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ABREVIATURAS



BSA: albumina sérica bovina

CDil: carbonildiimidazol

DAB: 3,3 - diaminobenzidina

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ensai 0 imunoenzimatico de adsorcéo
OPD: o- fenilenediamina

PBS: salina tamponada com fosfato

PEG: polietileneglicol

rpm: rotagdes por minuto

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS.

Tris: tris(hidroximetil)aminometano

TstFG50: fragdo téxica do veneno de T. serrulatus obtida por cromatografia em coluna
Sephadex G-50

Tween 20: polioxietileno sorbitan monolaurato



RESUMO



Diversos métodos imunoquimicos foram desenvolvidos com o objetivo de detectar e
quantificar venenos de animais pegonhentos em liquidos biolégicos de vertebrados. No
acidente escorpionico, a deteccdo de veneno no sangue de pacientes picados por escorpiao
poderia auxiliar no tratamento, racionalizando o uso do antiveneno especifico. No presente
trabalho, apresentamos um estudo sobre o desenvolvimento de reagentes imunoquimicos para
a deteccdo de componentes toxicos do veneno do escorpido Tityus serrulatus. Inicialmente,
fracionamos o veneno para obtencdo da fragdo toxica. Posteriormente, por técnicas
cromatogréficas, isolamos do soro hiperimune de cavalos anticorpos contra o veneno total e
anti-fracdo téxica. O anticorpo especifico anti-fracdo toxica foi conjugado com peroxidase.
Esses anticorpos foram utilizados na preparacdo de kit tipo sandwich para captura do antigeno
e sua revelagdo por ensaio de ELISA em soro humano de individuos picados por T.
serrulatus, armazenados na soroteca do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeiréo Preto. Estes soros haviam sido coletados e classificados no momento do acidente
como de casos moderados, graves ou ndo-classificados, e armazenados a —20° C. Também
utilizamos soros de doadores que ndo haviam tido contato prévio relatado com o veneno.
Nossos ensaios apresentaram especificidade de 96 % e limiar de reatividade (cut-off) com
valor de leitura de 0,170 a 490 nm. Os reagentes desenvolvidos foram capazes de detectar
antigenos téxicos do veneno de T. serrulatus ja purificados. Entretanto, ndo € possivel
esclarecer se 0s reagentes que purificamos sdo capazes de detectar antigenos toxicos presentes
no soro de pacientes armazenados na soroteca. Nossa proposta de continuidade do trabalho
prevé a redlizagdo de ensaios utilizando soro recém-colhido de pacientes que sofreram

acidente escorpionico moderado ou grave.



ABSTRACT



Vi

A series of immunochemical methods have been used to detect and quantify venoms
in the biological liquids of vertebrates. In the scopionic accidents, detection of the venom in
the blood of patients that have suffered scorpion sting could help in the treatment, making
more effective the use of the anti-venom. In the work here presented, we tried to develop
immunochemical reagents for the detection of toxic components from Tityus serrulatus
venom. We began by fractionating of the venom for obtaining of the toxic fraction. Later, by
chromatographic techniques, we isolated antibodies from horse hyperimmune serum against
the total venom as well as against the toxic fraction. The antibodies against the toxic fraction
were then conjugated with horseradish peroxidase. These antibodies were used afterwards to
prepare an ELISA assay kit to capture the antigen from sera of individuals that had been stung
by T. serrulatus scorpions, stored in a serum bank. These sera had been collect and classified
at the moment of the scorpionic accident as moderate, severe or non-classified, and stored at —
20° C. We have also collected sera from individuals that had no previous known contact with
T. serrulatus venom. Our assays displayed a specificity of 96% and threshold of reactivity
(cut-off) of 0.170 at 490 nm. The reagents prepared by us were able to detect purified toxic
components of T. serrulatus, but it is not possible to clarify if they are able to detect these
antigens in the sera of patients that had been stored in the sera bank. We propose to follow-up
this approach to assay these antigens in the fresh sera from patients that had suffered either

moderate or severe accidents in which they had been stung by scorpions.
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Biologia do Escor pido e Epidemiologia

Os acidentes escorpidnicos causam vitimas em diversas partes do mundo,
principalmente em paises tropicais e subtropicais, constituindo um problema de salide
publica, podendo ser fatais principamente em criancas (GHALIM et a., 2000; ISMAIL,
1995). Os escorpifes sd0 animais pequenos, pertencentes ao filo dos artrépodes, classe
Arachnida, ordem Scorpiones, apresentando o corpo dividido em duas partes, cefalotorax e
abdomen. Os escorpides apresentam um segmento apos 0 abddmen denominado metassoma
ou cauda e, ao término deste, o télson, 6rgéo inoculador de veneno onde ficam alojadas as
glandulas, liberando o veneno no momento da picada. (Site: www.butantan.gov.br). Em geral,
0s escorpides apresentam habitos noturnos. Durante o dia escondem-se sob madeiras, troncos,
entulhos, tijolos e, durante a noite, ssem em busca de alimentos, como baratas, grilos, cupins,
aranhas. A espécie T. serrulatus é bem adaptada a ambientes domiciliares, escondendo-se em
roupas, sapatos, buracos, ralos, etc. A reproducdo nesta espécie ocorre por partenogénese, ou
sgja, 0s 6vulos se desenvolvem sem a fertilizagdo do macho, uma vez que ndo existem nesta
espécie. O periodo de gestacdo é varidvel, durando cerca de quatro meses e meio em T.
serrulatus (CRUZ, 1994).

No Brasil, estudos da década de 60 mostraram que os escorpides eram encontrados
principalmente nos estados de Minas Gerais e Sd0 Paulo (BUCHERL, 1969). Atualmente,
segundo dados do Ministério da Salde, a ocorréncia de acidentes é de cerca de 8000
casos/ano, sendo o maior nimero de notificactes provenientes dos estados de Minas Gerais e
S0 Paulo. A partir de 1988 houve um aumento significativo no nimero de casos e isso se
deveu principamente a implantacdo da notificacdo compulsoria dos acidentes por animais
peconhentos no pais, implantada pelo Ministério da Salde. Os acidentes escorpinicos no
Brasil sdo atribuidos principalmente a trés espécies pertencentes a0 género Tityus: T.

serrulatus ou escorpido amerelo, T. bahiensis ou escorpido marrom e T. stigmurus, sendo o T.



serrulatus responsavel pelos acidentes de maior gravidade (FUNDACAO NACIONAL DE

SAUDE, 2001).

M anifestacdes Clinicas do Escor pionismo

Os sintomas provocados pelo envenenamento escorpidnico sdo variaveis devido a
diversidade de sistemas do organismo em que a toxina estabelece seus efeitos. As
manifestagdes clinicas podem ser divididas em locais e sistémicas. As manifestacfes locais
s80 caracterizadas pelo predominio de dor no local da picada podendo evoluir com parestesias
e irradiacdo da dor. As manifestagdes sistémicas sdo caracterizadas por nauseas, vomitos,
sidorréia, hipo ou hipertermia, sudorese, dispnéia, taguipnéia, edema agudo, agitacdo,
sonoléncia, confusdo mental, taquicardia e/ou bradicardia, hipo ou hipertensdo arterial,
arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca e choque. As dteragdes cardiacas sd0
caracterizadas por ateracbes em eletrocardiograma sugestivas de miocardite e/ou infarto e
aumento dos niveis no soro das enzimas creatinoquinase (CK), lactatodesidrogenase (LD) e
suas fragBes cardiacas CK-MB e LD; (CUPO et al., 1994), (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2001), (GUERON et a., 1992). Estudos demonstraram que horas apds o
envenenamento houve um aumento, no soro dos pacientes, de troponina |, proteina essencial
para contracdo do musculo cardiaco e da musculatura estriada esquel ética, que é dosada como
marcador especifico de lesdo cardiaca. As lesdes cardiacas provocadas pelo envenenamento
escorpidnico sdo reversiveis, na maioria das vezes, dentro da primeira semana apés o
acidente, sugerindo que tais lesdes sdo causadas pela descarga adrenérgica aguda que ocorre
nos casos de envenenamento mais severos. (CUPO et al., 2002), (FUNDACAO NACIONAL

DE SAUDE, 2001).
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Classificagao do Escor pionismo

De acordo com as manifestacBes clinicas, os casos de acidentes escorpidnicos podem
ser classificados como leves, moderados e graves. Nos casos leves a dor no local da picada
esta presente em praticamente todos 0s casos, 0 que leva 0 paciente a procurar 0 Servico
médico 0 mais breve possivel e, em alguns casos a dor pode vir acompanhada de parestesia.
Nos casos moderados a dor no local também é presente, acompanhada de manifestacdes
sistémicas mais brandas como sudorese, nauseas, vOmitos, taquicardia, taquipnéia e
hipertensdo arterial. Nos casos graves as manifestagOes sistémicas estdo presentes em maior
intensidade como vémitos profusos e freglentes, sudorese profusa, periodos de agitacéo
alternados com sonoléncia, hipotermia, taqui ou bradicardia, hipertensdo arterial, taquipnéia,
edema agudo pulmonar e choque cardiocirculatério. (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2001), (CUPO et al., 2003).

A gravidade do quadro clinico apresentado apds o acidente escorpidnico esta
relacionada com aidade do paciente, 0 tempo entre a picada e o atendimento médico, o local
da picada, os niveis de veneno presentes no soro da vitima e a sensibilidade individual em
resposta ao veneno. (CUPO et a., 2002). Estudos mostraram que pacientes que chegam ao
hospital com manifestages sistémicas de envenenamento por T. serrulatus apresentam altas
concentragfes de veneno no plasma, em relagdo aos pacientes que apresentaram apenas dor
no local da picada. Isto sugere que a gravidade do acidente escorpinico por T. serrulatus esta

relacionado com as concentragdes de veneno no plasma. (REZENDE et a., 1996).

Tratamento
Os pacientes vitimas de acidente escorpionico devem receber tratamento o mais rapido
possivel. O tratamento consiste em combater os sintomas de envenenamento e dar suporte as

condigdes vitais do paciente. O tratamento sintomético visa aliviar a dor por meio de
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anestésicos sem vasoconstritor injetados no local da picada ou pelo uso de analgésicos. Nos
casos de vémitos, a desidratacéo e disturbios hidroeletroliticos devem ser tratados de acordo
com 0 caso, juntamente com o uso de anti-emético.O tratamento  especifico consiste na
administracdo de soro antiescorpidnico (SAEES) ou antiaracnidico (SAAr) aos pacientes que
apresentarem formas graves ou moderadas. O soro deve ser administrado o mais rgpido
possivel, por via endovenosa e na quantidade estipulada de acordo com a gravidade do
acidente. (CUPO et al., 2003), (DEHESA-DAVILA; POSSANI, 1994), (FREIRE-MAIA et
al,1994), (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

Estudos mostraram que criangas vitimas de acidente escorpidnico que apresentaram
manifestagdes adrenérgicas tiveram somente reaces anafilaticas cutaneas apos a terapia com
antiveneno. Entretanto, aquelas que ndo apresentaram manifestacGes adrenérgicas tiveram
reacOes anafildticas severas apos a terapia. Isto sugere que a liberagcdo de catecolaminas
provocada pelo veneno de T. serrulatus apls a picada previne as reacOes anafilaticas
imediatas que podem ocorrer apos a terapia com antiveneno. (AMARAL, 1994)

A terapia com o antiveneno apés o0 acidente escorpidnico mostrou-se eficiente quanto
areducado dos niveis de veneno no soro, sendo que 1 hora apds sua administracdo os antigenos
do veneno circulante foram neutralizados. As manifestagdes tais como dor local e vomitos
diminuiram logo apds a terapia com o0 antiveneno, entretanto, alguns sinais e sintomas
persistiram, isto porgue o antiveneno néo é capaz de neutralizar 0s antigenos do veneno que ja
estdo ligados aos seus receptores nos canais de sodio. (REZENDE et a., 1995a), (REZENDE

et ., 1998)

O Veneno
O veneno escorpiénico pode ser obtido por estimulacdo elétrica entre o quarto e o

quinto segmento da cauda do animal (figura 1). As primeiras gotas de veneno sdo geralmente
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transparentes, seguidas de gotas branco-leitosas e viscosas. O veneno puro ndo se dissolve
completamente em &gua destilada nem em solucdo fisiolégica, restando um fino precipitado
que pode ser separado por centrifugacdo. Esta fragdo insolUvel ndo é toxica, constituida por
mucoproteinas e restos de membranas. A fragcdo sollvel, e toxica, do veneno escorpibnico é
congtituida por uma mistura de peptideos bésicos de baixo peso molecular, sais inorganicos,
lipidios e nucleotideos. (BUCHERL, 1969), (SANTOS, 1994).

Diniz e Gongalves (1960) demonstraram que o veneno de T. serrulatus e T. bahiensis
ndo apresenta atividade proteolitica, fosfolipasica, hemolitica, acetilcolinesterasica, e ndo
consome fibrinogénio. Os autores demonstraram ainda que 0 veneno possui atividade
hialuronidésica e aumenta a permeabilidade capilar possibilitando um aumento de sua
toxicidade uma vez que a difusdo e absor¢do do veneno € facilitada, e ainda, causa
estimulacdo da musculatura lisa. Diniz et a. (1966) demostraram que o veneno de T.
serrulatus parece também conter um componente com acdo nas fibras pos-ganglionares
parasimpéticas, com efeito mediado por acetilcolina, sendo responsavel por aguns dos
sintomas observados na intoxicacdo. O veneno do escorpidao T. serrulatus possui atividade
neurotoxica, seus efeitos estdo relacionados principalmente com a acdo que exerce sobre 0s
canais de sddio e potéssio, sendo que ndo apresenta diferencas bioguimicas e farmacol 4gicas

quando coletados em regides geograficas brasileiras distintas. (POSSANI et al., 1992)
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Figural- Extracdo do venenodeT. serrulatus por estimulacdo eétrica. Extracéo de veneno de T. serrulatus
realizada no serpentério do biotério central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. A estimulagéo
elétrica é realizada entre o quarto e quinto segmentos da cauda do animal e apés a estimulacéo a gota de veneno

éliberada.
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Fracionamento do veneno de T. serrulatus

Gomez e Diniz (1966) realizaram separacdo parcia dos componentes toxicos do
veneno de T. serrulatus através de cromatografia em gel de filtracgo e resina de troca ibnica.
Em 1967, um dos componentes toxicos do veneno de T. serrulatus foi parciamente
caracterizado e denominado tityustoxina (GOMEZ, 1967). Coutinho Netto (1975) fracionou o
veneno de T. serrulatus com nova metodologia e caracterizou parcialmente o componente
toxico, denominando tityustoxina, como sendo uma proteina basica, contendo 61 residuos de
aminoécidos em uma Unica cadeia polipeptidica, com peso molecular de 6995 e ponto
isoelétrico de 8,25. Muitos outros pesquisadores fizeram uso de técnicas diversas para
fracionar o veneno de T. serrulatus. Sampaio et a. (1983) isolaram e caracterizaram
parcialmente cinco proteinas téxicas do veneno do escorpido T. serrulatus. Arantes et al.
(1992) demonstraram gue a tityustoxina (GOMEZ) representa uma mistura de proteinas e a
tityustoxina (COUTINHO NETTO) é um componente minoritario da tityustoxina (GOMEZ).
Chavez-Olértegui et al. (1994) fracionaram o0 veneno de T. serrulatus através de
cromatografia de filtragcdo em Sephadex G-50 e obtiveram cinco picos apos leitura das
fragdes, sendo que o terceiro e maior deles, apresentou atividade toxica quando injetado em

camundongos.

Deteccéo do veneno

O fracionamento do veneno de T. serrulatus e a caracterizagdo de seus componentes
toxicos possibilitaram o desenvolvimento de métodos para deteccdo do veneno no soro de
pacientes vitimas de acidente escorpionico. Muitos trabalhos foram descritos sobre a
quantificagcdo de antigenos téxicos de diversos animais peconhentos pela técnica de ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay). Theakston et a. (1977) foram o0s pioneiros a

descrever a deteccdo de veneno e anticorpo especifico em pacientes que sofreram acidente
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ofidico. Coulter et al. (1980) desenvolveram um ensaio imunoenzimatico rel ativamente rgpido
para deteccdo do veneno de serpente. Barral-Neto et al. (1990) realizaram um ELISA tipo
sandwich para deteccdo do veneno de Bothrops jararaca nos fluidos corpéreos de
camundongos. Ensaios desenvolvidos para deteccdo de antigenos especificos das serpentes
Bothrops atrox e Lachesis muta muta mostraram-se eficientes na deteccdo do antigeno
circulante em paciente acidentalmente envenenados por uma das serpentes citadas
(CHAVEZ-OLORTEGUI et d., 1993).

Rezende et a. (1995b) padronizaram a quantificagdo de antigenos toxicos do veneno
de T. serrulatus pela técnica de ELISA, desenvolvida por Chavez-Olortégui et al. (1994). Os
autores quantificaram os antigenos téxicos em pacientes que chegaram ao servico de salide
apos terem sofrido 0 acidente e que trouxeram os escorpides sendo identificados como T.
serrulatus. Observaram que o método foi eficiente na deteccéo de antigenos em paciente que
apresentaram manifestagdes sistémicas, entretanto ndo apresentou diferencas entre os
pacientes que apresentaram somente dor no local da picada em relagcdo aos pacientes do grupo
controle.

Rezende et a. (1996) quantificaram antigenos toxicos do veneno de T. serrulatus,
presentes no soro de pacientes que sofreram acidente escorpionico, pela técnica de ELISA e
analisaram a relagdo da concentragdo de veneno no plasma com as manifestagcbes do
envenenamento. Os autores observaram que pacientes com manifestagdes sistémicas de
envenenamento apresentaram atos niveis de veneno, 15,07+ _ 2,67 ng/ml. Ja os pacientes
com somente dor no local da picada apresentaram niveis baixos de veneno 2,14 +_ 0,75 ng/ml,
ndo havendo diferenca significativa em relagdo aos pacientes do grupo controle (1,23 + 0,23
ng/ml). Estes dados sugerem que a gravidade do envenenamento escorpionico por T.

serrulatus esta relacionada com as concentracfes de veneno no plasma
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Krifi et al. (1998) desenvolveram um método pelatécnica de ELISA para quantificar o
veneno de dois escorpifes encontrados na Africa do Norte em pacientes envenenados e
relacionaram os niveis de veneno detectado com os sintomas clinicos e a gravidade do
envenenamento. Os niveis de veneno detectados foram de: 2,65 +_0,81 ng/ml nos casos leves,
9,79 +_4,08 ng/ml nos casos moderados e 21,7 +_6,51 ng/ml nos casos graves.

A deteccdo da concentracdo de veneno no plasma pode ser utilizada para estudo da
cinética de neutralizacdo do veneno pelo antiveneno especifico, racionalizando o uso do
mesmo e poderia gjudar na confirmacdo diagndstica de envenenamento por T. serrulatus.
Como a técnica de ELISA descrita por Rezende et al., (1995b) levou aproximadamente 2
horas para ser concluida, o uso deste método para confirmacéo diagndstica e classificagdo do
quadro de envenenamento antes do inicio da soroterapia com antiveneno ndo seria possivel,
pois este tempo poderia ser fatal. Estudos mostraram que pacientes que sofreram acidente
escorpidnico por T. serrulatus e receberam antiveneno especifico tiveram os antigenos
circulantes do veneno neutralizados. O antigeno do veneno presente no soro destes pacientes
ndo pdde ser mais detectado apds 1 hora da administracdo do antiveneno e este manteve seus
niveis elevados por até 24 horas apds sua administracdo (REZENDE et al., 19954). Baseado
nesses estudos sobre a quantificagdo do veneno de T. serrulatus e suas aplicagfes na
terapéutica e investigacdo clinica, nos propusemos a desenvolver reagentes imunoquimicos

para deteccdo de antigenos téxicos do veneno de T. serrulatus.



OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo geral o desenvolvimento de reagentes

imunoquimicos capazes de detectar antigenos toxicos do veneno do escorpido Tityus

serrulatus presente no soro de pacientes que sofreram acidente escorpionico.

OBJETIVOSESPECIFICOS

1-

2

Fracionar o veneno de T. serrulatus para obtencdo da fragdo toxica.

Purificar anticorpos contra o veneno total de T. serrulatus para deteccdo do veneno.
Isolar anticorpos anti-fracdo tdxica e preparar 0 conjugado imunoenzimatico
como reagente imunoquimico para deteccdo de antigenos toxicos.

Padronizar 0 ensaio para deteccdo de antigenos téxicos do veneno de T. serrulatus.
Verificar a presenga de reagéo cruzada dos reagentes desenvolvidos com os soros de
doadores cujo contato prévio com o0 veneno desconheciamos ou que ndo tinham
histérico de contato prévio com o veneno.

Avadliar a aplicabilidade dos reagentes desenvolvidos na deteccdo de antigenos toxicos

Nno soro de pacientes que sofreram acidente escorpionico por T. serrulatus.



MATERIAL E METODOS
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1. VENENO DO ESCORPIAO Tityus serrulatus

1.1- Obtencéo do Veneno de T. serrulatus

O veneno de T. serrulatus foi gentilmente cedido pelo Serpentario da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. O Serpentério esté localizado no
complexo do Biotério Central do Campus desta Universidade e é credenciado pelo IBAMA
para funcionar como criadouro cientifico, destinando-se ao fornecimento de materiais
biol 6gicos para investigagfes nas areas de toxicologia e herpetologia. A extracdo do veneno
de T. serrulatus é feita por meio de estimulagdo elétrica de baixa voltagem entre o quarto e
quinto segmento da cauda do animal e apds a extragdo 0 veneno permanece em temperatura

ambiente até que esteja totalmente seco por ventilagéo.

1.2- Fracionamento do veneno

O veneno de T. serrulatus foi fracionado de acordo com a técnica de cromatografia de
filtracBo molecular descrita por Chavez-Olortegui et a. (1994), com agumas modificagoes.
Amostra contendo 20mg do veneno de T. serrulatus foi diluido em tamp&o bicarbonato de
amoénio 5mM, centrifugado a 12.000 rpm em microcentrifuga (Eppendorf, modelo 5417 R). O
sobrenadante foi coletado para realizagdo da cromatografia. Para este procedimento, utilizamos
uma coluna de filtragdo Sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals) de 0,9 cm por 78 cm. A
amostra foi eluida em um fluxo de 40uL/min, ou 2,4 mL/h, com 0 mesmo tamp&o bicarbonato
utilizado para diluir aamostra e equilibrar acoluna. A leiturafoi registrada a 290 nm e fragdes de
0,88mL foram recolhidas. As fragbes relativas ao pico principal da leitura foram separadas e

denominadas TStFG50. Posteriormente estas fragdes foram analisadas em SDS-PAGE.
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1.3- Eletroforese - SDS-PAGE

A andlise eletroforética das fracBes obtidas apds cromatografia de filtragdo foi
realizada utilizando equipamento BioRad, modelo Mini-Protean 11 Cell®. Aliquotas de cada
fracdo do pico principa (P3) tiveram suas proteinas separadas em SDS-PAGE, utilizando um
gel de separacdo a 15% de acrilamida / bisacrilamida (30:0,8), TrissHCI 375mM pH 8,8 e
SDS 0,1%, e um gel de concentracdo de 4% de acrilamida / bisacrilamida (30:0,8), Tris-HCI
125mM pH 6,8 e SDS 0,1%. As amostras protéicas foram separadas sob voltagem constante,
de 100 V, por cerca de 2 horas a temperatura ambiente. Para visualizacdo das bandas
protéicas foi realizada uma coloracéo do gel por azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad, USA)
0,25% em etanol 45% / acido acético glacia 9%, por 20 minutos, seguido por uma
descoloracéo parcial, realizada por 3 ou 4 lavagens sucessivas do gel, com uma solucéo de

acido acético glacial 8%/ etanol 5%.

2. DOSAGEM DE PROTEINAS

A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando-se os métodos de reagente para
biureto e BRADFORD (1976). Na dosagem pelo método de reagente para biureto tubos de
ensaio com 100uL da amostra ou BSA foram diluidos em 1000uL do reagente para biureto
(0,15% sulfato de cobre, 0,6% tartarato de sodio, 3% hidréxido de sodio, 0,1% iodeto de
potéssio diluidos em agua destilada), o material foi submetido a suave agitacéo e apos 30
minutos a temperatura ambiente, foi determinada, espectrofotométricamente, a absorbancia da
amostra num comprimento de onda de 540nm (Beckman DU modificado por Incibrés). A
curva padrdo foi construida com BSA na faixa de 50 a 1000ug, a quantidade de BSA foi
determinada por andlise de aminoéacidos, que indicou a presenca de aproximadamente 15% de

agua na preparacdo comercial de BSA que utilizamos.
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A dosagem de proteinas pelo método de BRADFORD (1976) foi realizada em uma
placa de microtitulagdo de 96 pocos (Maxisorp Nunc-Immuno Plates, USA) na qual eram
colocados 10uL da amostra diluida em salina ou do padréo protéico de soroalbumina bovino e
adicionados 300uL do reagente Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad, USA). Ap6s 5 minutos a
temperatura ambiente era feita a leitura da absorbancia das amostras a 595 nm em leitor de

ELISA (Spectramax 250, Molecular Devices).

3. PURIFICACAO DE ANTICORPOS PARA DETECCAO DE ANTIGENOS

TOXICOSDO VENENO DE T. serrulatus

3.1- Purificacéo de anticor pos contra o veneno total de Tityus serrulatus

Para a obtencéo de anticorpos a serem utilizados na preparacéo do Kit para deteccéo
de veneno escorpionico foram utilizadas ampolas de soro anti-escorpidnico provenientes do
Instituto Butantan. As ampolas, contendo 5mL de uma solugdo de imunoglobulinas, fracéo
F(ab’),, foram obtidas do plasmas de cavalos hiperimunizados com uma mistura de venenos
de escorpifes do género Tityus. Este soro € utilizado para realizagdo de soroterapia em
pacientes que sofreram envenenamento escorpionico moderado ou grave e foi cedido pela
Farmécia Central da Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, pois

apresentava o prazo de validade expirado para 0 consumo humano.

3.2- Cromatogr afia de imunoafinidade
- Ativacdo da resina e acoplamento das proteinas do veneno de T. serrulatus

A resina Sepharose CL-6B (Pharmacia Fine Chemicals) foi ativada com CDI
(carbonildiimidazol), conforme descrito por Bethell et al. (1979), em colunade 0,9 cm por 3,0

cm. A resina foi lavada seguencialmente com acetona 25, 50, 75 e 100% respectivamente e
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por fim com 1,4 dioxano. Em seguida o CDI foi adicionando a resina e mantido por 15
minutos sob agitagdo. A resina foi novamente lavada sequiencialmente com acetona 100, 75,
50 e 25% respectivamente e por fim com agua destilada. Vinte miligramas do veneno total de
T. serrulatus foram adicionados a resina e mantidos a 4° C overnight. Apos este periodo, foi

adicionada etanolamina 2M, mantida por 30 minutos e ent&o equilibrada com salina

- Cromatografia

A coluna foi utilizada para purificagdo de anticorpos antiveneno contidos no soro
antiescorpionico. Cada ampola de soro antiescorpionico contendo 5mL era diluida para 15mL
com salina 0,15M e dividida em trés partes iguais com 5mL cada. A coluna de afinidade
contendo o veneno de T. serrulatus foi equilibrada com salina 0,15M e, posteriormente, 0
soro antiescorpidnico diluido foi aplicado manualmente na coluna, em volumes fracionados
de 1000uL. Os anticorpos especificos contra o veneno de T. serrulatus, e que se ligaram ao
veneno presente naresing, foram eluidos com glicina 0,2M pH 2,8. A cada aiquota eluida foi
adicionado TrissHCI 1M pH 8,1 correspondendo a 10% do volume final, para neutralizar o
pH das amostras, preservando assim as proteinas. Para detectar as fragcfes que continham
proteinas, 1 uL de cada amostra eluida foi pipetada em papel de filtro, coradas por azul de
Coomassie R-250 0,25% e descoradas por écido acético 7%. As amostras dos tubos
correspondentes as aliquotas intensamente coradas, foram reunidas e dialisadas contra salina

0,15M.

3.3- Titulag&o dos anticor pos contra o veneno total de T. serrulatus
Para 0 ensaio foi utilizado placa de microtitulacdo de 96 pocos (Maxisorp Nunc-
Immuno Plates, USA). Para o coat da placa foram utilizados anticorpos purificados contra o

veneno total de T. serrulatus nas dilui¢des 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560 e
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1/5120, diluidos em tampéo carbonato pH 9,6 e mantidos overnight a4° C. A placafoi lavada
3 vezes com PBS/Tween 20 0,05%, a solugdo de lavagem, e a seguir bloqueada com
200uL/pogo de PBS/Tween 20 0,05% / Molico 2%, solugdo de blogueio, durante 1 hora a
temperatura ambiente . Apds o bloqueio, foi adicionado TstFG50 nas diluigdes 1/100, 1/300,
1/900, 1/2700 e 1/8100, em PBS/Tween 20 0,05% / Molico 0,25%, tampéo Molico, e mantida
a placa por 1 hora de incubacdo em estufa a 37° C. Em seguida, a placa era lavada com
solucdo de lavagem e adicionados os anticorpos anti-TstFG50 conjugados a peroxidase,
100uL/pogo, diluido /4000 em tampdo Molico. Estes anticorpos foram gentilmente cedidos
pelo Prof. Dr. Carlos Chavez Olortegui, da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, e
foram denominados anticorpos conjugados padrdo. A placa era lavada com solugdo de
lavagem e revelada com a utilizagdo de OPD (2,5mg/ml em &cido citrico 0,1M, fosfato de
sodio bibésico 0,2M e perdxido de hidrogénio 0,15%), 100uL/poco da solugdo, e lida a 490

nm em leitor de ELISA (Spectramax 250, Molecular Devices).

3.4- Purificacado de anticor pos anti-TstFG50 de Tityus serrulatus
- Ativacdo da resina e acoplamento das proteinas de TstFG50 do veneno de T. serrulatus

A resina Sepharose CL-6B foi ativada com CDI conforme descrito acima, em coluna
de 0,9 cm por 3,0 cm. Em seguida, a fragcdo toxica obtida do veneno de T. serrulatus,
anteriormente fracionado, foi dialisada conta salina 0,15M, adicionada a resina e mantida a 4°

C overnight. Ap0s este periodo, foi adicionada etanolamina2M e mantida por 1hora.

- Cromatografia
Para a redlizacdo da cromatografia de imunoafinidade foram utilizadas ampolas de
soro antiescorpionico contendo 5mL cada. Cada ampola de soro antiescorpionico utilizada era

diluida para 15mL com salina 0,15M e dividida em trés partes iguais com 5mL cada. A
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coluna de afinidade contendo TstFG50 de Tityus serrulatus foi equilibrada com salina 0,15M,
posteriormente o soro antiescorpidnico diluido foi aplicado manualmente na coluna e os
anticorpos foram eluidos com glicina 0,2M pH 2,8. Em cada tubo contendo as amostras
eluidas foi adicionado Tris-HCI 1M pH 8,1 correspondendo 10% do volume final. Aliquota
de 1uL de cada amostra eluida foram pipetadas em papel de filtro e coradas por azul de
Coomassie R-250 0,25% e descoradas por acido acético 7%. As amostras que apresentavam
coloracdo intensa apos coloracdo em papel de filtro foram reunidas e dialisadas contra salina

0,15M.

3.5- Conjugacao dos anticor pos anti-TstFG50 a per oxidase

Para conjugacdo dos anticorpos a peroxidase, 1,66mg desta enzima (SIGMA HRPO)
tipo VI foi diluida em 0,333uL de uma solucéo de bicarbonato de sodio 0,3M pH 8,1. Em
seguida, foi adicionado 0,033uL de fluordinitrobenzeno 1% em etanol absoluto e deixado por
1 hora em temperatura ambiente sob suave agitagdo. Logo apos, 0,333uL de periodato de
sodio 0,05M diluido em agua destilada foi adicionado e por 30 minutos agitado suavemente
em temperatura ambiente. 0,333uL de etileno glicol 0,16M diluido em agua destilada foi
adicionado e mantido por 1 hora sob agitacdo suave em temperatura ambiente. Em seguida, 0
material foi aplicado em uma coluna de cromatografia Sephadex G-25 (Pharmacia Fine
Chemicals), de 0,9 cm por 25 cm, protegida daluz, e eluido com tampao bicarbonato de sodio
0,01M pH9,5 a temperatura ambiente. As amostras de coloragdo amarelada mais intensa
foram recolhidas. Cerca de 1,5mg de proteina de anticorpo anti-TstFG50, dosadas pelo
método de BRADFORD (1976) como descrito anteriormente, foi adicionada a solucéo eluida
da coluna e a mistura foi agitada suavemente por 2 horas a temperatura ambiente. Em

seguida, 1,66mg de borohidreto também foi adicionado e deixado overnight a 4° C.
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No dia seguinte, este material passou por duas etapas de cromatografia em coluna
Sephadex G-25, eluido com PBS e recolhido. Em uma placa de microtitulagdo de 96 pocos foi
pipetado 1uL de cada amostra eluida com 100pL da solugdo de OPD, utilizada como solucdo
reveladora no ELISA. As amostras positivas para a reacdo foram reunidas em membrana de
didlise (Sigma, USA) e finamente concentradas com polietilenoglicol (PEG), pela adicéo do

mesmo sobre a membrana de didlise contendo o material.

- Cromatografia de filtracdo em coluna Sephacryl S 300

Para garantir a pureza do material, os anticorpos conjugados com peroxidase, foram
aplicados em uma coluna de filtracdo Sephacryl S300 (Pharmacia Fine
Chemicals) de 0,9 cm por 83 cm. A coluna foi equilibrada com salina 0,15M, fluxo de
40uL/minutos e 1200pL da amostrafoi aplicada na coluna e eluida em um fluxo de 45uL/min
com 0 mesmo tampdo utilizado para equilibrar a coluna. Fragdes de 0,72mL foram recolhidas,
1uL de cada amostrafoi pipetado em uma placa de 96 pocos e adicionados 100uL de solucéo
reveladora para ELISA. As amostras que apresentaram reacao positiva foram divididas em

quatro grupos para facilitar os testes de desempenho dos anticorpos conjugados.

3.6- Titulacdo dos anticor pos anti-TstFG50 conjugados a per oxidase

Para o coat da placa foi utilizado anticorpos purificados contra o veneno total de T.
serrulatus na concentracdo 1:40, diluido em tampéo carbonato pH 9,6 e mantido overnight a
4° C. A placafoi lavada 3 vezes com solucdo de lavagem, e a seguir bloqueada com a solucéo
de bloqueio durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds o blogueio, foi adicionado
20ng/poco de TstFG50 diluido em tampéo Molico e mantida a placa por 1 hora de incubacéo
em estufa a 37° C. Em seguida, a placa era lavada com solugdo apropriada e adicionado

separadamente os quatro grupos de anticorpos purificados anti-TstFG50 conjugado a
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peroxidase, 100uL/pogo, nas concentragdes 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600
diluidos em tamp&o Molico. A placa era lavada com solucéo de lavagem e revelada com a
utilizagdo de OPD, 100pL/pogo da solucdo, e lida a 490 nm em leitor de ELISA (Spectramax
250, Molecular Devices).

Por apresentarem valores semelhantes de titulacdo, os quatros grupos de anticorpos
anti-TstFG50 conjugados a peroxidase foram reunidos, tiveram seu volume reduzido com
PEG, adicionado 30% de glicerol ao volume final da solucdo contendo os anticorpos. A
titulacdo dos anticorpos anti-TstFG50 conjugados a peroxidase, agora reunidos, foi repetida

como descrito acima, agora has diluicdes 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200.

4. TECNICA DE WESTERN BLOTTING DO VENENO TOTAL DE T. serrulatus COM
ANTICORPO ANTI-TstFG50 CONJUGADO A PEROXIDASE

Para avaliar a especificidade do anticorpo anti-TstFG50 conjugado a peroxidase,
amostra contendo 1mg de veneno total de T. serrulatus foi submetida a eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida 15% a 70V, por cerca de 2 horas a temperatura ambiente. Apos a
realizacéo da eletroforese, era feita a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana
de nitrocelulose (Hybond™ ECL™, Amersham, UK) em tamp&o de transferéncia (Tris-HCl
25mM pH 8,3, glicina 192mM , metanol 10%), utilizando o equipamento da BioRad (Mini
Trans-Blot®). A transferéncia foi feita sob voltagem constante de 100 V por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi corada com Ponceau S 0,5% em &cido
acético 1% para visualizagao das proteinas transferidas e, entdo, a membrana foi cortada em
cinco tiras de igual tamanho. O corante foi removido das tiras da membrana com lavagens
sucessivas em agua destilada e em seguida, bloqueadas durante 1 hora com molico desnatado
5% em PSB/Tween 20 0,05% e lavadas com PBS/Tween 20 0,05%. Cada tira da membrana

foi incubada por 2 horas com anticorpo anti-TstFG50 conjugado a peroxidase nas diluicdes
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1/100, 1/200, 1/400, 1/800 e 1/1600, lavadas com PBS/Tween 20 0,05%, lavadas com PBS,
incubadas com solugédo reveladora (DAB 0,5mg/mL em Tris-HCI 0,05M pH 7,4 com H,0,
0,06%) e parada a reacdo com agua destilada.

Para obter melhor visualizacdo das bandas protéicas, as tiras da membrana de
nitrocelulose foram incubadas por 1 hora com anticorpo de coelho anti-cavalo, gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Eduardo Brandt Oliveira, diluido 1:20, lavadas com PBS/Tween 20
0,05%, incubadas por 30 minutos com anticorpo de carneiro anti-coelho conjugado a
peroxidase, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Eduardo Brandt Oliveira, diluido 1:4000,
lavadas com PBS/Tween 20 0,05%, lavadas com PBS, incubadas com solucdo reveladora

(DAB/ H,0,) e parada areagédo com agua destilada.

5. PADRONIZACAO DO ENSAIO: ELISA TIPO SANDWICH

Para a padronizagdo do ensaio foi utilizada placa de 96, utilizando como coat o0s
anticorpos purificados contra o veneno total de T. serrulatus, na concentragéo 1:20, 4 ug/poco
de proteina, dosadas pelo método de reagente para biureto como descrito anteriormente. Estes
anticorpos foram diluidos em tamp&o carbonato pH 9,6 num volume final de 100uL/poco, e
mantida overnight a 4° C. A placa foi lavada 3 vezes com solugé@o de lavagem e a seguir
bloqueada com solucdo apropriada durante 1 hora a temperatura ambiente. ApGs o blogqueio, a
placa era novamente lavada por 3 vezes com solucdo de lavagem e entdo, adicionavamos
100uL/poco de TstFG50 na concentragdo de 20ng/poco, preparados em tampdo Molico. A
frac@o toxica também teve suas proteinas dosadas pelo método de reagente para biureto. Apds
1 hora de incubagdo em estufa a 37° C, a placa passava por mais 3 lavagens com o tampéo
apropriado, e entdo adicionava-se 100pL/poco do anticorpo anti-TStFG50 conjugado a
peroxidase, diluido 1:150, e assim a placa passava por um novo periodo de incubacéo, agora

de 2 horas em estufa a 37° C. A placa foi lavada com a solucéo de lavagem por 3 vezes e
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entdo arevelacdo foi efetuada com a utilizagdo de OPD. A reacdo foi parada apos 15 minutos
com a adicdo de 50 uL/poco de &cido sulfurico 2M. A placa foi lida em leitor de ELISA

(Spectramax 250, Molecular Devices) a490 nm.

6. AVALIAC}AO DA ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS PURIFICADOS EM
SORO HUMANO

Para avaliar a especificidade dos anticorpos purificados e a reprodutibilidade dos
resultados para montagem do Kit de deteccéo de veneno escorpiénico, utilizamos o soro de 2
doadores que ndo tinham historico de contato prévio com veneno de escorpido e de 94
doadores cujo histérico de contato prévio com o veneno desconheciamos. Os soros destes
doadores foram utilizados para realizagdo de ELISA tipo sandwich, como padronizado acima.
O soro dos doadores foi diluido (1:1) em tamp&o Molico, num total de 100uL/poco.

Para avaliar a quantia de veneno de T. serrulatus em pacientes que sabidamente
tiveram contato prévio com veneno de escorpido, amostras de soro armazenadas, a -20° C, de
pacientes atendidos na Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeiréo Preto-
USP picados pelo escorpido T. serrulatus, classificados como casos moderados, graves ou
aqueles que desconheciamos a classificagdo do caso no memento do acidente, foram
gentilmente cedidos para este experimento pela Profa. Dr. Palmira Cupo. Estes soros foram
utilizados para realizacdo de ELISA tipo sandwich, como padronizado acima. O soro dos
pacientes foi diluido (1:1) em tamp&o Molico, num total de 100uL/poco. A curva de

referénciafoi obtida utilizando quantias conhecidas de TstFG50 (0,1 a 100ng/poco).
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Fracionamento do veneno do escor piao Tityus serrulatus

Para obter a frac8o toxica do veneno de T. serrulatus, realizamos a purificagdo a partir
de 20mg de veneno que foram diluidos em tampéo bicarbonato de aménio 5mM e aplicados
em uma coluna de filtragdo Sephadex G-50. Como podemos observar na Figura 2, apos a
leitura das fragcBes em 290 nm obtinhamos 5 picos, sendo que o terceiro e maior deles foi
descrito por Chavez-Olortegui et a. (1994) como o que continha a maior atividade téxica do

veneno de T. serrulatus.

Perfil eletroforético das proteinas correspondentes ao pico principal da cromatografia
defiltracdo em Sephadex G-50

As fragdes correspondentes ao pico principal, pico 3, da cromatografia de filtragdo
foram analisadas por SDS-PAGE. Como podemos observar na figura 3, as referidas fragoes,
canaletas 2 a 7, apresentam o predominio de uma Unica banda com peso molecular entre 5000
—6500. O veneno total, na canaleta 1, apresenta uma banda mais intensamente corada, que se

encontra na mesma altura do peso molecular das fragdes do pico 3.
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Figura 2 - Cromatografia de filtragdo molecular em Sephadex G-50 do veneno total de
T. serrulatus. Uma amostra do veneno total contendo 20mg foi aplicada em uma coluna de
filtracdo molecular Sephadex G-50, de 0,9 cm por 78 cm, previamente equilibrada com
tampao bicarbonato de ambnio 5mM. As amostras foram eluidas com 0 mesmo tamp&o, com
fluxo de 40uL/min e fragdes com 0,88mL cada, num total de 80 fragdes. O contelido de
proteina nas fracBes foi estimado por leituras de Az nm. OS cinco picos de proteina

majoritérios estdo indicados como P1-P5.
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Figura 3 - Perfil eletroforético das fragdes correspondentes ao pico 3 da cromatogr afia
de filtragdo em Sephadex G-50. Aliquotas de cada frac8o correspondente ao pico 3 foram
solubilizadas em tamp&o da amostra e aplicadas em SDS-PAGE 15% nas canaletas 2 a 7. Na
canaleta 1 foi aplicado o veneno total e nas canaletas 8 e 9 aprotinina (6,5 kDa) e crotamina (5
kDa), respectivamente. O gel foi corado por azul de Coomasie 0,25%.
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Titulacdo dos anticor pos purificados contra o veneno total de T. serrulatus para o coat da
placa em ensaio EL | SA tipo sandwich

Para avaliar a melhor diluicdo dos anticorpos purificados por cromatografia de
imunoafinidade contra o veneno total de T. serrulatus, realizamos um ELISA tipo sandwich
paratitular os anticorpos. Esses anticorpos foram utilizados para o coat da placa nas diluicbes
1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560 e 1/5120 em tampéo carbonato pH 9,6; apds o
blogueio e lavagem, foi adicionado TstFG50 nas diluiges 1/100, 1/300, 1/900, 1/2700 e 1/
8100 em tampé&o Moalico e lavada novamente. Em seguida, foram adicionados os anticorpos
conjugados padro na diluigdo 1/4000. A placa foi revelada com OPD e lida a 490 nm. A
medida que a dilui¢cdo dos anticorpos do coat diminui, a absorbancia aumenta, ou seja, ha um
crescente aumento nos valores de absorbancia quando a diluicéo dos anticorpos do coat é
menor e também quando diminuimos a diluicgo de TstFG50, atingindo uma leitura proxima

de 0,9 (Figura 4).

Titulacdo dos anticorpos anti-TstFG50 conjugados a peroxidase por ELISA tipo
sandwich

As amostras dos anticorpos conjugados a peroxidase, que foram reativas a solucéo
reveladora de ELISA, estavam divididas em quatros grupos para facilitar os testes de
desempenho. Os anticorpos conjugados destes quatro grupos foram titulados por ELISA, para
0 coat da placa utilizamos anticorpos purificados contra o veneno total de T. serrulatus
diluido 1/40 em tampdo carbonato pH 9,6. A placa foi bloqueada, lavada e adicionado
TstFG50 diluido 1/100 em tampdo Molico. Apos lavagem, os quatro grupos de anticorpos
anti-TstFG50 conjugados a peroxidase foram adicionados nas diluigdes 1/25, 1/50, 1/100,
1/200, 1/400, 1/800 e 1/1600 em tampé&o Molico. A placafoi revelada com OPD e lida a 490

nm. Como podemos observar na figura 5, os quatro grupos de anticorpos anti-TstFG50
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conjugados a peroxidase apresentaram titulacBo semelhante, ou sgja, as leituras de
absorbancia foram aumentando gradativamente a medida que se diminuia a diluicdo do
anticorpo conjugado e isso foi observado nos quatro grupos. Na diluicdo 1/25 os quatro
grupos apresentaram leituras proximas de 0,9. Assim, tendo em vista que os anticorpos
conjugados dos quatro grupos apresentaram titulagdo muito semelhante, reunimos os quatro
grupos, reduzimos o volume com PEG e realizamos um novo ELISA tipo sandwich para
avaliar qual seria a melhor diluicdo do anticorpo conjugado. Para este ensaio, utilizamos
anticorpos purificados contra o veneno total de T. serrulatus diluido 1/40 em tamp&o
carbonato pH 9,6. A placa foi bloqueada, lavada e adicionado TstFG50 diluido 1/100 em
tampdo Molico. Apds a lavagem, foram adicionados anticorpos anti-TstFG50 conjugados a
peroxidase nas dilui¢des 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 e 1/3200 em tampao Molico. A
placafoi revelada com OPD e lidaa490 nm. Podemos observar nafigura 6 que os anticorpos
anti-TstFG50 conjugados com peroxidase apresentaram valores crescentes de leitura de
absorbancia de acordo com a diminuic¢éo da dilui¢cdo. Na menor dilui¢do, 1/100, a absorbancia

a490 nm foi proxima de 0,65.
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Figura 4 - Titulagdo dos anticorpos purificados contra o veneno total de T. serrulatus
para o coat da placa. Os anticorpos foram purificados por cromatografia de imunoafinidade
e utilizados para 0 coat do ELISA. Para o ensaio, estes anticorpos foram diluidos em 1/40,
1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560 e 1/5120. O antigeno, TstFG50, também foi diluido
em 1/100, 1/300, 1/900, 1/2700, 1/8100. A placa foi lavada e adicionado o anticorpo
conjugado padréo. A placafoi revelada com o- fenilenediamina e lida a 490 nm. Os valores

do branco da placa foram descontados (Branco: 0,036).
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Figura 5 - Titulacdo dos quatro grupos de anticorpos purificados contra TstFG50
conjugados com peroxidase. Os anticorpos anti-TstFG50 foram purificados por
cromatografia de imunoafinidade e conjugados com peroxidase e titulados por ELISA,
conforme descrito em material e métodos. Anticorpos para o coat da placa foram utilizados na
diluicdo 1/40 e TstFG50 na diluicdo 1/100. Os quatro grupos de anticorpos conjugados foram
titulados nas seguintes dilui¢des: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 e 1/1600. A placa foi
revelada com o- fenilenediamina e lida a 490 nm. Os valores do branco da placa foram

descontados (Branco: 0,038).
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Figura 6 - Titulagdo dos anticorpos purificados contra TstFG50 conjugados com
peroxidase apds a reunido dos quatro grupos. Anticorpos contra 0 veneno total foram
utilizados para o coat da placa na diluicdo 1/40 e TstFG50 na dilui¢do 1/100. Os anticorpos
conjugados foram titulados nas seguintes dilui¢gdes: 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 e
1/3200. A placafoi revelada com o- fenilenediamina e lida a 490 nm. Os valores do branco da

placa ndo foram descontados (Branco: 0,04).
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Western blotting do veneno total de T. serrulatus com anticor po anti-TstT G50 conjugado
a peroxidase

Com o objetivo de avaliar a especificidade dos anticorpos purificados anti-TstFG50
conjugados a peroxidase, amostra de 1mg de veneno total de T. serrulatus foi diluida em
tampdo da amostra e aplicada em toda a extensdo do gel a 15 % e corridaa 70 V por 2 horas.
Em seguida, as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por
30 minutos a 100 V, bloqueada e cortada em 5 tiras. Cada tira foi incubada individua mente
com o anticorpo anti-TstFG50 conjugado a peroxidase nas diluigdes 1/100, 1/200, 1/400,
1/800 e 1/1600 e reveladas com DAB/H,0,. Para intensificar a coloragdo das bandas e
garantir uma melhor visualizacdo, as tiras foram incubadas por 1 hora com anticorpo de
coelho anti-cavalo diluido 1/20, adicionado o anticorpo de carneiro anti-coelho conjugado a
peroxidase diluido 1/4000, incubadas por 30 min e reveladas com DAB/ H,0,.

Como pode ser visto na figura 7, uma banda difusa, ndo nitida e de coloracdo fraca,
indicada pela seta, esta presente nas tiras 1 e 2 que correspondem as dilui¢cdes 1/100 e 1/200
do anticorpo conjugado, respectivamente. Esta banda indica que o reconhecimento, pelo
anticorpo anti-TstFG50 conjugado a peroxidase, das proteinas presentes na amostra contendo
0 veneno total de T. serrulatus ndo foi satisfatorio, uma vez que deveria reconhecer a fragdo
toxica do veneno. A banda n&o pode ser visualizada nastiras 3, 4 e 5, dilui¢des 1/400, 1/800 e
1/1600 respectivamente. Assim, descartamos 0 uso destas trés diluicbes para 0s ensaios

realizados para padronizagdo de nossos experimentos.
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Figura 7 - Western blotting do veneno total revelado com anticorpo anti-TstT G50
conjugado a peroxidase. Uma amostra Unica, contendo 1mg de veneno total foi diluida em
tampdo da amostra, aplicada em toda extensdo do SDS-PAGE 15% sem canaletas, corrida a
70 V por 2 horas e transferida para membrana de nitrocelulose por 30 minutos a 100V. A
membrana foi cortada em cinco tiras que foram blogueadas por 1 hora e incubadas
individualmente por 1 hora com anticorpo anti-TstFG50 conjugado nas seguintes diluigoes:
1/100 (1), /200 (2), 1/400 (3), 1/800 (4) e 1/1600 (5) e revelada com DAB/H,0..
Posteriormente, as tiras foram incubadas por 1 hora com anticorpo de coelho anti-cavalo
diluido 1:20, incubadas por 30 minutos com anticorpo de carneiro anti-coelho conjugado a
peroxidase diluido 1:4000 e reveladas com DAB/H0..
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EL1SA tipo sandwich paratitulacdo do veneno de T. serrulatus

Para padronizacgo do ensaio para deteccdo de antigenos especificos do veneno de T.
serrulatus, anticorpos purificados contra o veneno total foram utilizados para o coat da placa
na diluicdo 1/20 em tampédo carbonato pH 9,6. Estes anticorpos tiveram suas proteinas
dosadas pelo método de reagente para biureto, como descrito em material e métodos, sendo
que a diluicdo 1/20 corresponde a 4,0ug/ pogo. TstFG50 foi adicionado a placa nas
concentracfes de 0,1ng a 100ng. A placa foi lavada, incubada com os anticorpos especificos
anti-TstFG50 conjugados a peroxidase diluidos 1/150, revelada com OPD e lida a 490 nm.
Como podemos observar nafigura 8, houve um aumento de A g0nm proporcional ao aumento
de antigeno especifico na faixa de 0-10ng, indicando tanto o limite na quantidade maxima de
antigeno que pode ser determinada nas condic¢des estabel ecidas neste ensaio de ELISA como

sua capacidade de discriminagéo entre 1 e 10ng de TstFG50.

Analise dos soros de doadores normais para deteccdo de antigenos do veneno de T.
serrulatus e reprodutibilidade dos resultados

Paraavaliar a existéncia de reagdo cruzada entre proteinas do soro humano e antigenos
do veneno de T. serrulatus, e avaliar a reprodutibilidade dos resultados, soros de dois
doadores normais, cujos histéricos ndo indicavam contato com o veneno de T. serrulatus,
foram utilizados para realizagdo de ELISA tipo sandwich. Para o coat da placa foram
utilizados anticorpos purificados contra o veneno total diluido 1/20 em tamp&o carbonato pH
9,6. O soro de cada doador foi diluido 1:1 em tamp&o Molico e ensaiado 20 vezes, em
paralelo, adicionando-se amostras idénticas em 20 pocos. A placa foi lavada, adicionado o
anticorpo anti-TstFG50 conjugado a peroxidase diluido 1/150, revelada com OPD e lidaa 490
nm. Na figura 9 observamos que as 20 amostras de cada doador (® doador 1, e doador 2)

apresentam valores de leitura proximos entre si, em torno de 0,05 a 0,08. Estes valores de
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leitura so considerados baixos uma vez gque o branco da placa foi de 0,068, ou sgja, 0s
valores das 20 amostras dos dois doadores foram proximas do valor do branco da placa. Isto
sugere gque 0s reagentes ndo estariam detectando antigenos presentes nos soros dos dois

doadores normais.

Analise dos soros de doadores de uma amostra aleatoria da populacéo para deteccéo de
antigenos do veneno de T. serrulatus

Para avaliar a presenca de reacdo cruzada dos anticorpos purificados no
reconhecimento de proteinas presentes no soro de doadores cujo histérico de contato prévio
com o veneno de T. serrualtus desconheciamos e determinar o limiar de reatividade,
utilizamos soro de 94 doadores para a realizagdo do ELISA tipo sandwich. Para o coat da
placa foram utilizados anticorpos purificados contra o veneno total diluido 1/20 em tampé&o
carbonato pH 9,6. O soro de cada doador foi diluido 1:1 em tampdo Molico. A placa foi
lavada, adicionado o anticorpo anti-TstFG50 conjugado a peroxidase diluido 1/150, revelada
com OPD e lida a 490 nm. Como podemos observar na figura 10, a média dos valores de
absorbanciafoi de 0,09. Para calcular o limiar de reatividade (cut-off), utilizamos a média dos
valores de leitura a 490 nm + 2 desvios padréo, obtendo o valor de 0,170, que corresponde
aproximadamente a 0,85ng/ml. Entre as 94 amostras, apenas quatro apresentaram valores
positivos, ou sgja, com valor de leitura superior a 0,170, indicando uma especificidade de

96%.
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Figura 8 - ELISA tipo sandwich para titulacdo do veneno de T. serrulatus. Para
padronizagéo do ensaio foram utilizados anticorpos contra o veneno total de T. serrulatus para
0 coat, diluidos 1/20 em tampéao bicarbonato pH 9,6. A placa foi incubada com TstFG50 nas
concentragdes. 0,1 ng a 100ng, lavada e adicionado os anticorpos anti-TstFG50 conjugados a
peroxidase na diluicdo 1/150. A placa foi revelada com o- fenilenediamina e lida a 490 nm.

Os valores do branco da placa n&o foram descontados (Branco: 0,046).



B Doador 1
0,20 — ® Doador 2

0,18 —-
0,16 —-
0,14 —-
0,12 —-

0,10 H

490 nm

< 008 .
0,06 e gm,
0,04
0,02

0,00 H

1T 1T 1T T T 1T 7T 7T " T 1T 1
o 2 4 6 8 10 122 14 16 18 20 22

NUmero de amostras

Figura 9 - Analise da reprodutibilidade dos sor os de doador es normais par a deteccdo de
antigenos do veneno de T. serrulatus. Os soros de dois doadores que ndo tiveram contato
prévio com veneno de T. serrulatus foram utilizados para a realizacdo do ELISA. Para o coat
da placa foram utilizados anticorpos contra o veneno total na diluicdo 1:20. O soro de cada
doador foi ensaiado 20 vezes, em paralelo, adicionando-se amostras idénticas em 20 pogos na
diluicdo 1:1 em tamp&o Molico, a placa foi lavada e adicionado o anticorpo anti-TstFG50 na
diluicdo 1:150. A placafoi revelada com o- fenilenediamina e lida a 490 nm. Os valores do

branco da placa ndo foram descontados (branco da placa: 0,068).
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Figura 10 - Analise dos soros de doador es de uma amostra aleatéria da populacéo para
deteccdo de antigenos do veneno de T. serrulatus. Os soros de 94 doadores que
desconheciamos o0 contato prévio com veneno de T. serrulatus foram utilizados para a
realizacdo do ELISA. Para o coat da placa foram utilizados anticorpos contra o veneno total
na diluicdo 1:20. Os soros foram diluidos 1:1 em tampdo Molico, a placa foi lavada e
adicionado o anticorpo anti-TstFG50 na diluicdo 1:150. A placa foi revelada com o-
fenilenediamina e lida a 490 nm. Os valores do branco da placa ndo foram descontados

(branco da placa: 0,079).
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Deter minacdo da quantidade de veneno de T. serrulatus em sor o humano

Para avaliar a aplicabilidade dos testes desenvolvidos com reagentes purificados para
determinacéo das quantidades de veneno de T. serrulatus em soro humano, utilizamos soros
gue estavam estocados a -20° C de 20 pacientes que sabidamente tiveram contato com veneno
de escorpido para realizacdo de ELISA tipo sandwich. Estes pacientes foram atendidos na
Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto-USP apds terem sido
picados pelo escorpido T. serrulatus e foram classificados como caso moderado ou grave.
Entretanto, em algumas amostras, desconhecemos a classificagdo no momento do
atendimento. Para o coat da placa foram utilizados anticorpos purificados contra 0 veneno
total diluido 1/20 em tampao carbonato pH 9,6. Os soros dos pacientes foram diluidos 1:1 em
tampdo Molico e aplicados. A placa foi lavada, adicionado o anticorpo anti-TstFG50
conjugado & peroxidase diluido 1/150, revelada com OPD e lida a 490 nm. A curva de
referénciafoi obtida utilizando quantias conhecidas de TstFG50 (0,1 a 100 ng/pogo). Segundo
os dados que acompanhavam os soros dos pacientes, as amostras 5, 8, 12 e 15 foram
classificadas no momento do atendimento como caso moderado de acordo com as
manifestacbes clinicas. JA as amostras 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 14, 18, 19 e 20, foram
classificadas como casos graves. As demais amostras desconhecemos a classificagcdo do caso
no momento do atendimento. Como pode ser visto na figura 11, as amostras 11, 14, 15, 17,
18, 19 e 20 apresentaram valores de leitura a 490 nm superiores a 0,170, ou sga,
apresentaram valores acima do limiar de reatividade portanto mostraram-se positivas. A
amostra 11 corresponde aproximadamente a uma concentragdo de TstFG50 de 1ng/ml, as
amostras 14, 15 e 17 correspondem aproximadamente a 6ng/ml e as amostras 18, 19 e 20
correspondem aproximadamente a 2ng/ml. As amostras que ndo atingiram valores de leitura

superiores ao limiar de reatividade ndo tiveram as concentractes de TstFG50 cal culadas.
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Figura 11 - Andlise de soros de pacientes que sofreram acidente escorpidnico por T.
serrulatus. Os soros de 20 pacientes que sofreram acidente escorpionico por T. serrulatus
foram utilizados para arealizacdo do ELISA. Para o coat da placa foram utilizados anticorpos
contra o veneno total na diluigdo 1:20. Os soros foram diluidos 1:1 em tamp&o Molico, a
placa foi lavada e adicionado o anticorpo anti-TStFG50 na diluicdo 1:150. A placa foi
revelada com o- fenilenediamina e lida a 490 nm. Os valores do branco da placa ndo foram
descontados (Branco: 1 a 10: 0,04; 11 a 20: 0,058).



DISCUSSAO
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Os acidentes causados por animais pegonhentos sdo considerados nocivos, podendo
ser letais principalmente em criangas. As manifestacbes clinicas do envenenamento s&o
complexas, podendo envolver manifestagdes locais e sistémicas, provocando dor no local da
picada, nduseas, vomitos, hipo ou hipertermia, confusdo mental, irritabilidade, hipo ou
hipertensdo arterial, arritmias cardiacas, edema agudo pulmonar e até mesmo choque. Em
virtude da gravidade do quadro clinico que pode se instalar, o tratamento deve ser iniciado
imediatamente apds a chegada do paciente ao servico de salde. O tratamento consiste em
avaliar a sintomatologia e fornecer suporte as fungbes vitais do organismo com
monitoramento continuo do paciente e administracéo de antiveneno adequado quando o uso
for indicado (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001), (FREIRE-MAIA et al.,1994),
(ISMAIL, 1995).

Para o diagnostico e encaminhamento do tratamento de pacientes acidentados por
animais peconhentos, sdo levadas em consideracdo principa mente as manifestagdes clinicas
apresentadas. Para auxiliar nas condutas terapéuticas a serem tomadas, métodos
imunoquimicos vém sendo aplicados para identificagdo e quantificacdo do veneno circulante
nos pacientes; alguns estudos mostraram que o0 emprego de tais métodos, como a técnica de
ELISA, proporcionou 0 acompanhamento da cinética do veneno circulante durante a
soroterapia e possibilitou correlacionar a quantidade de veneno circulante com as
manifestacdes clinicas apresentadas. (SANTANA et a., 1996); (REZENDE et ., 1996).

O desenvolvimento da técnica de ELISA para quantificagdo do veneno circulante de
animais peconhentos teve inicio em 1977 com os relatos de Theakston et a. (1977) que
monitoraram niveis de veneno e anti-veneno em camundongos submetidos a envenenamento
e tratamento experimentais. Estudos posteriores mostraram o desenvolvimento de métodos
para deteccdo do veneno de algumas espécies de serpentes e aranhas, além de escorpifes.

Chéavez-Olortegui et al. (1993) realizaram um estudo para identificar os antigenos circulantes
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das espécies de serpentes Bothrops atrox e Lachesis muta muta, que provocam sintomatol ogia
clinica similar, em pacientes que foram acidentalmente picados. Chavez-Olortegui et al.
(1997) utilizaram a técnica para identificagdo de antigenos especificos das serpentes Bothrops
sp. e Crotalus durissus em pacientes picados. Chavez-Olortegui et a. (1998) utilizaram este
método para deteccdo de antigenos da aranha Loxosceles intermedia, discriminando
corretamente entre diversos outros venenos também ensaiados. A deteccdo de antigenos do
veneno escorpidnico foi inicialmente descrita por Chévez-Olortegui et al. (1994), que
utilizaram a técnica de ELISA para deteccéo de antigenos no soro de pacientes picados pelo
escorpido Tityus serrulatus; 0 método foi capaz de detectar os antigenos apenas nos pacientes
que apresentaram manifestacBes clinicas classificadas como moderadas ou graves, ndo
distinguindo os casos leves do controle (REZENDE, 1995b).

Além da quantificagdo dos antigenos de veneno circulantes, a técnica de ELISA
possibilita a quantificagdo do antiveneno, permitindo acompanhar a eficacia do mesmo em
neutralizar antigenos especificos e avaliar a cinética de eliminagdo do veneno. Rezende et al.
(1995a) quantificaram os antigenos de T. serrulatus durante o tratamento com antiveneno
especifico na circulagdo de pacientes escorpidnicos, observando-se a diminuicdo dos
antigenos 1 hora ap6s a administracdo do antiveneno, sendo que os niveis deste persistiram
elevados por até 24 horas ap6s sua administracdo. Utilizando a técnica de ELISA, Santana et
al. (1996) avaliaram os parametros farmacocinéticos do veneno de T. serrulatus em ratos,
determinando a meia vida de eliminagéo, a taxa de absorcdo, a distribuicdo e a afinidade do
veneno nos tecidos.

Neste trabal ho, purificamos anticorpos para serem utilizados na deteccdo de antigenos
toxicos do veneno do escorpido Tityus serrulatus e avaliamos seus desempenhos em
reconhecer tais antigenos tanto purificados como presentes no soro de pacientes que foram

picados por este escorpiéo.
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Inicialmente, submetemos o veneno do escorpido T. serrulatus a cromatografia de
filtracdo em Sephadex G-50 (figura 2) e obtivemos a fracdo correspondente com a maior
atividade téxica do veneno (TstFG50; no pico 3), conforme descrito por Chavez-Olortegui et
al. (1994). As fragdes correspondentes as bordas do pico 3 poderiam estar contaminadas com
substéncias provenientes das fragOes entre os picos 2-3 e 3-4, assim, estas fragdes foram
excluidas para evitar possivel contaminagdo do materia utilizado. Andlise das proteinas
presentes no pico 3 da filtragdo em Sephadex G-50 por SDS-PAGE (figura 3) indicou que as
bandas detectadas nas fragdes do pico 3 e a banda mais intensamente corada do veneno total
apresentam-se um pouco abaixo da banda correspondente a aprotinina (6,5 kDa) e na mesma
dtura da banda correspondente a crotamina (5 kDa). Como descrito por Coutinho Netto
(1975), atoxina do veneno escorpionico € uma proteina basica, com peso molecular de 6995.
O fato de as bandas referentes ao pico 3 estarem na mesma altura da crotamina poderia ser
explicado pelo comportamento atipico que apresentam alguns polipeptideos bésicos e com
pesos moleculares menores que 10.000, desnaturados em SDS (HAMES, 1981). Isto poderia
ser amenizado ou até mesmo resolvido se tivéssemos realizado a separacdo eletroforética das
proteinas na auséncia de SDS. Desta forma, poderiamos observar se nosso material continha
apenas uma proteina ou era composto por mais de uma, com pesos moleculares na faixa de
7.000. Além disso, se utilizdssemos um método mais sensivel para coloragdo do gel, como a
prata, por exemplo, poderiamos verificar se haveria outras proteinas, em menor quantidade,
presentes em nosso material. Na figura 3, podemos observar que a banda mais intensamente
corada do veneno de T. serrulatus estd na mesma atura das amostras referentes ao pico 3 da
cromatografia em Sephadex G-50.

A purificagdo dos anticorpos utilizados para a obtencdo dos reagentes para deteccéo
do veneno de T. serrulatus foi iniciada com os anticorpos que foram utilizados para 0 coat da

placa. Apo6s a purificagdo destes anticorpos contra o veneno total de T. serrulatus por
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cromatografia de imunoafinidade, titulamos os anticorpos e optamos em utilizar a diluicéo
1/20. Esta diluicéo foi escolhida para padronizagdo dos ensaios uma vez gque observamos no
gréfico que alinhareferente a diluicdo 1/40 ainda apresentava-se ascendente (figura 4).

Posteriormente, purificamos os anticorpos anti-TStFG50 por cromatografia de
imunoafinidade, que foram conjugados a peroxidase. Para a escolha da diluicdo adequada do
conjugado HRP-anti-TstFG50 para padronizagdo dos ensaios e para avaliarmos o
reconhecimento da fragdo tdxica do veneno por estes anticorpos, realizamos sua titulagdo na
revelacdo de western blotting do veneno (figura 7). Pelo resultado de western blotting foi
possivel observar nas diluigdes 1/100 e 1/200 a presenca de uma banda difusa, ndo nitida e de
coloragdo fraca. Embora uma baixa qualidade dos anticorpos anti-TstFG-50 conjugados
pudesse ser uma explicacdo para este resultado, € mais provavel que ele reflita as dificuldades
de certas proteinas peguenas e basicas em se fixar a membrana de nitrocelulose usada em
western blotting, como amplamente discutido por Sadano (1991) no caso da PLA; do veneno
de C. durissus, o componente bésico da crotoxina de 14,5 kDa. No entanto, 0s anticorpos
conjugados foram satisfatorios no reconhecimento da fragdo tdxica do veneno de T. serrulatus
em ensaios de ELISA.

Na padronizagdo do ensaio de ELISA, quantidades conhecidas de TstFG-50 foram
utilizadas para calibrar os valores de antigenos detectados no soro. Para que fosse avaliada a
reprodutibilidade dos resultados, o soro de 2 doadores que ndo tinham histérico de contato
prévio com o veneno de T. serrulatus foram ensaiados por 20 vezes cada, em paraelo
(Figura 9). Isto sugere que, apesar de haver possibilidade de contaminagdo durante o
fracionamento do veneno para obtencdo da fragcdo correspondente a maior atividade toxica do
veneno, o0s anticorpos purificados apresentaram resultados que foram reprodutiveis. O soro de
94 doadores cujo histérico de contato prévio com o veneno de T. serrulatus desconheciamos

foi utilizado para determinarmos a especificidade do ensaio e o limiar de reatividade. O
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ensaio padronizado tinha duracdo de aproximadamente 5 horas, apresentando especificidade
de 96 % e limiar de reatividade (cut-off) com vaor de leitura de 0,17 a 490 nm, que
corresponde aproximadamente a 0,85ng/ml. Estudos anteriores, no qual os autores
padronizaram um ELISA para deteccdo de antigenos toxicos em pacientes picados por T.
serrulatus foi verificado que a especificidade do ensaio foi de 97 % e a sensibilidade, quando
considerados apenas 0s casos moderados e graves, foi de 94,7 %. O limiar de reatividade
correspondia a 0,074 no valor de absorbancia e 4,8ng/ml de concentracéo de veneno, sendo
que o tempo necessario para a realizacdo do ensaio foi de 2 horas (REZENDE et al., 1995h).
Em nossos experimentos a duragdo de 5 horas de ensaio € muito longa, e ndo poderiamos
utilizar estes testes para classificar 0s casos de acidentes escorpionicos no momento da picada
para posterior conduta terapéutica, pois 0s pacientes que apresentam casos moderados ou
graves necessitam de intervencéo imediata e 5 horas de espera poderiam comprometer a
utilizacdo do teste como auxiliar da soroterapia.

Amostras estocadas a -20° C de soro de 20 pacientes que foram atendidos na Unidade
de Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto-USP, apés terem sido picados pelo
escorpido T. serrulatus, foram utilizados para 0 ensaio. Estes pacientes foram classificados
como casos moderados ou graves, sendo as amostras 5, 8, 12 e 15 casos moderados e as
amostras, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 14, 18, 19 e 20 casos graves. As demais amostras
desconhecemos como foram classificadas no momento do atendimento. Somente as amostras
11, 14, 15, 17, 18, 19 e 20 apresentaram resultados positivos, ou seja, valores de leitura a 490
nm superior ao limiar de reatividade. As amostras 14, 15 e 17 classificadas, respectivamente,
como caso grave, moderado e desconhecido foram as que apresentaram maiores leituras,
correspondendo aproximadamente a 6ng/ml de TstFG50. As amostras 18, 19 e 20

classificadas como casos graves corresponderam aproximadamente a 2ng/ml de TstFG50. Jaa
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amostra 11, também classificada como caso grave, apresentou aproximadamente 1 ng/ml de
TstFG50.

Estudos anteriores demonstraram que pacientes picados pelo escorpido T. serrulatus,
com manifestacfes sistémicas de envenenamento apresentaram niveis altos de veneno,
detectados por ELISA, de 15,07 +_ 2,67ng/ ml. Ja os pacientes que apresentaram apenas dor
no local da picada apresentaram niveis bem menores, 2,14 +_0,75ng/ml. Os pacientes que
apresentaram apenas dor no local da picada ndo apresentaram niveis de veneno
significativamente diferentes aos niveis detectados no grupo controle (1,23 +_0,23ng/ml)
(REZENDE, 1996). Krifi et al. (1998) demonstraram que pacientes que sofreram acidente
escorpidnico apresentaram niveis séricos de veneno detectados nos casos leves de 2,65
+_0,81ng/ml, nos casos moderados foi detectado 9,79 +_4,08ng/ml de veneno e nos casos
graves, 21,7 +_6,5ng/ml de veneno.

Nossos resultados quanto a dosagem de veneno em soro de pacientes mostraram-se
bem menores em relagdo aos trabalhos citados. Embora ndo tenhamos uma explicagéo
definitiva para esta discrepancia nos resultados, para 0 que seria importante uma comparagao
direta dos reagentes utilizados em cada condicéo experimental, uma das possibilidades refere-
se a qualidade do conjugado quanto a especificidade acancada na etapa de purificagdo dos
anticorpos por imunoafinidade, ja que medidas de antigenos na circulacdo dos acidentados
podem ser influenciadas pela biodisponibilidade individual de cada antigeno do veneno. Outra
hip6tese para os baixos niveis de veneno detectados no soro em nossos experimentos poderia
ser pelo fato de que n&o tivemos a oportunidade de realizar nossos experimentos com soro
fresco, ou sgja, de pacientes que acabaram de sofrer o acidente escorpidnico. Os soros
utilizados estavam estocados a -20° C, alguns deles hd mais de 2 anos. N&o € possivel afirmar
se durante a armazenagem destes soros o veneno de T. serrulatus ndo tenha sofrido alguma

alteracdo imunoguimica que pudesse interferir na deteccdo de antigenos tdxicos presentes no
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veneno. Além disso, 0s ensaios ndo puderam ser repetidos por muitas vezes devido ao volume
reduzido de soro disponivel, uma vez que sb € possivel utilizar as amostras que sdo coletadas
dos pacientes picados antes que se inicie a terapia com antiveneno especifico. Um ensaio
utilizando soros frescos poderia esclarecer melhor estas dividas, entretanto 0 acesso a
quantidades necessé&rias de soros frescos de pacientes que sofreram acidente escorpidnico
moderado ou grave levaria algum tempo para ser conseguido. Além disso, seria necessaria a
coleta das amostras assim que o0s pacientes dessem entrada a0 servico de salde, pois o
tratamento deve ser iniciado 0 mais rapidamente possivel e as amostras que podem ser
utilizadas para este tipo de experimento sdo aquelas coletadas antes de iniciar a soroterapia
com antiveneno especifico.

Outro fato importante € que os soros dos pacientes que utilizamos em noOssos
experimentos tiveram os antigenos do veneno de T. serrulatus dosados apenas por Nnossos
reagentes. Nao foi possivel a comparagdo direta dos nossos reagentes com outros ja
padronizados. Isto dificulta a comparagdo dos nossos resultados uma vez que ndo podemos
afirmar se as baixas leituras foram devido aos reagentes desenvolvidos ou a alguma
modificacdo que as amostras possam ter sofrido ao longo do armazenamento. Talvez se
tivéssemos realizado os ensai 0s de soro dos pacientes picados fazendo uma comparacdo direta
com reagentes ja padronizados as | eituras teriam apresentado 0 mesmo comportamento.

Através dos ensaios realizados no presente trabalho € possivel afirmar que os reagentes
desenvolvidos sd0 capazes de detectar antigenos toxicos do veneno de T. serrulatus que
fracionamos. Entretanto, ndo € possivel esclarecer se 0s reagentes que purificamos so capazes de
detectar antigenos toxicos presentes no soro de pacientes picados por T. serrulatus. Outros ensaios
precisam ser realizados e uma das alternativas seria utilizar soro fresco de pacientes que sofreram
acidente escorpionico moderado ou grave. Além disso, ensaios comparativos deveriam ser feitos

natentativade diminuir o tempo necessario para conclusdo do ensaio, com reducdo dos tempos de
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incubacéo dos soros diluidos dos pacientes e do anticorpo conjugado, sem que prejudique as
reagOes necessdrias para a obtencao de resultados satisfatorios.

Deste modo, sugerimos que o desenvolvimento de reagentes imunoquimicos para
detectar antigenos téxicos do veneno de animais peconhentos € de extrema importancia para
que o tratamento com antiveneno especifico seja feito de forma racionalizada e a cinética do
veneno segja acompanhada. O aprimoramento das técnicas de detecgdo de antigenos toxicos, a
fim de diminuir o tempo necessario para reaizacdo do ensaio, poderia proporcionar a
utilizagdo de reagentes na forma de kits que pudessem fornecer a quantidade de veneno
circulante num curto periodo de tempo e auxiliar na terapia com o antiveneno adequado, na

quantidade apropriada.
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