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Padronizacao de método alternativo in vitro para analise do
titulo de soro antiloxoscélico

Standardization of an alternative in vitro method for
analyzing the titer of antiloxoscelic serum

Vitor Emanuel Bohrer de Oliveira’, Luis Felipe Minozzo Figueiredo?

RESUMO

Loxoscelismo é a denominagao dada a enfermidade causada por acidentes com aranhas do género Loxosceles
e que é um dos tipos de araneismo mais relevantes na America do Sul, e pode ser tratado clinicamente com
o uso de soros antiloxoscélico. Nesse estudo, lotes de soros hiperimunes equinos antiloxoscélicos, obtidos
de cavalos imunizados com venenos de aranhas do género Loxosceles, foram avaliados com o objetivo de
padronizar um ensaio imunologico in vitro utilizando o ensaio de imunoabsorgéo enzimatica (ELISA) para
avaliar a reagdo especifica das imunoglobulinas do soro com antigenos presentes veneno, para posterior
avaliacdo da correlagdo com o potencial neutralizante in vivo dos soros. O ensaio ainda requer mais andlises
de diferentes formatos para que seja analisada a possibilidade de redugéo do uso de animais na validagéo da
poténcia neutralizante.
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ABSTRACT

Loxoscelism is the term used to refer the condition caused by accidents involving spiders of the genus Loxosceles,
and it is one of the most relevant types of arachnidism in South America. It can be clinically treated with the
use of antiloxoscelic serums. In this study, batches of hyperimmune equine antiloxoscelic serums, obtained
from horses immunized with venoms from spiders of the genus Loxosceles, were evaluated with the aim of
standardizing an in vitro immunological assay using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to assess
the specific reaction of serum immunoglobulins with venom-present antigens for subsequent evaluation of their
in vivo neutralizing potential. The assay still requires further analysis in different formats to explore the possibility
of reducing the use of animals in validating the neutralizing potency.
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INTRODUCAO

O loxoscelismo é a denominacao da enfermidade causada pelo acidente da picada de aranhas-
marrons do género Loxosceles, que leva a inoculagao do veneno nos acidentados, sendo a forma
mais importante de araneismo na América do Sul, apresentando-se como a principal causa de
acidentes por animais venenosos em alguns paises, como no Chile (Schenone et al., 1970). No
Brasil, em 2022, 6,456 casos de acidente com aranhas Loxosceles foram identificados, sendo o mais
comum dentre os acidentes com aranhas pegonhentas (Brasil, 2022, 2023). Dentre os sintomas
da picada estao a inflamagao, com inchaco e vermelhidao na area afetada, tendo o potencial de
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causar necrose na pele circundante, resultando no desenvolvimento de Ulceras. Além disso, podem
ocorrer sintomas sistémicos em um a cada dez casos, na meédia variando com a espécie, como
febre e mal-estar que em casos graves pode afetar érgaos internos, como levando mesmo a faléncia
dos rins. Portanto, buscar atendimento médico imediato é crucial para o tratamento adequado e a
prevencao de complicacdes, e o tratamento mais efetivo para os casos agravados é o uso de soro
antiloxoscélico (Isbister, 2011). Os cavalos sdo usados para a produgdo em escala do antiveneno,
e os lotes de novas tropa séo validados com o uso de coelhos, 0os quais ao ser injetado o veneno
das Loxosceles apresenta uma reagdo e necrose equiparaveis as humanas, e assim sdo a escolha
usual. Separados em dois grupos um recebe o veneno, ja outro recebe tanto o veneno como o soro,
e caso o0 segundo grupo nao apresente complicagdes e o soro seja efetivo no tratamento, o lote e os
cavalos sao validados para uso e producao (Furlanetto, 1961 apud Pauli, 2008; Guilherme, Fernandes,
Barbaro, 2001).

MATERIAL E METODOS
Reagentes imunoquimicos

Amostras de soros equinos previamente imunizados com uma mistura de venenos proveniente
das espécies Losxosceles intermedia, Loxosceles gaucho e Loxosceles laeta, assim como soros de
animais ndo imunizados (pré-imunes) e amostras dos trés venenos loxoscélicos foram gentilmente
cedidos pelo Centro de Produgéo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI), localizado na cidade de
Piraquara-PR. Esse trabalho ndo envolveu o uso de animais, mas o procedimento de producao dos
soros equinos foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais CEUA/SESA-CPPI n°06/2022.
Essas amostras sao naturalmente colhidas para a producao do soro antiloxoscélico. O anticorpo
anti-lgG (molécula integra) produzido em coelho conjugado a peroxidase (do inglés, HRP) foi adquirido
da empresa Sigma-Aldrich (codigo A6917).

Concentracao proteica do veneno

Através do método de Bradford (Bradford, 1976) para quantificacao de proteinas, adaptado
para ser conduzido em microplacas de 96 pogos, conduzido em triplicata, com quatro padrdes de
albumina bovina, sob as concentragdes de 0,1 mg/mL, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, e 0,025 mg/mL.

Padronizacao do ELISA

Como primeiro método de analise selecionou-se o ensaio de ELISA indireto (Lin, 2015), que
tem por objetivo no trabalho atestar a ligacdo dos anticorpos, nesse caso presentes nos soros,
com um antigeno adsorvido na microplaca, nesse caso as proteinas do veneno de L. intermedia.
Para o ensaio preliminar, idealizou-se um planejamento experimental com as seguintes variaveis:
concentragao do antigeno (1, 3, 5 e 7 ug/mL), diluicdo dos soros imunes (1:2000 e 1:64.000), enquanto
0 soro pré-imune foi avaliado apenas em 1:1.000 e diluicdo do conjugado (1:10.000 e 1:40.000),
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conforme apresentado na Figura 1 e na Figura 2. Esses pontos n&o representam a totalidade dos
pontos amostrais a serem avaliados, pois os soros deverdo ser avaliados de 1:1.000 a 1:128.000
em diluicoes seriadas, assim como existirdao diluicdes intermediarias do anticorpo conjugado. Para o
ensaio utilizou-se microplacas de 96 pogos de fundo chato Costar 3590 high biding (Corning), e 0
veneno de L. Intermedia nas diferentes dilui¢cdes foi diluido em coating buffer, tampao carbonato de
sodio 0,06 M pH 9,6 sendo aplicado o volume de 100 puL por pogo, sendo esse o volume de trabalho
para as demais etapas, exceto a de bloqueio. A placa foi incubada overnight a 4 °C. Apés lavagem
com solucao de lavagem (cloreto de sédio 0,9 % m/v, Tween 20 0,5 % v/v), foi realizado o bloqueio
com tampao de bloqueio (tampao fosfato-salino 0,05 M pH 7,4, caseina 2 % m/v) que foi incubado
por 1 h a 37 °C em uma estufa preaquecida. Outra etapa de lavagem foi realizada, e os soros foram
aplicados nas respectivas diluicbes em tampao de incubacao (tampao fosfato-salino 0,05 M pH 7,4,
caseina bovina 0,25 % m/v, Tween 20 0,05 % v/v) foram incubados por 1 h a 37 °C. Em seguida,
nova etapa de lavagem, o anticorpo conjugado nas respectivas diluicbes em tampao de incubagéo
foram incubados por 1 h a 37 °C. Apés ultima etapa de lavagem, a solucao substrato, composta por
o-fenilenodiamina 0,2 mg/mL, peréxido de hidrogénio 0,006 % em tampao citrato de sédio 0,03 M
pH 5,0 que ficou exposta por 25 minutos, quando foi realizado a interrupcao de reagcédo com solugéo
de &cido sulfarico 0,9 M. Entéo, as absorbancia foram determinadas a 492 nm utilizando leitor de
microplaca Polaris (Celer Biotecnologia S.A.).

Figura 1 — Mapa da Sensibilizacao da microplaca
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Figura 2 — Mapa da ELISA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o ensaio de Bradford determinamos as concentracbes das amostras de venenos de
Loxosceles spp. que foram utilizadas no ensaio, sendo as seguintes concentra¢des obtidas: L.gaucho
0,644 mg/mL; L.laeta 0,621 mg/mL; e L.intermedia 0,563 mg/mL.

Na Figura 3 percebe-se que os resultados obtidos ndo apresentaram linearidade de resposta
em funcao da concentragédo de veneno na sensibilizagdo. De forma geral, percebe-se que os valores
para as absorbancias foram todos baixos, 0 que nao era esperado. A avaliagdo no momento da
atividade do anticorpo conjugado nos sugeriu que havia um problema com o anticorpo conjugado,
que pode ter sofrido com variagdes de temperatura no refrigerador. Contudo, atestou-se que os
soros pré-imunes (P1 e P2) ndo apresentaram reatividade elevada, com os valores de absorbancia
em média iguais a 0,009 e 0,006, respectivamente. Isso nos indica que nao houve problema com a
etapa de bloqueio, visto que o soro pré-imune contém imunoglobulinas que os animais produzem
contra diferentes antigenos a que sao naturalmente expostos. Um fato a ser apontado € de que teste
branco apresentou leitura de absorbancia maior quando foi adicionado conjugado na dilui¢ao 1:40.000
(0,137), comparado com a diluicao 1:10.000 (0,089). Tal fato devera ser avaliado com relagao a
calibragéo do equipamento ou a outras variaveis que podem gerar variacdes no ensaio, visto que nao
espera-se que uma solugao mais diluida gere resultados mais elevados. As evidéncias sugerem que
o conjugado usado nao reagiu conforme esperado, tanto ao reagir por conta no branco em funcao da
concentracao. Para verificar se as diluigdes estavam foram do intervalo esperado, diluicbes menores
serdo avaliadas posteriormente, assim como outras diluicoes dos soros imunes.
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Figura 3 — Graficos de dispersao
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Dispersoes e retas de tendéncia para os ensaios E1, E2, E3 e E4, com pontos em concentragées da
sensibilizagao de 100, 300, 500, e 700 ng/pogo; Diluigdo do soro para E2 e E4 de 1:2.000, e para E1 e E3 de
1:64.000; Diluigdo do conjugado para E1 e E2 de 1:10.000, e para E3 e E4 de 1:40.000.

Fonte: Autoria propria (2023).

CONCLUSAO

Utilizando o protocolo de Bradford foi possivel determinar a concentragéao das proteinas presentes nos
venenos de Loxosceles spp. Contudo, com o ensaio preliminar de ELISA indireto nao foi possivel determinar
a melhor condicao para avaliar a poténcia de neutralizagdo do soro in vitro para posterior correlagdo com os
dados dos ensaios in vivo. Dessa forma, novos ensaios se fazem necessarios para atingir os objetivos.

EXPECTATIVAS FUTURAS

A curto prazo, se espera desenvolver o protocolo de ELISA padronizado para os soros, e conduzir a
avaliacdo de todos os soros, para que se possa garantir sua efetividade ao avaliar os testes futuros in vitro.
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