarios da infeccéo
do organismo pela grande maioria dos microorganismos (SCHATZMAYR, 2003).
Outros adjuvantes estudados tém mostrado niveis de toxidade maiores do que o
ideal em humanos, sendo alguns usados na veterinaria (PATIL et al, 2002; LI et al,
2007).

Além de aumentar a imunidade e resposta imune aos antigenos
administrados, outro beneficio dos adjuvantes é que eles também diminuem a
guantidade de antigeno necessaria para induzir a resposta imune, tornando o custo
da vacina mais eficaz. Assim é possivel a concepcdo e escolha de adjuvantes
adaptados as necessidades especificas do antigeno, espécie e situacao (SPICKLER

& ROTH, 2003).

A importancia do conhecimento de novos adjuvantes e de seu mecanismo de

acdo é posta em evidéncia quando se sabe que, atualmente, a nova geracdo de
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vacina somente tera bons resultados se ministradas com adjuvante seguro,
adequado e eficaz. Assim, o uso de produtos naturais como imunoadjuvantes,
sobretudo aqueles de baixa toxicidade e baixo preco, para emprego em
procedimentos de imunizacao/vacinacdo humana e/ou animal, podera tornar-se uma

alternativa de interesse biologico e econdémico (LIMA, 2002).

O uso dos O6leos vegetais como imunoadjuvantes tem apenas raras
referéncias na literatura especializada. Os acidos graxos insaturados foram
mostrados como agentes inflamatérios e imunorreguladores. O mecanismo de acao
dos &cidos graxos como imunorreguladores parece ser exercido através das células-
T (SILVA, 2001).

A Carapa guianensis (Andiroba) é uma espécie vegetal de uso multiplo; a
madeira e 0 Oleo extraido das sementes sdo dois dos produtos mais importantes.
Entre as espécies nativas da Amazobnia, a madeira da andiroba é uma das mais
estudadas, sendo considerada nobre e sucedanea do mogno. O Oleo é procurado
para uso cosmeético e medicinal. Como uso medicinal é usado contra processos
antiinflamatérios como: artrite, distensdes musculares e alteragcbes dos tecidos
cutaneos. Popularmente, o cha da casca e das flores é usado como remédio para
combater infeccdo bacteriana e o cha do cerne como fungicida. Recentemente, a
Fundacdo Oswaldo Cruz lancou no mercado velas de andiroba que sdo indicadas
para repelir mosquitos transmissores de doencas, como o da dengue e o da malaria.
(FERRAZ et al, 2002; FERRAZ, 2003). Na literatura revisada, ndo foram encontrada

informacé&o sobre o0 uso da andiroba como adjuvante.

O carbopol tem suas principais aplicacbées como gelificante na preparacao de
géis, usado como incrementadores da viscosidade em liquidos e como aglutinadores
em comprimidos (VILLANOVA et al, 2010).

O carbopol € um espessante, bastante utilizado em formulacdes como
emulgéis, que possui em sua estrutura uma pequena porcéo lipofilica em adicéo a
uma grande porc¢do hifrofilica funcionando como emulsificantes 6leo em agua. A

parte lipofilica deste polimero se localiza na interface Oleo-agua e a porcéo



hidrofilica em presenca de &gua forma um gel que envolve as goticulas de 6leo
(GOODRICK, 1997).

Os polimeros de carbopol tém um fendmeno de superficie chamado de
bioadesdo, na qual adere a superficie biolégica. Muitos polimeros hidrofilicos
aderem a superficie da membrana e eles atraem a agua da superficie epitelial,
podendo formar pontes de hidrogénio entre o polimero e o substrato aderente
(ANLAR et al, 1993).

O carbopol 934 é um polimero de acido acrilico utilizado como adjuvante, com
propriedade emulsificante. A maxima associacdo do carbopol com o antigeno é
obtida com um pH entre 6,8 e 7,2. Como o carbopol € um polimero promove um
encapsulamento do antigeno, provocando uma lenta liberacdo do antigeno
facilitando o reconhecimento deste pelas células de defesa e desencadeando uma
resposta imune eficaz. Observou-se em experimentos a inducdo na producao de IgA
e IgG em resposta a organismos de doencas respiratérias. Também houve uma
melhor resposta humoral e celular quando comparado com o Hidréxido de Aluminio -
Al(OH)3 e é seguro e efetivo quando testado em camundongo

(www.mvplabs.com/adjuvants.technology.htm).

1.2 — Soroterapia

Atualmente, o Unico tratamento eficaz comprovada em casos de acidentes
ofidicos € a soroterapia, que consiste na administracdo de anti-soros por via e doses
adequadas em tempo habil para evitar sequelas mais graves (ROGERO &
NASCIMENTO, 1997).

A soroterapia foi introduzida como tratamento, devido a estudo de Albert
Calmette e Vital Brazil. O pesquisador Calmette demonstrou que, 0 soro resultante
da imunizacdo de animais com o0 veneno de serpentes, era capaz de neutralizar as
atividades toxicas do veneno (VITAL BRAZIL, 1987)



No Brasil, o estudo sobre os anti-soros comec¢ou com Vital Brazil no inicio do
século passado, verificando que o soro néo é eficaz para todos os tipos de venenos,
ou seja, existe a especificidade dos antivenenos para uma determinada espécie ou
grupo de serpentes. Desde entdo a producdo passou a ser de antivenenos
monovalentes e polivalentes especificos para género e/ou espécie (FRANCA & FAN,
1992).

O soro antiofidico é tradicionalmente produzido a partir da inoculagdo do
veneno das serpentes em cavalos, que entdo produzem anticorpos especificos para
neutralizar o efeito das toxinas. Sdo as imunoglobulinas IgG dos cavalos,
devidamente purificados e processados, que compdem os diferentes soros, contra
acidentes com serpentes da familia das jararacas, cascaveis, surucucus ou/e corais.
Com a queda da resisténcia organica do cavalo devido a toxicidade do veneno e uso
de adjuvantes toxicos, eles podem chegar a Obito. A inoculacdo do veneno
botropico, provoca lesdo local e efeitos sistémicos, debilitando assim a animal
(ROGERO & NASCIMENTO, 1997; MUNIZ, 2000).

A dosagem do antigeno inoculado, precisa ser muito controlada, se for
pequena demais, os cavalos nao produzem anticorpos suficientes e, se for
excessiva, podem morrer. A toxicidade também deve ser reduzida, para minimizar os
prejuizos a saude dos animais, o que ¢ feito tradicionalmente através de substancias
guimicas chamadas glutaraldeidos ou inibidoras de centros ativos. Ao reagir contra
as toxinas dos venenos, o organismo do animal também produz anticorpos contra
estas substancias quimicas ou contra infeccdes secundarias relacionadas ao tipo de
venenos, como no caso das toxinas de jararacas, que produzem lesdes nos tecidos
(IPEN, 2008).



1.3 - Serpente Bothrops

1.3.1 - Epidemiologia

No Brasil existem 17 espécies de serpentes que fazem parte do género
Bothrops, sendo a Bothrops atrox ( Linnaeus, 1758) encontrada em toda a Amazdnia
(CAMPEBELL & LAMAR, 1989).

A epidemiologia dos acidentes botrdpicos relaciona-se ao fator clima e setor
agricola, tendo em cada regidao do Brasil periodos de maior incidéncia (BRASIL,
2001). No Amazonas acidentes ofidicos acontecem, principalmente, no periodo das

chuvas (novembro a maio) quando os rios ficam cheios (IMTM, 1995).

Figura 1: Distribuigdo geogréfica da B. atrox no Brasil Figura 2: Jararaca (Bothrops atrox) (Paulo S. Bernarde)

(BRASIL, 2001)

Dados do Ministério da Saude apontam em torno de 20 mil casos anualmente.
Nos anos de 2008 e 2009 ocorreram 49.575 casos de acidentes com serpentes no

Brasil, e na regido Norte com 14.823 casos (www.saude.gov.br).




No estado do Amazonas foram registrados 2.811 acidentes com serpente nos
anos de 2008 e 2009. Em Manaus, no mesmo periodo, foram atendidas na
Fundacdo de Medicina Tropical (FMT-AM) 362 vitimas de acidentes, sendo 95%
ocasionados pela espécie B. atrox (www.fmt.am.qgov.br).

Os acidentes humanos provocados por picadas de serpentes sdo um sério
problema médico-hospitalar e social pela freqiiéncia com que ocorrem e pela morbi-
mortalidade que ocasionam, uma vez que a maior parte das regiées onde ha esse
tipo de acidente corresponde as nacdes subdesenvolvidas e os acidentes ocorrem
em sua maioria, em areas rurais remotas onde os dados epidemiologicos séo

geralmente escassos e subestimam a verdadeira situacdo (CARDOSO et al, 2003).

1.3.2 - Bioquimica e mecanismo de acao do veneno botropico

O veneno botrépico contém proteinas e peptideos com atividades bioldgicas
locais e sistémicas. O veneno apresenta trés atividades: proteolitica, inflamatoria
local aguda, coagulante e hemorragica (ROSENFELD, 1971). Em humanos, o
envenenamento por Bothrops atrox causa efeitos locais como inflamacéao,
hemorragia local e necrose além de efeitos sistémicos, inclusive alteracdes na
coagulacdo de sangue e tipos varios de sangramentos distante do local de mordida
(KAMIGUTI et al, 1996) Sdo também responsaveis por distirbios homeostatico do
sangue e trombose, que séo largamente causados por serino e metaloproteinases,

gue sao os seus principais componentes (MATSUI et al, 2000).

A atividade proteolitica tem sido relacionada a enzimas identificadas como
serino ou metaloproteinases. Elas sdo responsaveis por intensas reacdes locais
como: edema, hemorragia e necrose; acdo hemorragica promovida pelas
hemorraginas ou fatores hemorragicos; acdo coagulante e liberacdo de bradicinina
(IWANAGA & SUZUKI, 1979).

As metaloproteinases sdo proteinas com atividades proteoliticas que contém

célcio e zinco em suas moléculas, sendo responsaveis pela hemorragia no
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envenenamento botrépico (VARANDA & GIANINNI, 1994). Elas podem ser divididas
em quatro classes: Classe P-1 (20 e 30 kDa); Classe P-1l (30 e 50 kDa); Classe P-lll
(50 e 80 kDa); e, Classe P-IV (80 e 100 kDa). Sendo a Classe P-lll com massa
molecular de 50 kDa e 80 kDa, as enzimas que apresentam intensa atividade
hemorragica nos venenos (HITE et al, 1994; BJARNASON & FOX, 1995; SERRANO
& FOX, 2005). As metaloproteinases de massa molecular 23 kDa (Classe I) e 50 kDa
(Classe lll), respectivamente, que estdo presentes em quantias mais altas no
veneno de B. atrox de espécimes adultos (LOPEZ-LOZANO et al, 2002).

No veneno de espécies de B. Atrox, procedentes da regido de Manaus, foram
identificadas varias classes de toxinas classificadas em metaloproteinases,
serinoproteinases, fosfalipases A,, L-aminooxidades, lectinas, fatores de
crescimento dos nervos, fatores de crescimento vascular endotelial e proteinas de
cisteina (GUERCIO et al, 2006).

As enzimas isoladas do veneno, que possuem atividades tipo “trombina-
simile” sdo serinoproteinases, com a capacidade de atuar sobre a molécula de
fibrinogénio encontrado no sangue humano, transformando diretamente em fibrina
formando coagulo fraco (KAMIGUTI et al, 1988; SILVA et al, 2003). O veneno
botropico ao penetrar lentamente na circulacdo desfibrina o sangue, tanto pela
geracao de trombina como pela acao direta sobre o fibrinogénio. Se a penetracdo é
rapida e a dose total € pequena, essa desfibrinacdo € precedida de
hipercoagulabilidade que dura alguns minutos. Se a dose € elevada, e pela via
venosa, h4 morte rapida por coagulacdo intravascular macica dentro de minutos,
seguida de liqguefacdo do sangue pela fibrindlise posterior (ROSENFELD et al, 1967;
ROSENFELD et al, 1970). As serinoproteinases estdo associadas a disturbios
hemostaticos e estas enzimas apresentam massa molecular variando de 26 e 67
kDa, dependendo do teor de glicosilacbes (SERRANO & MAROUN, 2005).

Batroxostatina (Bothrops atrox Serine Proteinase) € uma enzima tipo
trombina-simile derivada do veneno de B. atrox. Se comparado com a trombina que
converte o fibrinogénio em fibrina removendo fibrinopeptideos A e B, na

batroxostatina s6 remove fibrinopeptideo A (ITON et al, 1988).



As miotoxinas sdo componentes quantitativamente importantes nos venenos
de Bothrops, com massa molecular aproximadamente, 13,5 kDa (CINTRA, et al.,
1993; MANCUSO, et al., 1995). O veneno botropico apresenta uma variedade de
isoformas de PLA, miotoxicas e diferencas da expressdo de isoformas entre os
individuos (MEIER, 1986; LOMONTE & CARMONA, 1992; FLETCHER, et al, 1997).

Os venenos de serpentes podem variar na sua composicao bioquimica e na
antigenicidade entre os géneros, espécies e/ou até mesmo entre individuos da
mesma espécie, de acordo com a idade (variacdo ontogenética), sexo e distribuicdo
geogréfica (LOPEZ-LOZANO et al., 2002), o que pode dificultar a formulacdo de

antivenenos especificos para a serpente que provocou o acidente.

As metaloproteinases dos venenos botrépicos causam hemorragia e
desfibrinogenacdo (sangue incoagulavel) em animais de experimentacdo e em
acidentes em humanos. Assim o principal alvo dos soros antiofidicos é neutralizar

essas toxinas.

O veneno de B. Atrox apresenta como principal constituinte toxinas da classe
das metaloproteinases. Assim 0 veneno da espécie apresenta-se como antigeno
ideal para avaliar tipos de adjuvantes naturais e/ou sintéticos que possam melhorar
a qualidade do soro antiofidico na neutralizacdo das atividades das

metaloproteinases.



2 — JUSTIFICATIVA

A producdo de um antiveneno com alta taxa de anticorpos e 0 minimo de
efeitos adversos ndo é facil, pois o veneno constitui-se de uma variedade de
proteinas complexas com atividade biolégicas peculiares e os adjuvantes utilizados
nao satisfazem todas as expectativas.

As vacinas usualmente sdo constituidas de um antigeno e um adjuvante, que
potencializa a resposta imune do antigeno. Um bom adjuvante tem que produzir o
menor efeito toxico possivel e desencadear uma forte resposta imune. Sendo assim,
0 uso de produtos naturais como imunoadjuvantes, sobretudo aqueles de baixa
toxicidade e baixo preco, utilizados na imunizacdo/vacinacdo humana e/ou animal,

podera tornar-se uma alternativa de interesse biolégico e econdmico.

O oleo da andiroba é um produto natural comum na regido e de custo baixo,
sendo o0 mesmo utilizado para varios usos. Uma das vantagens de utilizar adjuvante
a base de oleo de planta em relacdo aos adjuvantes a base de 6leo mineral € que
eles sdo metabolizados e assim sdo mais tolerados pelo organismo. Porém, este

também pode resultar em uma eficacia reduzida como um adjuvante.

O Carbopol 940 é um polimero sintético de baixo custo, que tem sido utilizado

experimentalmente como adjuvante, obtendo altas taxas de imunoglobulinas 1gG.

Existe a necessidade de melhorar a qualidade dos soros antiofidicos
nacionais, assim € preciso pesquisar novos adjuvantes naturais e sintéticos que
permitam produzir soros antiofidicos com maior quantidade de anticorpos

neutralizantes das toxinas dos venenos de serpentes.

Neste estudo produzimos plasmas hiperimunes em camundongos e
avaliamos a presenca de sinais de toxicidade do 6leo de Andiroba e Carbopol 940
associados ou ndo com o adjuvante Hidréxido de Aluminio, utilizando como

antigenos as toxinas do veneno de B. atrox.
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3- OBJETIVOS

3.1 -Objetivo geral

Produzir plasmas hiperimunes contra as toxinas do veneno de B. atrox
utilizando adjuvantes naturais e/ou sintéticos.
3.2 — Objetivos especificos
- Produzir, em animais de laboratorio, plasmas hiperimunes contra as atividades das
toxinas do veneno B. atrox utilizando como adjuvantes 6leo de Andiroba, Carbopol

940 e Hidréxido de aluminio [AlI(OH)3];

- Detectar sinais de toxicidade, por meio da observacao visual de manifestacdes de

reacdes adversas, produzidas pelos sistemas imunizantes utilizados;

- Comparar a eficacia neutralizante dos plasmas hiperimunes de camundondos

obtidos sobre as atividades téxicas do veneno de B. atrox;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais e Venenos

O veneno liofilizado de B. atrox foi fornecido pelo Banco de Venenos do
Laboratorio de Toxicologia Molecular do Centro de Ofidismo Prof°. Paulo Friederich
Buhrnheim da Fundacédo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM).

Os experimentos para a avaliagdo in vivo foram feitos em camundongos
albinos (Mus musculus) pesando entre 20-22 g, provindos do Biotério Experimental
do Laboratorio de Toxicologia Molecular do Centro de Ofidismo Prof°. Paulo
Friederich Buhrnheim. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico sob

controle da temperatura (22° a 25° C), com agua e alimentacao ad libitum.

4.2- Adjuvantes e protocolos de imunizacgéo

Diversas doses de veneno foram misturadas com um anico adjuvante ou uma
mistura deles, inoculados em camundongos via subcutanea no coxim plantar das

patas posteriores, na regido dorsal ou via intraperitoneal na regidao abdominal.

Os adjuvantes que foram utilizados s&o: Hidréxido de Aluminio [AI(OH)3], Oleo

de semente de Andiroba (Carapa guianensis seed oil) e Carbopol 940 (Carbogel).

4.2.1 — Primeiro protocolo de imunizacado experimental

Realizado com 4 doses imunizantes, com intervalos de 15 dias entre cada
dose. Administrado 20 pl da solucdo das misturas (antigeno + adjuvante) em solucéo
salina 0,9 %, via subcutanea no coxim plantar das patas posteriores em todos os
grupos de adjuvantes, exceto no de Hidréxido de Aluminio que foi 200 ul da solucéo

via intraperitoneal na regido abdominal.
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A dose do antigeno foi de 8 ug de veneno B. atrox em todos 0s grupos,
exceto em Hidroxido de Aluminio que foi 20 ug de veneno B. atrox como dose do

antigeno.

- Grupo experimental com o adjuvante Carbopol 940: 64 % em solucéo salina 0,9
%.

- Grupo experimental com o adjuvante Oleo de Andiroba: 96 % em solucéo

salina 0,9 %.

- Grupo experimental com os adjuvantes Oleo de Andiroba + Carbopol 940: 91

% de 6leo de Andiroba + 9 % de Carbopol 940 em solucgéo salina 0,9 %.
- Grupo experimental com o adjuvante Hidroxido de Aluminio: 0,2 mg Al(OH);
em solucéao salina 0,9 %.
4.2.2 — Segundo protocolo experimental de imunizagéo

Realizado com 4 doses imunizantes, com intervalos de 15 dias entre cada
dose. Administrado 100 pl da solucdo das misturas (antigeno+adjuvante) em solucéo
tampédo PBS pH 7,4 10 mM, via subcutanea na regido dorsal, alternando os locais de

administracao.

Na primeira, segunda e terceira imunizacdo foram administradas,

respectivamente, doses do antigeno de: 20 pg, 40 ug e 80 pg do veneno de B. atrox.

Na quarta imunizacao foi aplicado apenas o veneno com dose do antigeno de

100 pg veneno B atrox em 100 pl de solugédo tampéo PBS pH 7,4 10 mM.

- Grupo experimental com o adjuvante Hidroxido de Aluminio: 1 mg em solucéo
tampao PBS pH 7,4 10 mM.
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- Grupo experimental com o adjuvante Oleo de Andiroba + Hidréxido de
Aluminio: 1 mg de Hidréxido de Aluminio, 50 % de 6leo de Andiroba e 0,5 % de

Tween 80 em solucao tampéo PBS pH 7,4 10 mM.

- Grupo experimental com o adjuvante Carbopol 940 + 6leo de Andiroba: 9 %
de Carbopol 940, 91 % de Oleo de Andiroba e 0,5 % de Tween 80 em solugéo
tampéao PBS pH 7,4 10 mM.

- Grupo experimental com o adjuvante Hidroxido de Aluminio + Carbopol 940 +
0leo de Andiroba: 1 mg de Hidréxido de Aluminio, 8 % de Carbopol 940, 77 % de
Oleo de Andiroba e 0,5 % de Tween 80 em solugéo tampéo PBS pH 7,4 10 mM.

4.2.3 — Terceiro protocolo experimental de imunizacao

Realizado com 4 doses imunizantes, com intervalos de 15 dias entre cada
dose. Administrado 100 ul da solucdo das misturas (antigeno + adjuvante) em
solucéo tampao pH 7,4 10 mM, via subcutanea na regiao dorsal alternando os locais

de administracao.

Na primeira, segunda e terceira imunizacdo foram administradas,

respectivamente, doses do antigeno de: 20 pg, 40 pug e 80 pg do veneno de B. atrox.

Na quarta imunizacao foi aplicado apenas 100 pg do veneno de B. atrox em
100 pl de solucéo tampédo PBS pH 7,4 10 mM.

- Grupo experimental com o adjuvante Hidroxido de Aluminio: 1 mg em solucéo
tampao PBS pH 7,4 10 mM.

- Grupo experimental com os adjuvantes Oleo de Andiroba + Hidréxido de

Aluminio: 1 mg de Hidroxido de Aluminio, 50 % de 6leo de Andiroba e 0,5 % de

Tween 80 em solugao tampéo PBS pH 7,4 10 mM.

14



Em todos os protocolos experimentais de imunizacdo, ap0s sete dias da
tltima dose de imunizacdo, os animais foram anestesiados com inalacédo de éter,
sangrados pelo plexo braquial, e o sangue coletado e armazenado em tubos de
hemdlise por 30 min a temperatura ambiente e depois 30 min em banho-maria a 37
°C, logo a 8 °C por 1 h, centrifugado a 1500 rpm por 10 min e entdo coletado os

plasmas hiperimunes ou néo imune (controle).

4.3 — Neutralizagdo das atividades enziméticas do veneno B. atrox pelos

plasmas hiperimunes

4.3.1 — Neutralizacao da atividade Gelatinase

Avaliar a eficacia neutralizante com os plasmas hiperimunes experimentais
obtidos da atividade proteolitica das Metaloproteinases do veneno botropico sobre o

colageno (gelatina).

A atividade gelatinase do veneno B. atrox foi avaliada em solucéo de gelatina.
Foi preparada Gelatina a 2 % em tampdo de colagenase Tris 50 mM pH 7,5 e

colocado 500 pl desta solu¢cdo em tubos de ensaio.

Os Sistemas (veneno + plasma hiperimune ou ndo imune) foram preparados
com dilui¢cdes 1:1 (10 pg/10 pl em 100 ul de solucéo salina 0,9 %) e incubadas a 37
°C por 30 min. Apo6s a incubacdo os sistemas foram agregados a cada tubo de
ensaio com Gelatina a 2 %, e incubado por 6 horas a 37 °C. Posteriormente, 0s
sistemas foram levados a 4 °C por 12 horas e apds o tempo transcorrido foi avaliado
a formacédo ou nao do gel. Os ensaios foram feitos em duplicatas.

A formacédo de gel de gelatina sugere a inibicdo da atividade proteolitica das
metaloproteinases hemorragicas do veneno e a gelatina liquida sugere a nao

inibicdo das metaloproteinases pelos plasmas hiperimunes.
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4.3.2 — Neutralizagcao da atividade Coagulante

Neutralizar a atividade proteolitica das Metaloproteinases e serinoproteinases
na alteracao dos fatores de coagulagcdo do sangue através dos plasmas hiperimunes
experimentais obtidos.

A atividade coagulante do veneno B. atrox foi avaliada em plasma humano.
Previamente foram preparados tubos de ensaio com 200 pl de plasma humano
citratado a 37 °C.

Os Sistemas (veneno+plasma hiperimune) foram preparados em diferentes
diluicdes, tendo como dose desafio 10 pg do veneno de B. atrox em 50 pl de solucéo
salina 0,9 % e incubadas a 37 °C por 30 min. ApOs a incubacédo o sistema foi
agregado a cada tubo de ensaio com plasma humano e incubado a 37 °C.
Posteriormente, os sistemas foram avaliados quanto ao tempo de inicio de formacéo

do coagulo de fibrina. Os ensaios foram feitos em triplicata.

O aumento do tempo de inicio da formacao do coagulo de fibrina com respeito
ao tempo do controle, sugere a inibicdo pelos plasmas hiperimunes da atividade das
metaloproteinases e serinoproteinases sobre as toxinas do veneno do B. atrox que

atuam sobre os fatores da coagulacéao.

4.3.3 — Neutralizacao da atividade Hemorragica

Neutralizar as atividades das Metaloproteinases do veneno botrépico,

responsaveis pela hemorragia, através do plasma hiperimune.

A atividade hemorragica foi avaliada in vivo em camundongos.

Os sistemas (veneno+plasma hiperimune) foram preparados em diferentes
diluicdes, tendo como dose desafio 10 pg do veneno B. atrox em 100 pl de solugéo
salina 0,9 % e incubados a 37° C por 30 min. Apos a incubacao os sistemas foram

injetados via intradérmica no abdémen dos camundongos, previamente depilados.
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Apés 2 horas, os animais foram sacrificados, a pele removida e o didametro (mm) do
halo hemorragico medida.

A porcentagem de eficicia da neutralizacdo da atividade hemorragica dos
plasmas hiperimunes foi obtida pela seguinte formula:

% Eficacia neutralizante = 100 — ( didmetro experimental x 100)

didmetro controle

4.3.4 — Neutralizacdo da atividade Desfibrinogenante

Neutralizar a atividade desfibrinogenante do veneno botropico pelos plasmas

hiperimunes obtidos.

A neutralizac&o da atividade desfibrinogenante foi avaliada in vivo.

Os Sistemas (veneno+plasma hiperimune) foram preparados com diluicbes
1:1 (6 png/6 pl em 200 ul de solugéo salina 0,9 %) e incubadas a 37 °C por 30 min.
Apoés a incubacédo, os sistemas foram injetados via intravenosa (veia caudal) em
grupos de trés camundongos. Apos duas horas os animais foram anestesiados por
inalacdo de éter, sangrados pelo plexo braquial, e o sangue coletado, deixado em

tubos de vidro por uma hora & temperatura ambiente.

A capacidade de neutralizacdo dos plasmas hiperimunes foi verificada apos
esse periodo, com a observacao ou ndo de coagulacdo sanguinea. A formacao de
coagulo sugere inibicdo da atividade desfibrinogenante pelos plasmas hiperimunes

usados.

4.3.5 — Neutralizacao da atividade Letal

A atividade letal DLso do veneno B. atrox foi previamente determinado em 100
pul de veneno/camundongos com 20-22 g por Lépez-Lozano (2002) segundo o
método de probitos (FINNEY, 1971).
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Para a avaliacdo da neutralizacdo da atividade letal do veneno de B. atrox,
foram formados grupos de trés camundongos imunizados com doses de veneno da
B. atrox segundo o terceiro protocolo experimental, utilizando como adjuvante
Al(OH)3 (3 grupos) e 6leo de Andiroba + Al(OH)s (3 grupos).

Ap6s imunizacdo dos camundongos, foram injetados pela via intraperitoneal,
as doses desafios de 3DLsg, 4DLso ou 5DLsp do veneno diluido em solucao salina 0,9
% de NacCl, volume final de 500 ul por camundongo. Os animais foram observados

por 24 horas, anotando-se o nimero de mortos em relagdo ao tempo.

4.4- Anélise Imunoquimica

4.4.1 - Western Blotting

Primeiramente foi preparado o gel de Tris-tricina com Glicerol. Foram utilizadas
as seguintes solucdes: Solucédo A ( Tris-HCI 0,2M pH 8,9); Solucéo B ( Tris-HCI 0,1M
pH 8,2/Tricina 0,1M/SDS 0,1%); Solucédo C ( Tris-HCI 3M pH 8,4/SDS 0,3 %); AB-3
(Acrilamida 48 %/Bisacrilamida 1,5 %); AB-6 (Acrilamida 46,5 %/Bisacrilamida 3%);
Glicerol; Tampao Amostra ( Nao-reduzida: 0,5 ml de Tris-HCI 0,5M pH 6,8/0,4ml
glicerol/0,8 ml SDS 10 %/0,2 ml H20); H,O (ultra-pura) ; Persulfato de Amoénia a 10
% - PSA 10 % (20 pul /200 pl H,O ultra-pura); TEMED (Tetrametiletilenodiamina).

Foi preparado a solucao de gel separador ( 3,3 ml Solucéo C, 3,3 ml AB-6, 1,1
ml Glicerol, 2,3 ml de H,O ultra pura, 70 ul PSA 10 %, 7 ul TEMED) e espacador (
2,5 ml Solucdo C, 1,5 ml AB-3, 3,5 ml de H,O ultra pura, 70 pul PSA 10 %, 7 pl
TEMED). A montagem dos géis foi feita em placas de vidro de 10cmx8cm, e com
espacadores de 1,5 mm de espessura. Primeiro foi colocado o gel separador e
depois 0 espacador até polimerizacdo dos géis, depois foi feito a solugdo do gel
concentrador (0,8 ml Solucéao C, 0,5 ml AB-3, 2,1 ml de H,O ultra pura, 50 pul PSA 10
%, 5 ul TEMED), colocar o pente e depois o gel.
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As amostras de veneno foram diluidas volume a volume com concentracdes
de 20 pg e 10 pg com tampao da amostra sob condi¢gdes ndo-redutoras, e incubadas
por 30 minutos a 37 °C e aplicadas no gel.

A corrida eletroforética foi relizada com 20 mA, 40 V e a 10 °C. Apds a
eletroforese os géis foram coradas com Coomassie Blue R-250 a 0,02 %, e
descoradas em solucdo de metanol 50 % e &cido acético 10 %. Os padrdes de
massa molecular utilizados neste experimento foram do veneno de B. atrox (LOPEZ-
LOZANO et al, 2002), cujas massas moleculares das toxinas séo de 50, 23 e 14
kDa.

Para o teste de western blotting foram utilizadas as seguintes solugdes:
Tampao de transferéncia (3 g Tris, 14,4 g Glicina, 200 ml Metanol e 1L H,0);
Solucéo de Ponceau-S (500 mg corante de Ponceau-S, 1 ml acido acético e 100 mi
H,0); solucdo de lavagem ou Tris-salina - TBS (1,21 g Tris, 8,76 g NaCl e 1L H,0);
solucdo de lavagem ou Tris-salina-tween — TBS-T (1L Tris-salina; 500 ul tween);
solucdo bloqueadora (leite desnatado a 5% dissolvido em 100 ml Tris-salina);
substrato cromogeno (4a cloro 1 naftol a 8,3 %, metanol a 0,57 %, H,O,a 0,14 %, 35

ml tris-salina).

Foi preparada em um recipiente contendo tampéao de transferéncia a seguinte
sequéncia de montagem: suporte de plastico perfurado, folha de espuma, duas
folhas de papel de filtro cortadas no tamanho do suporte, o gel, a membrana de
nitrocelulose, novamente duas folhas de papel de filtro cortadas no tamanho do

suporte, folha de espuma e o suporte perfurado.
O conjunto foi colocado imediatamente na cuba com tampéao de transferéncia
com a membrana de nitrocelulose voltada para o poélo positivo. O processo de

transferéncia foi realizado com 260 mA e 550 V durante trés horas.

Foi retirado o suporte plastico da cuba e cuidadosamente foram removidos a

membrana e o gel. Para verificar a eficiéncia de transferéncia a membrana foi
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corada com solucdo de Ponceau-S e o gel de acrilamida com solugdo corante de

comassie blue r-250.

A membrana foi colocada por duas horas a temperatura ambiente em solugéo
bloqueadora. Foi adicionado o plasma na diluicdo de 1 ul de plasma para 200 pl de
TBS, deixando incubar “overnight’” a 4°C. Depois lavado trés vezes por cinco

minutos com TBS-T.

Foi adicionado o conjugado imunoenzimatico (na solu¢do bloqueadora), na
diluicdo de 1 pl de anti IgG para 2000 pl de TBS, incubado por duas horas a
temperatura ambiente. Depois lavar trés vezes por cinco minutos com TBS-T e mais
duas vezes por cinco minutos com TBS.

Foi adicionado o substrato cromdgeno, sob agitacdo. Por ultimo, a reacéo foi
interrompida lavando exaustivamente com agua corrente.

4.5 - Testes Estatisticos

Para a analise estatistica sera utilizado o Teste t de Student e a analise de

variancia (ANOVA), com niveis de probabilidade menores que 5% (p < 0,05).
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5 —-RESULTADOS

5.1 - Estudo imunolégico

5.1.1 - Obtencéo do plasma hiperimune com imunizagcdo subcutanea no coxim
plantar e intraperitoneal na regido abdominal dos camundongos através do

primeiro protocolo experimental

Foram formados quatro grupos com 6 camundongos cada para serem
imunizados, utilizando-se os adjuvantes: Carbopol 940; 6leo de Andiroba e 6leo de
Andiroba + Carbopol 940.

Nesses grupos as aplicacbes das imunizacdes foram na regido do coxim
plantar das patas posteriores dos camundongos, via subcutanea. Assim foi
observada uma boa resposta inflamatoria local, com reacfes locais de edema e
rubor. O grupo 6leo de Andiroba + Carbopol 940 apresentou uma reacéao inflamatoria

local (coxim plantar) maior intensidade em relagéo aos outros grupos.

Apoés as imunizacBes os camundongos foram sacrificados para a coleta do
plasma como descrito no item 4.2.1. O plasma nao imune coletado foi utilizado para
um melhor controle dos resultados, para avaliar a atividade do plasma ndo imune

inibindo as atividades enzimaticas do veneno botropico.
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5.1.1.2 - Avaliacdo da eficacia neutralizante da atividade gelatinase pelos

plasmas hiperimunes obtidos no primeiro protocolo experimental

Foram realizados os testes de neutralizacdo da atividade gelatinase e

hemorragica para avaliar a resposta imune humoral induzida pelos adjuvantes de

cada grupo.

Tabela 1: Neutralizag&do da atividade gelatinase do veneno de B. atrox pelo plasma

hiperimunes obtido utilizando os adjuvantes AI(OH)s;, Carbopol 940, 6leo de

Andiroba, dleo de Andiroba + Carbopol 940.

Grupos Atividade gelatinase Gelificagcéo
Veneno Liquido -
(controle)
Plasma nao imune Gel +
Al(OH)3 Gel ++++
Carbopol 940 Gel ++
Oleo de Andiroba Gel ++
Oleo de Andiroba Gel ++++

+

Carbopol 940

Gel: atividade gelatinase inibida;

Liquido: atividade gelatinase n&o inibida

+ = grau de gelificagéo

Dose desafio: 10 ug

Diluigdo veneno/plasma hiperimune: 10 pg /10 pl
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Na tabela 1 observamos uma melhor resposta imune humoral com o
adjuvante AI(OH); e 6leo de Andiroba + Carbopol 940, quando comparado com o
controle, pois além da formacao do gel, que indica inibicdo da atividade gelatinase,
nesses grupos ocorreu uma maior consisténcia do gel. Mas também observamos
que o plasma ndo imune também formou gel, indicando presenca de proteinas
naturais no plasma animal que inibem parcialmente a atividade gelatinase, mas este

apresentou uma menor consisténcia do gel.

5.1.1.3 - Avaliacdo da eficacia neutralizante da atividade hemorragica pelos

plasmas hiperimunes

Adjuvantes

controle  plasma nédo imune Al(OH); carbopol 940 andiroba andiroba+carbopol 940

Figura 3: Neutralizacdo da atividade hemorragica do veneno B. atrox, realizado in vivo, pelos plasmas
hiperimunes obtidos utilizando os adjuvantes Al(OH)s, Carbopol 940, 6leo de Andiroba e 6leo de Andiroba +

Carbopol 940 . Dose desafio do veneno B. atrox: 10 pg/camundongo. Diluicdo veneno/plasma: 10 pg/10 pl.
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Tabela 2: Neutralizacdo da atividade hemorragica do veneno B. atrox, realizada in

vivo, pelos plasmas hiperimunes dos camundongos imunizados utilizando os

adjuvantes Al(OH)3, Carbopol 940, éleo de Andiroba e 6leo de Andiroba + Carbopol

940.

Grupos Diametro da hemorragia Intensidade da hemorragia
Veneno 28mm =1 ++++
(controle)

Plasma nao imune 24mm 1 ++++
Al(OH)3 13mm *1 +

Carbopol 940 17,5mm +1,5 +++

Oleo de Andiroba 20mm 0 ++

Oleo de 14,5mm *1

Andiroba+carbopol
940

Dose desafio do veneno: 10 pg/camundongo

+ = grau de intensidade hemorragica
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Grafico 1: Neutralizacdo da atividade hemorragica do veneno B. atrox, avaliada in

vivo, pelos plasmas hiperimunes dos camundongos imunizados utlizando os
adjuvantes Al(OH)3z, Carbopol 940, éleo de Andiroba e 6leo de Andiroba + Carbopol

940.
60 mPlasmanéo
imune
= 50
:é' 40 OAI(OH)3
o
2 30
£ OCarbopol 940
20
10 1 B Andiroba
D |
Plasma Plasmas @ Andiroba +
~hao hiperimunes Carbopol 940
Imune

Dose desafio do veneno: 10 pg/camundongo

Na figura 3 e tabela 2 observamos que os adjuvantes Al(OH);

e Oleo de

Andiroba + Carbopol 940 induziram uma melhor reposta humoral contra as toxinas

gue causam a atividade hemorragica do veneno observando-se a formacdo de um

menor diametro hemorragico com ambos os plasmas hiperimunes, os quais inibiram

aproximadamente, 50 % da atividade hemorragica.

Com esses resultados tanto na inibicdo da atividade gelatinase como na

hemorragica, os adjuvantes Al(OH); e 6leo de Andiroba + Carbopol 940, foram

escolhidos para prosseguir com os testes.
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5.1.2 - Obtencdo de plasma hiperimune com imuniza¢cdo subcutanea na regiéo

dorsal dos camundongos utilizando o segundo protocolo experimental

Foram formados quatro grupos com 6 camundongos cada para serem
imunizados com os seguintes adjuvantes: Al(OH)s, Al(OH)3; + 6leo de Andiroba, 6leo
de Andiroba + Carbopol 940 e AI(OH); + 6leo de Andiroba + Carbopol 940. Nesses
grupos as aplicacdes das imunizagdes foram na regido dorsal dos camundongos via

subcutanea.

Figura 4: Camundongos imunizados na regido dorsal via subcuténea utilizando os adjuvantes: Al(OH)sz (A),
Al(OH)s + 6leo de Andiroba (B), éleo de Andiroba + Carbopol 940 (C) e Al(OH)s + dleo de andiroba + Carbopol
940 (D).

Na figura 4 podemos observar sinais de toxicidade externas visiveis,
principalmente, no grupo 6leo de Andiroba + Carbopol 940 e grupo Al(OH)s + 6leo de
Andiroba + Carbopol 940, os quais apresentaram irritacdo na pele e queda de pélos,

indicando reacgéo alérgica, possivelmente, devido a efeito toxico do Carbopol 940.

Diante desses resultados optamos pelos grupos Al(OH); e 6leo de Andiroba +
Al(OH)3 para darmos continuidades aos testes.
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5.1.3 - Obtencdo de plasma hiperimune com imuniza¢do subcutanea na regiéo

dorsal de camundongos utilizando o terceiro protocolo experimental

Foram formados dois grupos com 6 camundongos cada para serem
imunizados com os adjuvantes: Al(OH); e 6leo de Andiroba + AI(OH)s;. Nesses
grupos as aplicacdes das imunizagdes foram na regido dorsal dos camundongos via

subcutanea.

Figura 5: Camundongos imunizados via subcutanea na regiéo dorsal utilizando os adjuvantes: Al(OH)s (A) e 6leo
de Andiroba + Al(OH)s (B).

Como se observa na figura 5 os camundongos ndo apresentaram sinais de
toxicidade externas visiveis. Mas na figura 6 observamos no grupo 6leo de Andiroba
+ AI(OH); a presenca de depédsitos subcutaneos nos locais das aplicacdes,

indicando a inducéo de infiltrado local.
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Figura 6 : Formacéo de depositos subcutaneos utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH)s.

5.1.3.1 — Neutralizacao das atividades enzimaticas pelos plasmas hiperimunes

5.1.3.1.1 - Neutralizacéo da atividade Coagulante

Para verificar a eficacia de inibicdo dos plasmas hiperimunes da atividade

coagulante foi utilizado plasma humano citratado.

Tabela 3: Neutralizacdo da atividade coagulante do veneno B. atrox em plasma

humano, pelo plasma hiperimune obtido utilizando o adjuvante Al(OH)s.

Veneno:Plasma

Tempo (segundos) de
inicio da coagulacéo

Veneno

(controle)

1:0,5
1:1
1:2

1:3

12 +1

29 *2

_kk

_kk

_kk

-*Tempo maior que 5 minutos

Dose desafio de veneno: 10 ug /200 ul de plasma humano
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Tabela 4: Neutralizacdo da atividade Coagulante do veneno B. atrox pelo plasma

hiperimune obtido utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH)s.

Veneno:Plasma

Tempo (segundos) de
inicio da coagulagéo

Veneno

(controle)

1:0,5
1:1
1:2

1:3

13 #1

35 5

**

k%

_k%

-**Tempo maior que 5 minutos

Dose desafio de veneno: 10 g /200 pl de plasma humano

As tabelas 3 e 4 demonstram que os plasmas hiperimunes desde a menor

diluicdo (1:0,5) apresentaram 100 % de inibicdo do tempo de inicio da formacao do

coagulo de fibrina quando comparado com o controle. Enquanto que nas demais

diluicbes o tempo de inicio de coagulacdo foi maior que 5 minutos. Estes dados

sugerem que ambos adjuvantes utilizados, induziram uma boa producdo de

anticorpos contra as toxinas serino e metaloproteinases do veneno B. atrox, que

consomem os fatores de coagulacdo do plasma humano.
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5.1.3.1.2 - Neutralizac&o da atividade Hemorragica

5.1.3.1.2.1 — Plasma hiperimune utilizando o adjuvante AI(OH)3

controle 1:0,5 1:1 1:2 1:3

Figura 7: Neutralizagdo in vivo da atividade Hemorragica do veneno B. atrox pelas diferentes diluicbes do
plasma hiperimune obtido utilizando o adjuvante Al(OH)s. Dose desafio de veneno: 10 pg /camundongo.

Tabela 5: Neutralizacdo in vivo da atividade Hemorragica do veneno B. atrox pelo

plasma hiperimune obtido utilizando o adjuvante Al(OH)s.

Diametro da Intensidade da
Veneno:plasma hemorragia hemorragia
Veneno 13,5mm £1,5 ++++
(controle)
1:0,5 11mm 2 +++
11 12,5mm *1,5 ++
1:2 10mm ++
1:3 0,0 —

Dose desafio de veneno: 10 pg /camundongos

+ = grau de intensidade hemorragica
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Gréfico 2: Neutralizacdo in vivo da atividade Hemorragica do veneno B. atrox pelo

plasma hiperimune obtido utilizando o adjuvante Al(OH)s.
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Inibicao (%)

Dose desafio de veneno: 10 pg/camundongo.

5.1.3.1.2.2 — Plasma hiperimune utilizando o adjuvante Oleo de Andiroba +
Al(OH);3

controle 1:0,5 11 1:2 1:3

Figura 8: Neutralizacdo da atividade Hemorragica do veneno B. atrox pelas diferentes diluicbes de plasma
hiperimune utilizando 6leo de Andiroba + Al(OH)s. Dose desafio de veneno: 10 pg/camundongo.
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Tabela 6: Neutralizacdo da atividade Hemorragica do veneno B. atrox, avaliada in
vivo, pelo o plasma hiperimune obtido utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba +
Al(OH)s.

Diametro da Intensidade da
Veneno:plasma Hemorragia Hemorragia
Veneno 17mm £1 ++++
(controle)
1:0,5 14mm =1 ++
1:1 11,5mm £1,5 ++
1.2 13mm 2 +
1:3 7,5mm =15 .

Dose desafio de veneno: 10 pg/camundongo.
+ = grau de intensidade hemorragica

Grafico 3: Neutralizacédo da atividade Hemorragica do veneno B. atrox, realizado in

vivo, pelo o plasma hiperimune utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH)s.
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Dose desafio de veneno: 10 pg/camundongo.

A figura 7 e tabela 5 mostram que o plasma hiperimune obtido utilizando o
adjuvante Al(OH); apresentou inibicdo total da atividade Hemorragica na diluicdo
1:3.
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Na figura 8 e tabela 6 mostraram que plasma hiperimune obtido utilizando o
adjuvante 6leo de Andiroba + AI(OH); apresentou no maximo uma inibicdo de
55,88% com a diluicdo 1:3, mas com intensidade hemorragica baixa.

Se comparado os dois plasmas hiperimunes, o plasma hiperimune obtido com
o adjuvante Al(OH); conseguiu 100% de inibicdo da atividade Hemorrdgica com
diluicdo 1:3, j& o com o plama hiperimune obtido com o adjuvante 6leo de Andiroba
+ Al(OH); atingiu apenas inibicdo de 55,88% quando comparado os diametros
hemorragicos. Mas se comparamos as intensidades hemorragicas (figuras 7 e 8),
observamos que o plasma hiperimune utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba +
Al(OH)3; apresentaram melhor atividade inibitéria com diluigdes 1:2 e 1:1 em relagéo
ao plasma hiperimunes utilizando o adjuvante AI(OH)s. Isto sugere que o plasma
hiperimune obtido utilizando o adjuvante Oleo de Andiroba + AI(OH); inibe a

atividade hemorragica com diluicbes mais baixas.

33



5.1.3.1.3 — Neutralizagéo in vivo da atividade Desfibrinogenante

Tabela 7: Neutralizagédo in vivo da atividade desfibrinogenante do veneno B. atrox

pelos plasmas hiperimunes obtidos utilizando os adjuvantes AI(OH); e 6leo de

Andiroba + Al(OH)s.

Atividade
Sistemas Desfibrinogenante
Veneno N&o coagulou
(controle)
Plasma hiperimune obtido com
Al(OH)3 Coagulagéo instantanea
Plasma hiperimune obtido com
Oleo de Andiroba + Al(OH)3 Coagulacao instantanea

Dose desafio de veneno: 6 pg/camundongo
Diluicdo veneno/plasma: 6 pug/6 pl
Avaliado em camundongos, os sistemas foram injetados por via endovenosa.

Segundo a tabela 7 observou-se que os plasmas hipeimunes experimentais

obtidos neutralizaram a atividade desfibrinogenante das toxinas serino e

metaloproteinases do veneno B. atrox que consomem os fatores de coagulacéo

sanguinea.
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5.1.5.1.4 - Neutralizagéo da atividade Letal: resultados preliminares

Gréafico 4: Neutralizagdo da atividade Letal do veneno B. atrox em camundongos

imunizados utilizando os adjuvantes Al(OH)3 ou 6leo de Andiroba + AI(OH)3.
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1DLso = 100 pg de veneno de B. atrox/camundongos de 20 - 22g.
1DLso = 5 mg/kg; 3DLso = 15 mg/kg; 4DLso =20 mg/kg; 5DLse = 25 mg/kg
Tempo de observacédo: 24 h

Observamos no Grafico 4 que, em altas doses (5DLsy) do veneno,
sobreviveram mais camundongos imunizados utilizando o adjuvante O6leo de
Andiroba + Al(OH)3, do que com o adjuvante Al(OH)s, sugerindo uma resposta imune
humoral mais intensa e especifica, mas ndo podemos deixar de frisar sobre as
diferencas fisiol6gicas existentes entre os individuos que pode ter influenciado na

sobrevida dos mesmos.
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5.1.3.1.5 - Andlise Imunoquimica: interacdo antigeno-anticorpo

5.1.3.1.5.1 — Western Blotting

Western Blotting foi utilizado para avaliar a interacdo antigeno/anticorpo. Para
deteccdo de IgG foi utilizado uma diluicio de 1pl:200ul (Plasma/TBS), com
concentragdes de veneno de 10 pg e 20 ug.

10 ug 20 ug

50 kDa

23 kDa

14 kDa

Figura 9: Interacdo das toxinas do veneno B. atrox com as imunoglobulinas 1gG do plasma hiperimune obtido
utilizando o adjuvante Al(OH)s. Dose desafio de veneno B. atrox de 10 pg e 20 pg. Foram detectadas toxinas,
principalmente, com massa molecular de 14 kDa, 23 kDa e =50 kDa.
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10 ug 20 ug

50 kDa

23 kDa

14 kDa

Figura 10: Interacdo das toxinas do veneno B. atrox com as imunoglobulinas IgG do plasma hiperimune obtido
utilizando o adjuvante éleo de Andiroba + Al(OH)s. Dose desafio de veneno B. atrox de 10 pug e 20 pg. Foram
detectadas toxinas com massa molecular de 14 kDa, 23 kDa e =50 kDa.

Observamos interacdo das toxinas do veneno de B. atrox com as
imunoglobulinas IgG dos dois plasmas hiperimunes experimentais obtidos com 0s
adjuvantes Al(OH); e 6leo de Andiroba + Al(OH)s.

Nas figuras 9 e 10 observamos que com o plasma hiperimune obtido
utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + AI(OH); foram detectadas toxinas com
massas moleculares de 23 kDa e =250 kDa com mais intensidade do que com o
plasma hiperimune obtido com o adjuvante AI(OH);, mas com fraca interacdo

antigeno-anticorpo com as de toxinas com massa molecular de 14 kDa.

As bandas com maior intensidade detectada com o plasma hiperimune
utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + AI(OH)s;, sugere a presenca de maior
namero de interagdes entre as toxinas do veneno B. atrox com as imunoglobulinas
IgG. O que nos reporta para o teste de neutralizacdo da atividade hemorrégica, no
qual apresentou hemorragia de menor intensidade desde as menores diluicdes
indicando uma inibicdo das metaloproteinases presentes no veneno B. atrox, quanto

ao teste de neutralizagdo da atividade letal mesmo em altas doses de letalidade os
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camundongos imunizados apresentaram uma sobrevida, sugerindo uma resposta

humoral mais intensa e especifica.
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6 - DISCUSSAO

Plasma hiperimune € o plasma concentrado de imunoglobulinas, produzido

pela estimulacdo do sistema imune através de um antigeno.

Um adjuvante € uma substéncia que tem a capacidade de aumentar a
resposta imune humoral e/ou celular, quando este é acrescentado em uma vacina

ou é injetado a0 mesmo tempo com o antigeno (SCHATZMAYR, 2003).

Quando o antigeno € uma mistura complexa de proteinas e peptideos e cada
um destes apresenta diferentes alvos no sistema fisiologico, como no caso do
veneno de serpentes do género Bothrops (CALVETE, 2009), fica mais dificil
encontrar um adjuvante capaz de ajudar o sistema imune a produzir um efeito
benéfico especifico para todas as toxinas do veneno, para assim se ter uma boa
resposta imune com o minimo de efeito toéxico. Assim sendo, foi utilizado o veneno
da B. atrox juntamente com 4 tipos de adjuvantes, jA que a escolha de qualquer
adjuvante requer uma relacéo entre melhora da resposta e menor nivel aceitavel de

reacOes adversas.

O nosso trabalho consistiu basicamente em produzir plasma hiperimune com
atividade neutralizante das atividades bioldgicas do veneno B. atrox utilizando como
adjuvantes o 6leo de Andiroba, Carbopol 940 e Hidréxido de Aluminio, e observar

possiveis sinais de reacdes adversas.

Inicialmente, foram feitos alguns testes para comparar a atuacdo dos
adjuvantes em potencializar a resposta imunoldgica para o antigeno, as toxinas do
veneno da B. atrox. Dos adjuvantes selecionados foi 6leo de Andiroba, Carbopol 940
e Adjuvante de Freund, mas logo com uma reacéo téxica forte deste, a qual matou
0s camundongos imunizados, 0 mesmo foi substituido pelo Hidroxido de Aluminio,
gue € o adjuvante mais utilizado em seres humanos atualmente (ULANOVA et al,
2001).

Em outros resultados o Carbopol 940 apresentou reagfes adversas como:

irritacdo na pele e queda de pélos dos camundongos, o que pode indicar uma
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reacdo alérgica. Como o adjuvante ideal deve proporcionar o minimo de reacdes
locais e sistémicas (HE et al, 2000), o0 mesmo nao continuou no estudo. Ficando
para dar continuidade ao estudo, na inducdo de resposta imune quanto na auséncia

de reacdes adversas graves, o Hidréxido de Aluminio e 6leo de Andiroba.

No presente estudo mostrou-se em ensaio in vivo que, o plasma hiperimune
obtido utilizando os adjuvantes Al(OH); e 6leo de Andiroba + Al(OH)3 nas proporcdes
1:3 foram capazes de neutralizar total e parcial, respectivamente, o quadro
hemorragico, uma das manifestacfes locais mais severas induzidas pelo veneno de
B. atrox (BRASIL, 2001). Esse resultado sugere a presenca de imunoglobulinas IgG
gue inibiram as metaloproteinases, que segundo Terra (2009) o veneno da Jararaca
€ composto, predominantemente, por metaloproteinase PlIl (43-54 %) que séo as

responsaveis por hemorragias intensas.

No procedimento de neutralizacdo da Letalidade pelo plasma hiperimune,
utilizando o adjuvante Al(OH)s;, apresentou uma melhor neutralizacdo do veneno na
dose letal 3DLs (300 pg), ou seja, mais de 50% dos camundongos sobreviveram. Ja
com plasma hiperimune utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH)3;, mesmo
nao ocorrendo mais de 50 % de sobreviventes, foi interessante, pois a neutralizacao
do veneno foi possivel mesmo em altas dosagens letais (5DLsp = 500 ug), indicando
uma neutralizacdo da toxicidade do veneno de B. atrox, possivelmente, devido a
uma resposta adquirida humoral a uma pré-exposicdo ao antigeno, pelas

imunizacdes, desencadeando rapidamente imunoglobulinas 1gG especificas.

Quanto a neutralizacdo da atividade desfibrinogenante in vivo, quando
utilizado o plasma hiperimune/veneno nas proporc¢ées 1:1(ul /ug), ambos os plasmas
hiperimunes experimentais inibiram essa atividade, sugerindo uma quantidade de
imunoglobulinas 1gG inibidoras das toxinas dos venenos botrépicos que consomem
os fatores de coagulacdo do sangue, as metaloproteinases e serinoproteinases.
Segundo Kamiguti et al (1988), a acdo tipo da “trombina-simile” que sao
serinoproteinases transformam o fibrinogénio diretamente em fibrina, formando um

codagulo fraco, causando problemas hemostaticos.
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Os perfis eletroforéticos do veneno de B. atrox mostram proteinas,
principalmente, com massas moleculares variando de 14 kDa, 23 kDa e 50 kDa,
segundo estudo de LoOpez-Lozano et al (2002). No teste de Western Blotting
confirmou-se reatividade antigeno-anticorpo entre os anticorpos dos dois plasmas
hiperimunes experimentais produzidos e as toxinas do veneno. Com o plasma
hiperimune obtido utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + AI(OH); observou-se
pela intensidade das bandas, uma maior interacdo antigeno-anticorpo, indicando
uma maior reatividade com proteinas de massas moleculares de 23 kDa e 250 kDa,
possivelmente, metaloproteinases (LOZANO et al, 2002). Refor¢cando o resultado de
neutralizacdo total e parcial pelos plasmas hiperimunes utilizados do quadro
hemorragico, que € ocasionado por alteracdes provocadas pelas metaloproteinases
de alta massa molecular que agem diretamente sobre os capilares indunzindo o
extravasamento (TAMBOURGIT et al, 1992).

As toxinas de 14 kDa, foram evidenciadas de forma fraca com o plasma
hiperimune obtido utilizando os adjuvantes 6leo de Andiroba + AI(OH)s, ja com o
adjuvante Al(OH); foram detectadas, e podem ser fosfalipases A, responsaveis
pelos efeitos miotdxicos (LEITE et al, 1999). Sugerindo que o adjuvante Al(OH); é
melhor para induzir resposta imune contra esta classe de toxinas quando comparado

0 adjuvante 6leo de Andiroba + AI(OH)s.

Quanto as reacodes adversas foi observada a formacéo de “depdsitos” no local
da injecdo, no dorso dos camundongos imunizados como mostram as figuras (4 e 6).
O efeito de depdsito com liberacdo lenta melhora a apresentacédo do antigeno para

as células efetoras e promove um aumento da resposta imune e eficicia da vacina

(http://www.mvp-technologie.com). Observamos esse efeito de depdsito tanto nos

adjuvantes a base de 6leo como com os polimeros sintéticos.

Foram observados irritacbes da pele e queda dos pélos, como sinais de
toxicicidade nos camundongos imunizados com carbopol 940. Estudo toxicoldgico
realizado com carbopol, polimeros de alta massa molecular, demonstrou uma baixa
toxicidade e potencial para irritagdo. Testes realizados em coelhos mostraram pouca
irritacéo da pele, quando testados com concentracdo de 100 % de carbopol 910 ou

934. Nenhuma irritacdo ocular moderada quando testados com carbopol 910, 934,
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940 ou 941 nas concentracfes de 0,20 — 100 %, relacionaram os efeitos devido a
presenca de benzeno como impureza presente nos polimeros carbopol (HOSMANI
et al, 2006). Nos levam a sugerir que, a associacdo dos adjuvantes Oleo de
Andiroba + Carbopol 940 e Al(OH); + 6leo de Andiroba + Carbopol 940 (figura 4) ndo
é indicada, pois potencializa uma hipersensibilidade de contato.
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7 — CONCLUSOES

Segundo nossos resultados podemos concluir:

- Enzimas das classes das fosfolipases A, (14 kDa), serinoproteases e
metaloproteinases (23 kDa e 250 kDa) estdo presentes na composi¢ao do veneno B.
atrox. Delas, as serinoproteases e metaloproteinases foram inibidas pelos plasmas
hiperimunes experimentais obtidos, ocasionando inibicdo da hemorragia com o
adjuvante AlI(OH); e desfibrinogenante com o adjuvante Al(OH); e adjuvante 6leo de
andiroba + Al(OH)3;

- As doses desafio testadas do veneno de B. atrox, induziram letalidade em
camundongos imunizados tanto com os adjuvantes Al(OH); como Oleo de Andiroba
+ AI(OH)3;, mas ocorreu sobrevida, mesmo em altas dosagens, nos camundongos
gue produziram o plasma hiperimune com o adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH)s3,

sugerindo uma melhor inducdo na producéo de anticorpos neutralizantes;

- Segundo o teste de western blotting, o adjuvante 6leo de Andiroba + AI(OH); induz
o sistema imune do camundongo a maior producdo de anticorpos contra as toxinas
do veneno de B. atrox em 23 a 50 kDa. Ja a producdo de anticorpos contra as

toxinas de 14 kDa foi muito fraca;

- Presenca de reacdes adversas como queda de pélo e irritacdo da pele com o
adjuvante Carbopol 940 ocasionadas devido a hipersensibilidade de contato,

potencializado pela presenca de Al(OH); e 6leo de andiroba.

- O adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH); apresentou melhor eficacia quanto a
diminuicdo da intensidade hemorragica e letalidade, comparando-o ao Al(OH)s,
possivelmente devido a uma liberacdo mais lenta do antigeno, induzindo assim uma

melhor resposta imune;
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- Quanto a presenca de reacdo adversa local, o adjuvante 6leo de Andiroba +
Al(OH); apresentou depositos subcutédneos, que pode estar relacionados aos
melhores resultados deste em relacdo ao adjuvante Al(OH)3, devido ao maior tempo
de exposicdo do antigeno no local de inoculagéo;

- O plasma hiperimune obtido utilizando o adjuvante 6leo de Andiroba + Al(OH)s; teve
uma resposta imune igual ou maior se comparado com o adjuvante Al(OH)s. Quanto
a sinais de toxicidade externos visiveis apresentaram os adjuvantes de Freund,
Carbopol 940 e 6leo de Andiroba + Al(OH)3, menos no Al(OH)s.
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