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RESUMO: Fosfolipase A, purificada de veneno de Crotalus durissus
terrificus ou veneno integral foram usados, como antigenos, para imuni-
zar cavalos e burros. A imunizacdo de base foi feita injetando os animais,
pela via subcutédnea, com 5mg do antigeno emulsionado em adjuvante de
Freund completo. Quatro meses depois, os animais foram reimunizados
injetando-se 0s antigenos correspondentes, dissolvidos em salina, ao re-
dor dos granulomas resultantes da imunizagdo primaria. Esta injecao foi
repetida por mais cinco vezes a jintervalos de uma semana. Amaostras de
sangue eram colhidas antes de cada injecdo e os soros congelados a —
20°C. Anticorpos antiveneno crotdlico integral contendo crotamina fo-
ram titulados, em todas as amostras de soro, pelos métodos de flocula-
cao, imunodifusdo, e por ELISA.

Os animais injetados, quer com fosfolipase A; quer com o veneno inte-
gral, produziram anticorpos contra o veneno crotalico bruto, os titulos
obtidos sendo praticamente os mesmos. A analise eletroforética em celo-
gel dos soros mostrou: — consistente reducdo nos valores percentuals
da fracéo albumina e um correspondente aumento na fragdo de globuli-
nas, principalmente das globulinas d 2; as globulinas e 1 tornam-se mais
evidentes enguanto as globulinas a 2 reduzem-se. Esses resultados indi-
cam que a fosfolipase A; é capaz de induzir uma boa resposta primaria
dos antigenos do veneno crotalico e que ela pode ser usada nas imuniza-
¢bes de rotina para a producdo de soros antiveneno crotélico para fins te-
rapéuticos.
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INTRODUCAOQ

A Crotoxina, o principal componente neurotoxico do Crotalus durissus
terrificus, € composta por duas proteinas, uma altamente basica, a fosfoli-
pase A, (fosfatidato 2 — acilhidrolase, EC 2.1. 1.4) e outra Acida, a crota-
potina®. Quando o complexo é dissociado em seus componentes fosfolipa-
se A» e crotapotina, sua atividade neurotoxica original desaparece enguan-
to sua atividade hemolitica in vitro ensaiada na presenca de lecitina perma-
nece restrita a fosfolipase Ap; ambas atividades, sdo, contudo, restauradas
de maneira sinérgica, quando fosfolipase A, e crotapotina se reassociam®
6.10, 11 Tem sido também demonstrado, usando crotoxina radioativamente
marcada, gue a porcdo crotapotina serve como transportador para a fosfo-
lipase Az e, como ligante, servindo de ponte entre o complexo neurotdxico
e 0s tecidos sobre os quais a toxina atua’. 3 1. Coelhos imunizados com fos-
folipase Az purificada de veneno de C.d. terrificus produzem anticorpos ca-
pazes de neutralizar a atividade neurotoxica presente na crotoxina purifica-
da? ou no veneno crotélico bruto?. Camundongos imunizados com fosfoli-
pase Az tornam-se resistentes a acao letal do veneno crotélico bruto, a re-
sisténcia adquirida estando diretamente relacionada aos titulos de anticor-

pos séricos especificos para a crotoxina determinados pelo método de ELI-
SAZ,

O presente trabalho foi delineado com o objetivo de verificar se prepara-
cbes purificadas de fosfolipase A» podem ser usadas na imunizacdo de ba-
se, nos esquemas de imunizacao destinados a producdo de soros hiperimu-
nes antiveneno crotalico.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram usados 8 equideos sendo 4 muares (M) e 4 cavalos (C). Os
animais M-84, M-85, C-334 e C-364 (Grupo |) e M-220, M-381, C-394 e C-
548 (Grupo Il) foram mantidos na “'Fazenda Sao Joaquim'' do Instituto Bu-
tantan nas mesmas condictes e recebendo os mesmos cuidados que os
animais utilizados para a producdo de soros hiperimunes.

Antigenos: Veneno crotalico contendo crotamina fol obtido de serpentes
C.d. terrificus mantidas no serpentario do Instituto Butantan. O veneno foi
colhido pelo método de rotina, dessecado e mantido a 4°C sob ambiente
seco até o uso. A fosfolipase A; gentilmente cedida pelo Dr. Isaias Raw,
Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan, foi purificada pelo método
descrito por Riibsamen'?. As preparacoes, tanto de veneno crotalico bruto
como de fosfolipase A», foram preparadas imediatamente antes do uso,
em NaCl 0.15M a Tmg/ml. A incorporacao de antigeno em adjuvante com-
pleto de Freund (ACF) foi realizada, ajuntando, sob agitacdo, gota a gota,
um volume da solucéo de veneno ou de fosfolipase A; a um volume do ad-
juvante.

Imunizacdo dos Animais. Os animais do Grupo | foram imunizados com ve-
neno crotalico bruto enquanto os animais do Grupo |l foram imunizados
com fosfolipase Az.
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ESQUEMA DE IMUNIZACAO

Solucdo A: Emulsdo contendo 50% das solucdes de veneno crotalico
bruto ou de fosfolipase Az a 1.0mg/ml em NaCl 0.15M e 50% de ACF.

Solucdo B: Solucdes de veneno crotalico bruto ou de fosfolipase As a
Tmg/ml em NaCl 0.15M. As solucdes eram preparadas um dia antes da in-
jecdo cuidando-se, no caso dos antigenos estarem sendo incorporados ao
ACF, de verificar se realmente, tratavam-se de emulsdes.

Imunizacdo de base. 10ml da “"Solucdo A" foram injetados, pela via
subcutanea, distribuindo-o0os em dez diferentes pontos do dorso dos cava-
los, distanciados um do outro o suficiente para prevenir a confluenciacéo
dos granulomas que viessem a se organizar. Nesta imunizacdo cada animal
recebeu 5.0mg de veneno ou de fosfolipase As.

1.2 imunizacdo de reforco: Foi realizada cento e vinte quatro dias mais
tarde injetando-se, também pela via subcutdnea e no dorso dos cavalos,
10ml da “'Solucdo B ao redor dos granulomas que se organizaram nos lo-
cais onde se injetou os antigenos incorporados em ACF. Nesta imunizacio
cada animal recebeu 5.0mg de veneno crotalico bruto ou de fosfolipase As.

28 32 4 2eb ?imunizacdes de reforco: A 2.2 imunizacédo de reforco
foi realizada 8 dias depois enquanto que as subsequientes 3.2, 4.2 e 5.2
imunizacdes de reforco foram realizadas a intervalos de oito dias entre uma
e outra. Nestas quatro ultimas imunizacoes de reforco cada animal recebeu
20mg de veneno crotalico bruto ou de fosfolipase As.

Um dia antes do inicio do processo de imunizacdo e imediatamente an-
tes de cada imunizacao de reforco, 0s animais foram sangrados por puncéo
da veia jugular. Apds coagulacdo, 0s soros eram removidos por centrifuga-
cdo a 1.000 x G por 30 minutos, divididos em aliquotas de bml e armazena-
dos a —20°C até o uso.

O periodo de imunizacéo foi, portanto, de 148 dias e cada animal rece-
beu um total de 30mg de veneno crotéalico bruto ou de fosfolipase A..

METODOS IMUNOLOGICOS

al Metodo de ELISA: Cem microlitros de veneno total de Crotalus duris-
sus terrificus (1 ug/ml) eram depositados nos orificios das placas de plasti-
co Nuclon (Delta, Holanda) e as placas mantidas a 4°C por uma noite. O
contetdo dos orificios era removido e substituido por um volume equiva-
lente de tampédo fosfato-salina contendo 3% de soro albumina bovina
(BSA) e 0.05% de Tween 20 e as placas deixadas em repouso por 3h a tem-
peratura ambiente, condi¢cdes adequadas ao completo recobrimento da su-
perficie dos orificios ndo ocupados pelo veneno. Os orificios eram lavados
por trés vezes, por succao, com tampao fosfato-salina pH 7.5 contendo
0.05% de BSA. Cem microlitros das diferentes diluicbes dos soros a serem
testados eram adicionados aos orificios e as placas incubadas a temperatu-
ra ambiente por 45 minutos. Deixavam-se sempre, como controles,
orificios ndo tratados ou com veneno ou com o0 soro nas menores diluicdes.
Apos lavagem dos orificios por trés vezes com tampao fosfato-salina, pH
7.5, contendo 0.05% de BSA, adicionava-se a cada orificio 100 ul de orto-
fenilenediamine (Sigma Co, USA) (TImg/ml) e 4 ul de H-0,, incubando-se
as placas a temperatura ambiente por 15-20 minutos, a intensidade das rea-
coes sendo determinada a 492 nm no espectrofotémetro Titertek, Multis-
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kan. Os titulos dos soros eram dados pelo inverso das diluicbes de soro on-
de ocorriam reactes com absorvancia igual ou acima de 0,200.

b) Floculacao: A uma serie de tubos contendo 1.0ml das solucdes de
veneno crotalico bruto nas concentracoes de 0.1 a 1.0mg/ml eram adicio-
nados 1.0ml dos soros ndo diluidos. Apds agitacao os tubos eram transferi-
dos para banho-maria a 56°C e incubados por 45 minutos. Os titulos dos
soros eram dados pela concentracao de veneno em mg/ml nos tubos con-
tendo a maior concentracao em que havia nitida formacao de floculos com
aspecto de nuvem.

c) Eletroforese em acetato de celulose: Sobre fitas de acetato de celulo-
se (Cellogel, Italia) previamente embebidas em tampdo barbital sodio
0.04M, pH 8.6, eram aplicadas b ul de soro. Procedia-se uma separacao
eletroforética em corrente de 200v por 25 minutos. As fitas eram, entéo,
imersas em solucdo corante (0.5% de amidoschwarz 10B Merck, 47,5% de
metanol, 47,5% de agua destilada e 5% de acido acético glacial) por 8 mi-
nutos & diferenciadas na solucao descorante (47.5% de metanaol, 47.5% de
agua e b% de acido acético). A seguir, as fitas eram desidratadas em meta-
nol absoluto por 30 segundos e depois transferidas para a solucdo transpa-
rentizadora (85% de metanol, 14% de acido acético glacial e 1% de gliceri-
na) e secadas em estufa a 37°C. Apds a transparentizacao as fitas eram li-
das no densitometro (Tecnow) e as densidades 6ticas grafadas em papel
milimetrado. Por este processo sete bandas foram identificadas e as suas
concentracoes relativas determinadas: albumina, al’ a2 31 e 2 y1 e y2.

d) Imunodifusdo: Laminas de vidro recobertas com gel de agarose a
0,8% em tampéao barbital sodio 0.056M, pH 8.6 e contendo conjuntos de
sete orificios com 3mm de diametro, sendo um central e seis periféricaos cir-
cularmente dispostos foram usadas neste metodo. Depositavam-se amos-
tras de 20 ul das diferentes diluictes do soro nos orificios periféericos e 20 ul
da solucdo de veneno crotalico a 6mg/ml no orificio central. As laminas
eram mantidas em camara Umida por 24h, lavadas sequencialmente em so-
lucdo salina e em agua destilada para remover completamente as proteinas
nao precipitadas, secadas em estufa a 37°C e imersas na solucdo corante
(0.2% de azul de Coomassie brilhante G-250, 50% de metanol, 40% agua e
10% de acido acético). Os titulos correspondem ao inverso das maiores di-
luicoes dos soros onde as bandas de precipitacao eram nitidas a inspecéo
visual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto o veneno crotalico bruto obtido de Crotalus durissus terrificus
contendo crotamina como a fracao de fosfolipase A, purificada a partir
deste veneno sdo capazes de produzir anticorpos. Estes anticorpos, avalia-
dos por trés diferentes metodos, o metodo imunoenzimatico de ELISA, a
dupla difusdo em gel de agarose e a floculacao, reconhecem epitopos pre-
sentes no veneno crotalico bruto quer tenham sido induzidos pelo proprio
veneno quer pela fosfolipase As.

A Tabela | mostra os titulos de anticorpos presentes nas amostras de
plasma dos cavalos imunizados com veneno crotalico bruto ou com a fos-
folipase A, colhidas oito dias depois da Ultima imunizacdo de reforco.
Quando os niveis de anticorpos foram determinados pelo método de ELISA
apenas o animal M-84 discrepou dos demais‘apresentando um titulo de 400
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x 108 enquanto nos demais quer imunizados com veneno crotdlico bruto
quer com fosfolipase Az os titulos giravam em torno de 32 a 64 x 103. Estes
resultados, tomados em conjunto, sugerem que o potencial imunogénico
tanto da fosfolipase A; como do veneno crotalico bruto seria semelhante.
Quando, entretanto, 0os mesmos soros foram analisados pelo método da
dupla difusdo em gel de agarose, os soros de trés animais imunizados com
veneno crotalico bruto tinham titulos elevados sendo um de 128 e dois de
256; ja os soros dos animais imunizados com fosfolipase A; variaram de 8 a
64. Tal discrepancia poderia ser explicada pela maior sensibilidade do me-
todo de ELISA que & capaz de detectar quantidades de antigeno ou de anti-
corpo da ordem de ug/ml enquanto que pelo método da dupla difusdo em
gel de agarose 0s imunocomplexos somente podem ser visualizados se 0s
reagentes antigeno e anticorpo estiverem na concentracao de 2-5 ug/mi
Bier et al.' Ja no ensaio de floculacao, a excecao dos animais M-84 e M-85,
os titulos foram homogéneos: no primeiro caso 1.0ml de soro foi capaz de
flocular 1.0mg ou mesmo mais de veneno botrépico bruto enquanto no se-
gundo caso ndo se observou floculacéo. E interessante salientar que no so-
ro do animal M-84 houve correspondéncia entre os titulos de anticorpos re-
velados pelos métodos de ELISA e de imunodifusdo. De qualguer modo,

TABELA |
Titulo de anticorpos antiveneno de Crotalus durissus terrificusem cavalos
imunizados com a frac3o fosfolipase A; deste veneno ou com veneno bruto.

Grupo 2% e B Titulo de anticorpos no soro determinado por: (b, ¢
"_1' ‘iimmal} lidilziics ELISA Imunodifusdo Floculacio
A292 0.200 1(dil) x 1 1dil) x 1
(1/dil) x 103
Grupo | A D A D A D
M — 84 Veneno 0 400 0 128 NF 1.0
crotalico
M — 85 bruto 0 20 %6 . NE " NF
C-334 0 64 0 256 NF 0.4
C — 364 0 32 0 32 NF 0.4
Grupo Il
Fosfolipase
M — 220 Az 0 32 0 8 NF 0.5
M — 381 0 32 0 32 NF 0.2
C-3%4 0 64 0 64 NF 0.5
C — 548 0 64 0 32 NF 0.4

a. Imunizacdo de base: 5mg de veneno crotalico bruto contendo crotamina ou de
fosfolipase A; emulsionados em adjuvante completo de Freund; imunizacdo de
reforco realizada 4 meses depois: cinco injecdes subcutaneas a intervalos de 8
dias de 5mg do antigeno correspondente dissolvidos em salina.

b. Os valores incluidos na tabela correspondem as titulactes feitas nas amostras
de soro colhidas 8 dias depois da ultima injecio de veneno crotalico bruto ou
fosfolipase A; na imunizacao de reforco.

c. A e D correspondem, respectivamente, aos valores obtidos nos ensaios reali-
zados nas amostras de soro colhidas imediatamente antes do inicio da imuniza-
cdo e 8 dias depois da ultima injecao de antigeno na imunizacdo de reforco.
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excetuando o animal M-85, nos demais os titulos em anticorpos floculantes
se encaixam bem dentro dos limites exigiveis nos soros hiperimunes antive-
neno crotalico produzidos para fins terapéuticos.

Os resultados da andlise eletroforética desses soros em acetato de celu-
lose acham-se na Figura 1 e na Tabela Il. A analise desses resultados reve-
lou: a) consistente e acentuada reducdo dos valores percentuais da albumi-
na entre as amostras de misturas de soros colhidas apos a 6.2 inoculacéo
de reforco e as amostras obtidas antes da imunizacdo de base; b) redugao
de fracdo ay nas amostras de soro obtidas ap6s a 6.2 inoculacdo de refor-
co: c) ndo houve modificactes consistentes da fracdo a; nas amostras de
soro apoés a 6.2 inoculacdo de reforco; e, d) houve nitido aumento da fra-
cdo da gamaglobulina decorrente de maior producao das &, globulinas. Es-
sas modificacdes concordam com os resultados obtidos nos ensaios pelos
métodos de ELISA, imunodifusao e floculacao.

TABELA I
Distribuicdo Eletroforética das Proteinas do Plasma de Cavalos
Imunizados com Veneno Crotalico Bruto ou com um dos seus
componentes, a enzima Fosfolipase As

Animal Proteinas Distribuicdo das proteinas plasmaticas na eletroforese (%)
totais (g %)
n.> Alb a, a; i ¥ ¥z
TSRO S T DT e o TR o D i 1 theior Kyt e ot e B D o L ) 8] ot Stk
M- B84 1.0 126 269 248 106 51 10.7 89 27.3 20.2 14.3 13.1 10.2 27.9
M- 85 112 104 339 289 74 654 11.7 120 244 176 125 9.7 96 274
C-33 106 106 440 281 10.1 2.8 135 150 179 142 106 11.2 3.9 8.7
C — 364 9.9 8.5 30.8 285" 7.0 53 11.7 19.5 21.0 18.5" 9.2 10.3 11.3 179
M — 220 10.4 9.5 495 283 69 44 115 140 192 236 93 97 36 20.1
M — 381 11.0 104 332 193 7.1 3.1 131 12.8 22.8 30.5 11.7 11.9 121 224
C -39 9.9 132 363 201 28 3.1 119 113 171 193 102 143 21.7 31.9
C — 548 106 115 385 193 115 44 122 15.7 15.9 19.7 11.0 15.2 10.9 25.7

Os resultados apresentados neste trabalho sdo compativeis com outros
]a existentes na bibliografia especializada mostrando que a fosfolipase As,
conquanto seja praticamente atoxica, preserva, quase integralmente, a ca-
pacidade imunogénica do veneno crotalico bruto. Esta propriedade da fos-
folipase Az indica-a como o imundgeno alternativo nas imunizacoes de ani-
mais para a obtencdo de soros antiveneno crotalico: a sua baixa toxidez
permitiria a injecdo de doses maiores garantindo assim adequada resposta
imune primaria. A auséncia de possiveis grupamentos tdxicos para os quais
obviamente ndo seriam produzidos anticorpos neutralizantes se somente a
fosfolipase A, fosse utilizada como antigeno, seria compensada
substituindo-se a fosfolipase Az, nas imunizacdes de reforco, por veneno
crotdlico bruto contendo crotamina®. Permitiria, também, a formacao de
anticorpos anticrotamina, completando-se as exigéncias para um soro anti-
crotélico ideal. Tal soro deveria conter anticorpos neutralizantes para todos
0s grupamentos toxoforos presentes no veneno integral.

Assim, os resultados apresentados neste trabalho indicam que nos es-
quemas de imunizacao de cavalos para a producdo de soros antiveneno
crotalico a melhor estratégia seria fazer-se uma boa imunizacio de base
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Figura 1: Perfis eletroforéticos dos soros de cavalos imunizados com veneno crotalico bruto
contendo crotamina painéis A(M-84), A,(M-84), A(M-85) A,(M-85), A(C-334)
A;(C-334), AIC-364) e A(C-364) ou com fosfolipase A; isolada deste veneno pai-
néis B(M-220), B,(M-220), B(M-381), B,(M-381), BIC-394), B,(C-394}, B(C-548) e
B1(C-548).

Os simbolos sem e com o subscrito (1) colocado ao lado de A ou de B, designam,
respectivamente, as amostras de soro colhidas imediatamente antes da imuniza-
cdo ou uma semana depois da ultima imunizacao de reforco. Os nimeros a direita
de cada painel indicam, de cima para baixo, os valores percentuais para albumina e

para as globulinas a1, a2, B1, B2, y1 e y2 bul de soro eram depositados sobre fitas de
acetato de celulose e a eletroforese realizada usando tampédo barbital de sédio
0.04M, pH 8.6 em corrente elétrica de 200V por 25min.
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com a fosfolipase Az incorporada ao ACF e as imunizacoes de reforco com
veneno crotalico bruto. A imunizacao de base feita dessa maneira minimi-
zaria os riscos de mortes dos cavalos mais sensivels aos efeitos letais do ve-
neno crotalico no inicio do processo de imunizacao. A producdo inicial de
anticorpos permitiria a injecao do veneno crotalico bruto, nas imunizacoes
de reforco, sob condicbes mais seguras garantindo a formacao de anticor-
pos especificos para 0s grupos toxoforos relevantes, presentes no veneno

crotalico.

ABSTRACT: Phospholipase A,, purified from crotoxin obtained from
Crotalus durissus terrificus venom or whole venom were used to immuni-
ze horses or burros. The primary immune response was elicited by injec-
tecting the animals with the antigens (bmg) incorporated in Freund's
complet adjuvant. Four months later the animals were reimmunized with
the antigens alone (5mg) for six times a week apart. Samples of blood
were collected just before each injection and the sera used to determine
the antibodis against whole venom by the floculation, immunodifusion,
and ELISA methods. The animals injected either with phospholipase A,
or with the crude venom produced antibodies against the whole Crotalus
durissus terrificus venom with almost the same titers. These sera when
analyzed by electrophoresis in cellogel showed a consistent reduction of
the albumin and a correspondent increase in the globulin fractions,
mostly of the y; globulins; and the a; globulins became reduced whereas
the a; globulins did not show appreciable changes. These results show
that phospholipase A, is able to mount an effective primary immune res-
ponse in horses or burros and indicate that it could be incorporated in the
immunization schedule to produce seraanti- Crotalus durissus terrificus

venom for therapeutic purpouses.

KEYWORDS: Phospholipase A;. Crotalic venom. Antisera. Snake ve-
noms.
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