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RESUMO

O envenenamento por picadas de serpentes ¢ uma doenca tropical negligenciada, e um dos
principais fatores que agravam esse problema ¢ a escassez de antivenenos eficazes e em
quantidade suficiente para o tratamento das vitimas. Em ditas circunstancias, torna-se
fundamental pesquisar novas estratégias para a produgdo e o aprimoramento dos antivenenos
ofidicos, utilizando substancias capazes de estimular a resposta imune, como ¢ repetidamente
reportado para a quitosana. Assim, o objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de um
prototipo de antiveneno contra os venenos de Lachesis acrochorda (SVLa), Bothrops ayerbei
(SVBay), Bothrops rhombeatus (SVBr) e Bothrops asper (SVBas), utilizando nanoparticulas
(NPs) de quitosana como imuno adjuvantes. As nanoparticulas foram obtidas por gelificacao
ionica, sendo carregadas com os venenos viperideos (SVLa, SVBay, SVBr e SVBas) e
realizadas a caracterizagdo fisico-quimica e a eficiéncia de carga. Em seguida, foi efetivado um
processo de imunizagdo em coelhos, seguido de ensaios de imuno reconhecimento. As NPs
exibiram eficiéncia de encapsulamento de 77,5%, tamanho médio de 85,1 nm, potencial zeta
de aproximadamente +7,4 mV e indice de polidispersdo < 0,5, o que indica NPs com
caracteristicas fisico-quimicas estaveis. Ademais, os anticorpos produzidos pelos coelhos
imunizados com as NPs de quitosana carregadas com venenos demonstraram resposta imune
de reconhecimento de proteinas, igual ou superior a observada nos coelhos controles e aos
antivenenos comerciais testados, tanto nos ensaios de western blot quanto de ELISA, indicando
maior capacidade de reconhecimento antigénico em comparagdo com o0s antivenenos
convencionais. Relativamente as provas de neutralizagdo in vivo, foi observada boa resposta,
inibindo as mortes igual ou superiormente ao antiveneno de coelho controle sem nanoparticulas.
O modelo de imunizagdo em coelhos demonstrou maior eficacia das NPs de quitosana com
venenos (SVLa, SVBay, SVBr e SVBas) em relacdo aos imuno adjuvantes convencionais,
como hidréxido de aluminio e adjuvante de Freund. Assim, as nanoparticulas de quitosana
carregadas com venenos exprimem-se como uma promissora abordagem biotecnologica para o

desenvolvimento de imunoterapias antiofidicas.

Palavras-chave: serpente; veneno; nanoparticulas; quitosana; inmuno adjuvante; Lachesis;

Bothrops.



ABSTRACT

Snake bite poisoning is a neglected tropical disease, and one of the main factors aggravating
this problem is the scarcity of effective antivenoms in sufficient quantities to treat victims. In
such circumstances, it is essential to research new strategies for the production and
improvement of snake antivenoms, using substances capable of stimulating the immune
response, as has been repeatedly reported for chitosan. Thus, the objective of this research was
to develop a prototype antivenom against the venoms of Lachesis acrochorda (SVLa), Bothrops
ayerbei (SVBay), Bothrops rhombeatus (SVBr), and Bothrops asper (SVBas), using chitosan
nanoparticles (NPs) as immunoadjuvants. The nanoparticles were obtained by ionic gelation,
loaded with viper venoms (SVLa, SVBay, SVBr, and SVBas), and characterized in terms of
their physical-chemical properties and loading efficiency. Next, a process of immunization in
rabbits was carried out, followed by immunorecognition tests. The NPs exhibited an
encapsulation efficiency of 77.5%, an average size of 85.1 nm, a zeta potential of approximately
+7.4 mV, and a polydispersity index < 0.5, indicating NPs with stable physicochemical
characteristics. Furthermore, antibodies produced by rabbits immunized with chitosan NPs
loaded with venoms demonstrated a protein recognition immune response equal to or greater
than that observed in control rabbits and commercial antivenoms tested, both in Western blot
and ELISA assays, indicating greater antigenic recognition capacity compared to conventional
antivenoms. Regarding in vivo neutralization tests, a good response was observed, inhibiting
deaths equally or more than the control rabbit antivenom without nanoparticles. The
immunization model in rabbits demonstrated greater efficacy of chitosan NPs with poisons
(SVLa, SVBay, SVBr, and SVBas) compared to conventional immunoadjuvants, such as
aluminum hydroxide and Freund's adjuvant. Thus, chitosan nanoparticles loaded with venoms
represent a promising biotechnological approach for the development of antivenom

immunotherapies.

Keywords: snake; venom; nanoparticles; chitosan; immunoadjuvant; Lachesis; Bothrops.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspecto epidemioldgico

O envenenamento por mordida de serpentes ¢ comum em paises da América do Sul,
especialmente em regides tropicais. Esse tipo de acidente constitui um grave problema de saude
publica, afetando principalmente populagdes rurais, onde a baixa disponibilidade de antidotos
(antivenenos) representa um dos principais fatores associados a alta mortalidade (Gutiérrez et
al., 2010; WHO, 2023). O envenenamento pela picada de cobra (snakebite envenoming — SE)
¢ reconhecido como uma doenca tropical negligenciada, que afeta anualmente cerca de dois
milhdes de pessoas em todo o mundo, resultando em aproximadamente 81.000 a 138.000
mortes (Alcoba et al., 2022). Esses nimeros refletem, ndo apenas, a alta toxicidade dos venenos,
mas, também, as dificuldades de acesso aos antivenenos em regides remotas (Gutiérrez et al.,
2017; WHO, 2023). Na América Latina, estima-se que ocorram de 137.000 a 150.000 casos de
acidentes ofidicos por ano, dos quais 3.400 a 5.000 evoluem para 6bito (Gutiérrez et al., 2017;
Walteros; Paredes, 2014), evidenciando a gravidade e o impacto desse agravo na satde publica
regional. No Brasil, segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagcdo (Sinan),
estima-se que o ano de 2023 registrou 32.595 acidentes ofidicos, o que representa 9,5% dos
acidentes causados por animais peconhentos (Brasil, 2024). Nesse mesmo sentido, para a
Colombia, o Sistema de Vigilancia em Saude Publica (Sivigila), para o ano 2023, notificou
6231 casos de picada de serpentes (Instituto Nacional De Salud, 2024) reforcando a gravidade

de problema de envenenamento por picada de cobra como um problema de saude publica.

1.2 Veneno de serpentes

Os venenos das serpentes sao misturas complexas de proteinas que exercem amplas
acOes toxicas. A alta variabilidade na composi¢do quimica do veneno das serpentes estd
relacionada a variagdo de manifestacdes clinicas nos envenenamentos, incluindo dano tecidual
local, alteragdes hemostaticas e efeitos sistémicos potencialmente letais (Gutiérrez et al., 2017;
Mora-Obando et al., 2023). Estes venenos sdo constituidos de variadas proteinas enzimaticas
envolvidas nos sintomas resultantes das complicagcdes nas vitimas de picada de serpente

(Cardoso et al., 2003; Mora-Obando et al., 2014; Takeda; Takeya; Iwanaga, 2012).
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1.3 Familia Viperidae

A familia Viperidae compreende o grupo de serpentes que tém a caracteristica de
serem venenosas e perigosas, passiveis de causar lesdes permanentes ou morte. Estas serpentes
exibem denti¢do solenoglifa, geralmente tém cabega triangular, pupilas verticais e apresentam
fossas termo receptoras e rabo curto (Ayerbe-Gonzalez; Latorre-Ledezma, 2010; Mora-Obando
et al., 2023). Em adi¢do, exprimem comportamento agressivo quando se sentem ameagadas.
Nesta familia incluem-se as serpentes que causam a maior quantidade de envenenamentos por
ofidios na América (WHO, 2023), incluindo os géneros Bothrops e Lachesis que, juntos,
representam 95% das serpentes causadoras de envenenamento, sendo o género Bothrops
responsavel pela maioria dos casos e, no segundo lugar, as serpentes do género Lachesis
(Gutiérrez et al., 2017; Otero-Patifio, 2011).

Ap6s a picada por serpentes da familia Viperidae, sao frequentemente relatados
casos de envenenamento que desencadeiam manifestagcdes clinicas complexas, abrangendo
tanto efeitos locais quanto sistémicos.

Entre os efeitos locais, destacam-se dor intensa, edema, equimoses, linfadenite regional,
parestesias, hipotermia, sindrome compartimental, necrose tecidual, abscessos e mionecrose. Ja
os efeitos sistémicos incluem choque misto, microtromboses capilares pulmonares e/ou
mesentéricas, faléncia multissistémica de 6rgaos, sindrome compartimental e necroses extensas
(Ayerbe; Latorre, 2010; Otero-Patifio, 2011).

Demais disso, sdo capazes de causar alteragdes nos processos de agregacao
plaquetéria e da coagulacdo no envenenamento por Lachesis (Angel-Camilo et al., 2020) e no
envenenamento pelas Bothrops (Yamashita et al., 2014). Embora existam antivenenos que
neutralizam os efeitos sistémicos, alguns produzidos no Centro e no Sul da América, usando
veneno de Bothrops, sua eficacia neutralizando efeitos locais ¢ pouca, o que conduz a se

demandar por melhoramento na produgao de antivenenos (Gutiérrez ef al., 1985, 1998).

1.4 Género Lachesis

As serpentes do género Lachesis habitam zonas de floresta e remotas na América
Central e América do Sul, também na ilha de Trindade. Englobam as maiores viboras do mundo,
havendo adultos que alcangam 2-2,5 m de comprimento (o maior espécime conhecido com 4 m
de longitude) (Ayerbe; Latorre, 2010; Montoya-Gomez et al., 2023; Pla et al., 2013). O

envenenamento humano pela Lachesis é pouco frequente, mas ¢ grave, em virtude do
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rendimento do veneno produzido (200-400 mg), e por conter sintomas como lesdes tissulares
(edema, hemorragia e necroses), nauseas, coagulopatias, hipotensdo, bradicardia, diarreia,
vOmitos, transtornos de choque e altera¢des renais. Atualmente o género Lachesis (Figura 1) ¢
representado por quatro espécies: L. stenophrys, L. melanocephala, L. muta, € a espécie incluida
neste estudo - L. acrochorda (chochoan bushmaster, em tradu¢ao livre “mestre dos arbustos”)

(Madrigal et al., 2012).
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Fonte: Adaptado de Madrigal ef al. (2012).

1.5 Espécie Lachesis acrochorda

A serpente L. acrochorda ¢ popularmente conhecida como '"verrugosa”,
“chochoan”, “bushmaster”, “pudridora” ou "surucucu” (Figura 2). E uma das espécies
responsaveis por ofidismo na Colombia, causando de 2 a 3% das picadas e provocando
aproximadamente 90% de mortalidade (Angel-Camilo et al., 2020). Embora ndo sejam
reportados relatos de que o veneno da Lachesis seja neurotdxico, existem casos clinicos com
registro de alteracdes vasculares e cardiacas, com relatos de coagulacao, hipotensdo imediata e
bradicardia (Ayerbe; Latorre, 2010; Otero et al., 1992). Estas alteracdes também foram

observadas experimentalmente em ratos, oportunidade em que, também, foram reportados
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efeitos cardiacos (Angel-Camilo et al., 2024), hipotensdo excessiva, bradicardia e transtornos

nos processos de agregagdo plaquetaria e coagulagdo (Angel-Camilo et al., 2020).

Figura 2 - Imagem da serpente L. acrochorda

] — : 4
Fonte: Fotografia feita pela autora. CIBUC-Bioterio, 2020.

1.6 Género Bothrops

O envenenamento bothropico ¢ causado pelas espécies de serpentes dos
géneros Bothrops, Bothriechis, Bothrocophias e Porthidium. Destacam-se as Bothrops, que
tém a maior importancia epidemioldgica porque causam o maior nimero dos envenenamentos
(Ayerbe-Gonzales, 2009; Mora-Obando et al., 2020). O género  Bothrops € constituido por
37 espécies distribuidas do México a Argentina (Campbell; Lamar, 2004). O tamanho dos
espécimes adultos oscila de 1,5 a 2,2 m, eles tém corpo cilindrico, longo e grosso, cabeca
triangular, olhos da mesma cor do rosto com pupila eliptica e uma grande escama supraocular.
Além disso, possuem fossas termo-receptivas, a cabeca pode ter uma configuracao alongada,
com ou sem desenho supra cefilico, tém denti¢do solendglifa, com o aparelho peconhento mais
bem desenvolvido e por isso sdo maiores produtores de veneno (Campbell; Lamar, 2004). As
Bothrops também sdo propicias a mostrar manchas triangulares no dorso, que, quando unidas
nos vértices na linha média dorsal, formam um X, dai o nome comum (Folleco, 2010). Portanto,
nesta pesquisa, desenvolveu-se o antiveneno utilizando as espécies do género Brothrops,

distribuidas no sudoeste da Colombia (B. ayerbeii, B. rhombeatus e B. asper).
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1.7 Distribuicao das serpentes B. ayerbeii, B. rhombeatus e B. asper

As serpentes do género Bothrops habitam altitudes de 950 a 2.200 metros acima do
nivel do mar, em 4reas de floresta neotropical baixa e floresta subandina, localizadas desde a
bacia hidrografica dos rios Patia e Cauca até a regido norte da Colombia, conhecida como “La
Mojana”, abrangendo os departamentos de Antioquia, Caldas, Risaralda, Bolivar e Cordoba
(Liévano-Bonilla, 2016; Wallach; Williams; Boundy, 2014) (Figura 3).

As espécies objeto desta pesquisa estdo distribuidas, principalmente, no sudoeste da
Colombia, regido caracterizada por isolamento geografico em decorréncia das formagdes
montanhosas das cordilheiras Central e Ocidental, o que contribui, com frequéncia, para a
separagdo biogeografica entre as espécies B. ayerbei, B. rhombeatus e B. asper. Essa separacao
estd associada a uma variacao fenotipica de carater geografico, relacionada a ecologia e ao

habitat especifico de cada populaciao (Ramirez-Burbano, 2023).

Figura 3 - Mapa da distribui¢ao de B. ayerbei (Patia),

B. rhombeatus (Cauca) e B. asper (Pacifico)
stoow
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Fonte: adaptado de Liévano-Bonilla (2016).
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1.8 Bothrops ayerbei

A espécie B. ayerbei tem a cabeca em configuracdo de seta, com uma marca supra
cefalica conspicua. O seu comprimento ¢ intermédio, com 14-19 figuras em forma de X no
corpo. Tem distribui¢do na bacia alta do rio Patia, nos departamentos de Cauca e Narifio, de
400 a 1800 m de altitude (Diaz-Florez et al., 2022; Folleco, 2010). No que concerne a
composicdo protedmica do veneno, este expressa varias familias de toxinas relacionadas com
os efeitos sistémicos e locais reportados para os envenenamentos por serpentes da familia
Viperidae (figura 4), como: metaloproteinases (SVPM); serinoproteinases (SP); lectina do tipo
C/proteinas semelhantes a lectina (CTL); fosfolipases A2 (PLA2); proteinas secretoras ricas em
cisteina (CRISP); desintegrinas (DIS); peptideos semelhantes a bradicinina-potenciadores
(BPP); outros peptideos (PEP); L-aminoacido oxidases (LAO); fatores de crescimento dos
nervos (NGF); fosfodiesterases (PDE); desconhecido/ndo identificado (UNK) (Mora-Obando
etal.,2014).

Figura 4 - Imagem da serpente B. ayerbei
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Fonte: Fotografia obtida pela autora. CIBUC-Bioterio, 2020.

1.9 Bothrops rhombeatus

B. rhombeatus tem uma cabeca intermédia em relagdo as outras duas populacdes,

sem marcagdes supracefalicas e com o tamanho menor, com 11-17 figuras em forma de x ao
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longo do corpo (Figura 5). Estas sdo encontradas na bacia do rio Cauca, ao norte, de 400 a 2200
m de altitude (Garcia, 1896).

A serpente B. rhombeatus estd isolada da B. asper pelas cordilheiras central e
ocidental (Figura 2), fazendo com que tivessem um possivel fluxo genético diferente, levando
uma parte da comunidade cientifica a concluir que had uma divisdo dessas serpentes como
espécies (Folleco, 2010). Atualmente, tem curso uma controvérsia taxondmica para esta
espécie, porquanto alguns autores consideram uma populagdo isolada de Bothrops asper na
Colombia (Liévano-Bonilla, 2016) e outros sugerem que se trata de uma espécie diferente
(Folleco, 2010; Ramirez-Burbano, 2023). Para a tese sob comentdrio, € com suporte no
reconhecimento da espécie em Snakes of the World: A Catalog of Living and Extinct Species
(Wallach; Williams; Boundy, 2014) foi considerado este grupo de serpentes como B.

rhombeatus.

Figura 5 - Imagem da serpente B. rhombeatus

Fonte: Fotograﬁa obtida pela autora.

1.10 Bothrops asper

B. asper tem a cabeca maior dentre B. ayerbei e B. rhombeatus, sem marcacao supra
acéfala, capaz de medir até 2,5 m sendo a mais comprida, tem 15 a 18 figuras em formato de X
no dorso (Figura 6) e distribui-se no Choc6 Biogeografico em floresta tropical himida de zero

al800 m (Folleco, 2010). Ademais, tem coloracdo ventral creme e coloracdao dorsal castanha,
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cinzenta a cinzenta escura. Mostra uma risca pds-orbital escura que se estende de tras do olho
até a boca. O padrao do dorso denota uma série (24 a 28) de manchas triangulares escuras com
os apices em direcdo a linha ventral ao longo de cada lado do corpo (Mora-Obando et al., 2014;
Sasa; Wasko; Lamar, 2009). As B. asper compreendem um complexo de espécies amplamente
distribuidas do México ao Peru, onde sdo vulgarmente conhecidas como nauyaca, barba
amarela, terciopelo, equis/talla equis, equis patiana, cacica, pelo de gato, boquidora, mapana,

dama, tapa etc. (Mora-Obando et al., 2021; Otero et al., 1992).

Figura 6 - Imagem da serpente B. asper
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Fonte: Fotograa obtida pela autora.

1.11 Efeitos hematologicos dos venenos de serpentes

O envenenamento por serpentes ¢ passivel de induzir distirbios hematologicos
significativos, incluindo sangramentos, incoagulabilidade sanguinea, trombocitopenia e
disfungdes plaquetérias, além de provocar efeitos pro coagulantes em humanos e em modelos
animais (Angel-Camilo et al., 2020; Benvenuti et al., 2003; Santoro et al., 2008; Senise;
Yamashita; Santoro, 2015; Yamashita et al., 2014).

A trombocitopenia e as alteragdes na fun¢do plaquetaria estdo entre os principais fatores
que contribuem para as manifestagdes hemorragicas observadas em vitimas de acidentes com
serpentes do género Bothrops. Esses disturbios hemostaticos figuram entre as principais causas

de complicagdes clinicas, estando diretamente relacionados a a¢ao de duas familias de proteinas
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amplamente ocorrentes nos venenos de viperideos: as metaloproteinases de veneno de serpente
(snake venom metalloproteinases — SVMPs) e as serinoproteinases de veneno de serpente
(snake venom serine proteases — SVSPs) (Yamashita et al., 2014). As metaloproteinases de
veneno de serpente (snake venom metalloproteinases — SVMPs) estdo entre as toxinas mais
abundantes em diversos venenos de serpentes da familia Viperidae. Essas enzimas sdo
consideradas os principais agentes responsaveis pelos efeitos hemorragicos observados apds o
envenenamento, uma vez que interferem no sistema hemostatico, promovendo a ruptura ou
aumento da permeabilidade vascular, o que facilita a perda de sangue a partir da vasculatura da
presa (Takeda; Takeya; Iwanaga, 2012).

As SVMPs constituem um grupo de endopeptidases dependentes de ions zinco, com
atividades hemorragicas, proteoliticas e pré coagulantes bem descritas. Sua acdo enzimatica ¢
inibivel por agentes quelantes de metais, como o Na:-EDTA, o que confirma a dependéncia do
metal no sitio catalitico para o exercicio de sua funcdo bioldgica (Angel-Camilo et al., 2020;
Takeda; Takeya; Iwanaga, 2012; Yamashita et al., 2014).

Os venenos de serpentes viperideas contém abundancia de serina e metaloproteases.
Algumas das serinas proteinases assemelham-se a trombina na sua capacidade de desencadear
a coagulacdo do fibrinogénio mediante a liberagdo de fibrinopeptideo; outras carecem de
atividade de coagulacdo com fibrinogénio, mas sdo suscetiveis de agregar diretamente plaquetas
em plasma rico em plaquetas e suspensdes de plaquetas lavadas (Serrano et al., 1995). As
familias das serinas proteases estdo relacionados com efeitos na agregagdo plaquetaria, como o
ativador F VI11, BJV-VIlicp, isolado do veneno de Bothrops jararacussu, (Hill-Eubanks;
Parker; Lollar, 1989). Também, outra serina proteinase basica, MSP 1, foi isolada do veneno
de Bothrops moojeni (Serrano; Sampaio; Mandelbaum, 1993). Todos estes indutores de
agregacao plaquetaria de veneno de serpente foram considerados serina proteinases classicas
sensiveis ao fluorofosfato de diisopropilo (DFP) com atividade amigdolitica em substratos
sintéticos de trombina (Serrano et al., 1995). Outra familia de proteinas, as proteinas do tipo
lectina C (CTLP), que também estdo em grandes quantidades em veneno de viperideos (Nicolau
et al., 2017), também atua na modulacdo da fun¢do plaquetéria e de proteinas de coagulagao
sanguinea (Arlinghaus; Eble, 2012). Todas estas toxinas estdo relacionadas com efeitos
sistémicos que sdo dos primeiros a ser neutralizados pelos antivenenos de serpentes para evitar

complicacdes nos pacientes com envenenamento por picada.
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1.12 Antivenenos e suas limitacdes terapéuticas

Os antivenenos, também denominados antiveninas ou soros antiofidicos (ASV —
antivenom serum vaccine), sdo definidos pela Organizacdo Mundial da Saade (WHO, 2023)
como fragdes purificadas de imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas obtidos do
plasma de animais previamente imunizados contra um ou mais venenos de serpentes.

Os antivenenos sdo produzidos por meio da imunizac¢ao de animais de grande porte,
como cavalos, burros, ovelhas ou camelos, usando o veneno bruto ou toxina da cobra. O plasma
desses animais ¢ preparado com os globulos vermelhos sendo devolvidos aos animais de
origem. O plasma ¢ entdo fracionado para obter as imunoglobulinas, tratadas com enzimas
proteoliticas para fornecer anticorpos Fab ou F(ab')2 (Ratanabanangkoon, 2023). Esta terapia
centendria, entretanto, tem sérias limitagdes, incluindo eficicia limitada e alguns efeitos
colaterais. Embora terapias alternativas e adjuvantes estejam sendo desenvolvidas, sua
comercializagdo levard tempo. Portanto, melhorar a terapia antiveneno atualmente em uso ¢ de
grande relevancia para a reduc¢do imediata da carga global dos envenenamentos por picada de
cobra. O potencial de neutralizacdo e a imunogenicidade dos antivenenos dependem
principalmente do poo/ de veneno usado para imuniza¢ao animal e do hospedeiro de produgao,
juntamente com o procedimento de purifica¢do de antiveneno e controle de qualidade (Rathore;
Kumar; Tiwari, 2023). Em sendo assim, os antivenenos funcionam ligando-se a venenos e
neutralizando-os. A ideia por trds do antiveneno ¢ comparavel a das vacinas, que Edward Jenner
criou. A diferenca é que o antiveneno induz imunidade em um animal hospedeiro, que ¢ entdo
transfundido para o ser humano (Antivenom, 2024).

A soroterapia constitui atualmente o método mais amplamente utilizado no
tratamento de envenenamentos ofidicos. Essa abordagem, contudo, denota diversas limitacdes,
como reagdes adversas, baixa eficacia cruzada contra distintas espécies e dificuldades logisticas
de producao e distribui¢do, especialmente em paises tropicais (Alirahimi ez al., 2018). Em razao
das restricdes da terapia antivenénica convencional e da crise global de disponibilidade de
antivenenos, torna-se urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento de envenenamentos por mordida de serpentes (Machado Marinho et al., 2024).

Uma das limita¢des conhecidas do uso dos antivenenos ¢ a variagdo na composi¢ao
dos venenos de serpentes, que tem o desafio de ter maior eficacia terapéutica. Os recentes
avancos na vendmica e antivendmica, no entanto, ddo ensejo a maior e mais rapida aquisi¢ao
de conhecimento e caracterizagdo destas toxinas e dos seus mecanismos de agdo, aumentando

o entendimento de como estas variagcdes nos venenos interfere nos processos fisiopatologicos e
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no tratamento do envenenamento por mordida de serpentes (Alirahimi et al., 2018; Casewell et
al., 2020). Portanto, ¢ importante testar e conhecer novas estratégias de imunizagdo que
aumentem a resposta humoral dos animais imunizados para obter desse jeito maior

reconhecimento das toxinas dos venenos nas preparagdes dos antivenenos.

1.13 As imunoglobulinas e os antivenenos

As imunoglobulinas sdo proteinas formadoras do sistema imunitario, produzidas
pelas células B no plasma, capazes de reconhecer antigenos especificos. Sdo geradas mediante
a imuniza¢do de um animal (mais frequentemente um cavalo) contra um veneno de cobra. A
imunoglobulina G (IgG) ¢ a fracdo da imunoglobulina mais abundante, uma das cinco classes
de anticorpos produzidos pelas células B, sintetizada em resposta a invasdes por toxinas,
bactérias, fungos e virus. A IgG ¢ uma proteina complexa composta por quatro cadeias
peptidicas - duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas dispostas num formato
tipico em Y dos mondmeros de anticorpos. A IgG tem uma massa molecular de
aproximadamente 150 kDa, e representa perto de 75% dos anticorpos séricos em humanos
(WHO, 2023).

Os antivenenos de serpentes sao formula¢des de imunoglobulinas passiveis de se
ligar as toxinas do veneno de serpentes e neutralizar a sua capacidade de induzir danos nos
tecidos e outras alteragdes fisiopatologicas (WHO, 2017). Portanto, a imunizacao com
veneno de cobra é concebida para estimular o sistema imunitario de animais
selecionados como fonte de imunoglobulina (por exemplo, cavalos, coelhos ou ovelhas)
a produzir quantidades elevadas de anticorpos neutralizantes (Huertas et al., 2023). As
fases tipicas da elaborag@o de antivenenos sdo: 1) producao e validacdo do veneno de cobra, 2)
imunizacdo da fonte animal de imunoglobulinas, 3) recolha de plasma hiperimune, 4)
purificagdo de imunoglobulinas, 5) formulacdo a granel e esterilizagdo, 6) enchimento e
liofilizagdo, 7) rotulagem e embalagem, e 8) libertacio do produto para uso humano e
farmacovigilancia (Leon et al., 2018).

A imunizagdo de animais para producdo de antivenenos ¢ realizada pela inje¢ao
repetida de doses diversas de venenos de uma ou mais espécies pegonhentas, seguindo um
programa de imunizagdo predefinido. A quantidade de veneno injetado deve ser baixa para
evitar danos nos tecidos ou outras manifestagdes de envenenamento, mas alta o suficiente para
desencadear a ativagdo do sistema imunologico para produzir grandes quantidades de

anticorpos antivenenos (Leon ef al., 2018).
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1.14 inmunoadjuvantes

Os adjuvantes sdo tdo criticos quanto os antigenos para o desenvolvimento de
vacinas e aumentam a eficdcia das vacinas, crescendo a resposta imunolédgica (Reed; Orr; Fox,
2013). Em 1930, adjuvantes de relevo a base de aluminio foram otimizados para uso em vacinas
contra tétano, coqueluche e, mais recentemente, covid-19 (Reed; Orr; Fox, 2013). No inicio
foram usados como imuno adjuvantes de vacinas e soros, os adjuvantes contendo aluminio
(hidréxido de aluminio AH ou fosfato de aluminio) aprovados pela Food and Drug
Administration dos Estados Unidos para uso humano e amplamente aplicados na producao
imunobioldgica (Li; Aldayel; Cui, 2014). Foram descritas, entretanto, algumas evidéncias sobre
a toxicidade dos sais de aluminio, incluindo-se efeitos como hipersensibilidade tardia
(Bergfors; Trollfors; Inerot, 2003; Zaharoff et al., 2007), inflamacdo granulomatosa grave e
nddulos subcutaneos pruriginosos (Aguilar; Rodriguez, 2007). Embora eficazes em aumentar
a imunogenicidade, alguns desses sistemas denotam reatogenicidade local significativa e
variabilidade de desempenho, o que limita sua aplicabilidade rotineira em programas de
producdo de antivenenos (Aguilar; Rodriguez, 2007; Arguedas et al., 2022; Zaharoff et al.,
2007). Estudos recentes em equinos imunizados com venenos demonstram que emulsdes
modernas bem compatibilizadas com o antigeno elevam a resposta humoral e sdo suscetiveis
de manter perfis bioquimicos aceitaveis, refor¢ando a necessidade de selecionar formulagdes
seguras e reprodutiveis (Arguedas et al., 2022).

Também existem reportes do uso de adjuvante incompleto de Freund, composto a
base de 6leo mineral e um emulsionante, utilizado na imunizagdo de animais para melhorar a
resposta imunitaria aos venenos (WHO, 2023). Durante a imuniza¢do de animais, alguns
adjuvantes (por exemplo, montanida ou adjuvantes de Freund) causam danos locais nos tecidos,
como granulomas e abscessos, e reagdes gerais, como artrite ¢ febre (Arguedas et al., 2022).
Geralmente, estes abcessos fistulizam, expondo o tecido danificado a infec¢des secundarias que
dificultam a cicatrizacdo. Por esta razdo, alguns fabricantes evitam a utilizacdo de adjuvantes
quando sdo administradas doses de refor¢o de venenos apods o primeiro ciclo de imunizagao
(Huertas et al., 2023).

Na atualidade, o desenvolvimento de adjuvantes imunes esta emergindo como uma
area significativa da administracdo de vacinas e antivenenos com base na necessidade continua
de amplificar as respostas imunes a uma ampla variedade de novos antigenos pouco

imunogénicos (Oyewumi; Kumar; Cui, 2010). Consequentemente, houve avango na inovagao
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com outros sistemas adjuvantes, incluindo agonistas receptor Toll-like (TLR) (Mifsud; Tan;
Jackson, 2014), saponinas, lipossomas, nanoemulsdes e nanoparticulas, que modulam vias
inatas e adaptativas, controlam liberacdo antigénica e potencialmente reduzem a dose de
antigeno necessaria para ativar o sistema imunitario (Khan et al., 2023b). Revisdes recentes
evidenciam que substincias nanoparticuladas atuam como carreadoras e/ou como adjuvantes
propriamente ditos, prolongando a apresentagdo de antigeno e melhorando a qualidade da
resposta (Wang et al., 2024). Desta forma, varios estudos concentram-se no desenvolvimento
de adjuvantes para vacinas humanas com a ideia de gerar vacinas mais fortes, habilitadas a
induzir imunidade protetora e duradoura em humanos com efeitos colaterais e toxicidade
reduzidos em comparacdo com formulagdes convencionais (Aguilar; Rodriguez, 2007).

Pela necessidade de conhecer o mecanismo de acdo dos adjuvantes, consoante
estudos recentes, € que varios receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que ativam uma
resposta imune inata sdo direcionados por adjuvantes, através de diferentes vias de sinalizagdo,
embaixo sdo mostrados (Figura 7). Por exemplo, os TLRs, localizados na superficie celular
(TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 ¢ TLR11) ou no endossomo (TLR3, TLR7, TLR8 ¢ TLR9)
sdo alvos para adjuvantes e, quando ativados, estimulam a sinalizacdo que leva a ativagdo de
fatores-chave de transcri¢do, como o fator nuclear-kB (NF-kB). Esses fatores de transcrigao
estimulam programas de expressdo génica que levam a produg@o de quimiocinas e citocinas as
quais ajudam a orientar respostas imunes especificas. Os adjuvantes também atingem PRRs
citosolicos, como NLRs e helicases semelhantes a RIG. O NLR NALP3 faz parte de um
conjunto macromolecular, o inflamassomo, que leva a ativagdo da caspase 1 e a producdo das
citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-18. ASC, proteina semelhante a manchas associada a
apoptose contendo CARD; IRF3, fator regulador de interferon; MDAS, proteina 5 associada a
diferenciagdo de melanoma; MyD88, fator de diferenciagdo mieloide 88; TBKI, quinase de
ligagdo ao TANK 1; TIRAP, proteina adaptadora contendo dominio do receptor Toll-
interleucina 1; TRAM, molécula adaptadora relacionada a Trif; TRIF, interferon-f indutor de

adaptador contendo dominio TIR (Reed; Orr; Fox, 2013).
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Figura 7 - Receptores-alvo em células portadoras de antigenos (APCs) para adjuvantes
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receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs).

1.15 Nanoparticulas

As nanoparticulas (NPs) sdo particulas muito pequenas de menos de 100 nm de
dimensdo em pelo menos uma das suas dimensdes. As NPs caracterizam-se por uma elevada
relacdo area superficial/volume, o que, juntamente com o seu pequeno tamanho, significa que
tém propriedades diferentes e por vezes singulares em comparacdo com o respectivo material
ao nivel microscopico (Selmani; Kovacevi¢; Bohinc, 2022). Em decorréncia das intimeras
caracteristicas excepcionais das NPs, como o seu tamanho nanométrico, quimica de superficie,
estabilidade coloidal, alta eficiéncia de aprisionamento, protecdo de compostos labeis contra
degradagdo prematura, biodegradabilidade, biocompatibilidade, maior penetrabilidade em
razao do tamanho ultrafino, versatilidade de funcionalizagdo e direcionamento de nanomateriais

funcionalizados para oOrgdos/tecidos/células especificos, as NPs s3o extensivamente
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investigadas para seu uso na concepgao de novos medicamentos (agentes de nanodiagndstico e
nanomedicamentos) € no desenvolvimento de medicamentos personalizados (Chik ez al., 2019).

Outras caracteristicas das NPs sdo sistematicamente estudadas, como a estabilidade
coloidal, elevada eficiéncia de aprisionamento, e a possibilidade de direcionar nanomateriais
para tecidos especificos (Hussain et al., 2020), dando oportunidade a interacdo com sistemas
bioldgicos, para atuar em alvos especificos. Por exemplo, pesquisa avaliou o desenvolvimento
de um novo transportador para entrega do veneno atenuado de Androctonus australis hector
(Aah) e sua fragdo toxica encapsulados em distintas formulagdes nas nanoparticulas de calcio-
alginato (Ca-Alg Nps) para emprego como vacina contra envenenamento por escorpido (Nait
Mohamed; Laraba-Djebari, 2016). Portanto, a entrega de proteinas por meio de nanoparticulas
¢ uma maneira eficaz de controlar a liberagdo de medicamentos, bem como projetar um sistema
eficiente dessa entrega (Gupta; Mohanty, 2017). No passo dos anos, tem sido estudados varios
polimeros que mostram propriedades interessantes, como a quitosana. Foram investigados
como sistemas de administragdo e adjuvantes para preparagdes de vacinas (Gupta; Mohanty,

2017; Xu; Du, 2003).

1.16 Nanoparticulas de quitosana como adjuvantes

A quitosana (CN) ¢ um polissacarideo natural obtido por desacetilagdo parcial da
quitina por N-desacetilagio. E usado como nanotransportador por causa de suas propriedades
particulares de biodegradabilidade, biocompatibilidade, hidrofobicidade, propriedades nao
toxicas e imunomoduladoras e seu baixo custo (Ramesh Kumar et al., 2016; Rampino et al.,
2013; Rocha Soares et al., 2012; Soares et al., 2018). A quitina ¢ um polimero amplamente
distribuido na natureza, extraido principalmente da parede celular de fungos e do exoesqueleto
de artropodes. Constitui um polissacarideo linear, feito de unidades B-(1,4)-2-acetamida-2-
desoxi-D-glicose (N-acetil-D-glucosamina). Em razio da insolubilidade da quitina em solug¢ao
aquosa e em solventes organicos, torna-se limitada a sua aplicacdo pratica, e as atencdes se
desviam para a quitosana, facilmente dissolvivel em meio acido fraco em consequéncia da
protonacdo dos seus grupos amino, o que facilita a sua aplicabilidade (Costa et al., 2017,
Muxika et al., 2017). Nos tltimos anos, e considerando que a quitosana tem robusto potencial
antimicrobiano, o foco da comunidade cientifica mudou para a possivel atividade
antimicrobiana das nanoparticulas de quitosana (Costa ef al., 2017). Também ha reportes da
sua capacidade de adjuvante imune na geracdo de anticorpos na produ¢do de antivenenos

ofidicos e escorpionicos (Rocha Soares et al., 2012, 2017).
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No mundo todo estdo sendo testadas metodologias para melhorar a produgdo de
plasmas hiperimunes, fazendo-se soros seguros e eficazes, usando adjuvantes imunoldgicos,
substancias que aumentam, estimulam, ativam, potencializam ou modulam a resposta imune
nos planos celular e humoral (Khan et al., 2023a; Mifsud; Tan; Jackson, 2014). A WHO
reconhece que sdo necessarias medidas urgentes para apoiar o projeto de imunizar misturas de
veneno de serpente utilizdveis para produzir antivenenos apropriados para varias areas
geograficas da Terra. A disponibilidade sustentdvel de imunoglobulinas do antiveneno eficazes
e seguras deve ser assegurada e os sistemas de producao para esses tratamentos eficazes devem
ser fortalecidos no contexto mundial, assim como se impde reduzir a quantidade de veneno

usado nos cavalos, quando se imunizam, mas garantindo alta imunizagao.

1.17 Sintese de nanoparticulas de quitosana por gelificacido ionica

O método de gelificagdo i6nica consiste na formag¢do de microparticulas ou
nanoparticulas (NPs) com suporte em interacdes eletrostaticas entre espécies de cargas opostas,
envolvendo pelo menos um polimero anidnico ou catidnico, sob condi¢des controladas de
agitagdo mecanica (Hoang et al., 2022). No caso especifico da formacdo de NPs de quitosana
por gelificacdo i0nica, as interagdes moleculares envolvidas na reticulagdo idnica entre a
quitosana e o tripolifosfato (TPP) foram investigadas e elucidadas com base na Teoria
Funcional da Densidade Eletronica (DFT — Density Functional Theory). Os efeitos do solvente
foram considerados por meio de modelos implicitos, com vistas a identificar variadas
configuragdes de reticulagdo ionica primaria, definidas como ligacdo H (hidrogénio), ligagdo T
(topoldgica) e ligagdo M (mista), com as respectivas energias de interacdo quantificadas. Entre
essas, as ligagdes do tipo H, caracterizadas por altas energias de interacdo e ampla
acessibilidade espacial, foram descritas como as configuragdes de reticulagdo mais provaveis

(Koukaras et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Os venenos de serpentes sdo misturas complexas de proteinas e peptideos
biologicamente ativos que exercem ampla variedade de ac¢des toxicas. A composicao quimica
dos venenos exprime elevada variabilidade intra e interespecifica, o que explica a diversidade
de manifestagdes clinicas observadas nos envenenamentos, incluindo dano tecidual local,
distirbios hemostaticos e efeitos sistémicos potencialmente letais (Casewell et al., 2020;
Gutiérrez, 2018; Gutiérrez et al., 2017; Mora-Obando et al., 2023). Esses venenos sio
constituidos, predominantemente, por proteinas enzimaticas responsaveis pelos principais
sinais e complicagdes observados em pacientes acometidos por picadas de serpentes (Benvenuti
et al., 2003; Takeda; Takeya; Iwanaga, 2012). Das familias ofidicas de maior relevancia
médica, destaca-se Viperidae, responsavel por aproximadamente 90% dos acidentes
registrados, tanto na Coldmbia como no Brasil (Mora-Obando ef al., 2021).

Atualmente, as imunoglobulinas derivadas dos antivenenos representam o Uinico
tratamento terapéutico eficaz disponivel para os casos de envenenamento (Ayerbe; Latorre,
2010; Gutiérrez et al., 2021; Huertas et al., 2023; Otero-Patifio, 2009). A escassez ¢ a limitada
eficdcia de alguns antivenenos, contudo, agravam o quadro clinico das vitimas, conduzindo a
sequelas graves e até morte. Nestas circunstancias, a padronizagdo de misturas adequadas de
venenos para a produgdo de plasma hiperimune torna-se essencial para melhorar a qualidade
dos antivenenos e mitigar um importante problema de satde publica, responsavel por afetar
mais de 4,5 milhdes de pessoas anualmente em todo o mundo (Gutiérrez et al., 2017; WHO,
2017, 2023).

Consequentemente, diversos estudos concentram-se no desenvolvimento de
adjuvantes vacinais, habilitados a induzir uma resposta imune protetora e duradoura em
humanos, com menores efeitos colaterais e toxicidade (Aguilar; Rodriguez, 2007). A entrega
de proteinas por meio de nanoparticulas mostra-se uma estratégia eficaz para controlar a
liberagdo de fArmacos e aperfeigoar sistemas de transporte e liberagcdo de antigenos (GUPTA;
Mohanty, 2017). Com efeito, diversos polimeros sdo atualmente estudados como potenciais
sistemas carreados e adjuvantes, entre eles a quitosana, a qual tem ressalto por suas
propriedades biocompativeis, biodegradaveis e imunomoduladoras (Gupta; Mohanty, 2017,
Rocha Soares et al., 2017; Xu; Du, 2003).

A utilizagdo de quitosana como sistema de liberacdo e adjuvante em formulagdes
vacinais oferece resultados promissores na produ¢@o de antivenenos para variadas espécies de

escorpides e serpentes (Rocha Soares et al., 2012, 2017). Portanto, € estratégico investir em
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investigacdes direcionadas a otimizacdo da qualidade e do rendimento do soro hiperimune,
explorando o uso de nanoparticulas como imunoadjuvantes, especialmente na produgdo de
antivenenos de espécies endémicas da América Latina, como Lachesis acrochorda (SVLA),

Bothrops ayerbei (SVBay), Bothrops rhombeatus (SVBr) e Bothrops asper (SVBas).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir antiveneno piloto contra os venenos de serpentes Bothrops ayerbei, Bothrops

rhombeatus, Bothrops asper € Lachesis acrochorda, usando nanoparticulas de quitosana como

imunoadjuvante.

3.2 Objetivos especificos

v

v

v

Carregar nanoparticulas de quitosana com venenos das serpentes Lachesis acrochorda,
Bothrops ayerbei, Bothrops rhombeatus, Bothrops asper.

Identificar a eficiéncia da carga de proteina dos venenos de Lachesis acrochorda,
Bothrops ayerbei, Bothrops rhombeatus e Bothrops asper € nas nanoparticulas.
Caracterizar a fisico-quimica das nanoparticulas de quitosana carregadas com os
venenos de Lachesis acrochorda, Bothrops ayerbei, Bothrops rhombeatus € Bothrops
asper.

Produzir antiveneno, recorrendo a coelhos imunizados com nanoparticulas carregadas
com venenos das serpentes Lachesis acrochorda, Bothrops ayerbei, Bothrops
rhombeatus e Bothrops asper.

Estabelecer o poder neutralizante in vitro do antiveneno produzido contra os venenos
de Lachesis acrochorda, Bothrops ayerbei, Bothrops rhombeatus e Bothrops asper in
Vitro;

Estabelecer o poder neutralizante in vivo do antiveneno produzido contra os venenos de

Lachesis acrochorda, Bothrops ayerbei, Bothrops rhombeatus € Bothrops asper.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do veneno

Os venenos de viperideos foram fornecidos pelo Centro de Investigaciones
Biomédicas da Universidade do Cauca (CIBUC-Bioterio), na Coldmbia, e pelo Grupo de
Investigaciones Herpetologicas e Toxinoldgicas (GIHT). Os viperideos das espécies L.
acrochorda, B. yerbei, B. rhombeatus e B. asper foram coletados no Pacifico Colombiano e a
extracdo do veneno foi realizada manualmente. Para cada pool de veneno utilizado nesta
pesquisa, houve pelo menos quatro animais adultos, sem distingdo de sexo. Resumidamente,
cada um dos animais foi induzido a morder um funil de vidro, previamente coberto com papel
parafilme. Um tubo de falco foi usado para coletar o veneno no fundo. Uma vez extraido o
veneno, ele foi aliquotado em tubos eppendorf estéreis de 1,5 mL, congelado com nitrogénio

liquido e liofilizado. Os venenos foram armazenados a -20 °C até o uso.

4.2 Substincias

A quitosana (85% desacetilado; peso molecular, 90-190 kDa), Hidroxido de
aluminio (AH) e o tripolifosfato de sodio (TPP) TP foi comprada de Sigma-Aldrich® (Saint
Louis, MO, EE. UU.).

4.3 Formacao das nanoparticulas de quitosana

A incorporacdo de venenos de L. acrochorda, B. yerbei, B. rhombeatus e B. asper
em particulas de quitosana foi realizada recorrendo-se a técnica de gelificagdo idnica. Foi
utilizada uma solugdo de TPP (1 mg/mL) em dgua adicionada gota a gota a quitosana (0,1% p/v
em acido acético 0,175% p/v) sob agitagdo magnética constante. Apds a formagdo de uma
suspensao opalescente, a mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 30
minutos. Para carregar proteinas em nanoparticulas de quitosana, distintas quantidades de
proteinas de veneno (SVLa, AVBay, SVBr ou SVBas) para preparar trés concentragdes (0,05;
0,1 e 0,15% mg/mL) foram solubilizadas na quitosana (Pan et al., 2002). Essas solugdes
contendo TPP com amostras de proteina de veneno foram tituladas na solugdo de copolimero,
usando o mesmo procedimento descrito acima. Nanoparticulas livres de proteina foram usadas

como controle para avaliar o efeito da carga proteica nas propriedades fisico-quimicas das
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particulas. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em triplicata, e os dados

expressos como desvio-padrao médio (DP).

4.4 Caracterizacio Fisico-Quimica das Nanoparticulas

4.4.1 Determinacdio da Eficiéncia de Encapsulamento (EE%)

Para estabelecer a eficiéncia de encapsulamento de cada uma das proteinas
utilizadas, as nanoparticulas de quitosana carregadas com proteinas (SVLa, AVBay, SVBr ou
SVBas) foram cuidadosamente transferidas para tubos de centrifuga de 1,5 mL e, em seguida,
centrifugadas a 20.000 x g por 30 min a 4 °C. A concentragdo de proteina de cada sobrenadante
foi analisada com um kit de ensaio de proteina BCA, de acordo com as instrugdes do fabricante.
A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada utilizando a equacdo (1) (Gan et al., 2005;
Rocha Soares et al., 2017; Tavares et al., 2012). Todas as medi¢des foram realizadas em

triplicata e os dados sdo expressos como média + desvio-padrao (DP).

(Total protein — protein quantified in supernatant)
EE (%) = X 100
(%) Total protein

(1)

Além disso, como aporte adicional neste experimento, para determinar quais grupos
de moléculas foram mais faceis de encapsular nas nanoparticulas, as solu¢des de TPP com e
sem encapsulamento (controle) foram separadas por HPLC (Agilent 1260), com um método de
0-5 min, 0% de solugdo B; 5-65 min, 0-60% de B; e 65-85 min, 60-100% de B, com uma vazao
de 1 mL/min, utilizando uma coluna C4 (4,6 x 250 mm, Nacalai Tesque, Japao). Com base
nessas informagdes, para corroborar as porcentagens de encapsulamento, a area sob a curva de

cada uma das NPs foi utilizada para comparar a solu¢do de TPP com o sobrenadante obtido.

4.4.2 Caracterizagdo eletroforética das nanoparticulas

Ap6s a confirmacao da eficiéncia de encapsulamento pelo HPLC, foi realizada
a caracterizagdo eletroforética dos venenos encapsulados e livres para identificar os pesos das
moléculas que tiveram maior afinidade de encapsulamento. Para isso, foi utilizado um sistema

de eletroforese em mini gel (Mini-Proteanll, BIO-RAD, Hercules, CA, EUA) (Laemmli, 1970).
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Mistura de proteinas padrdo de migracdo (Gibco-BRL Life Technologies,
Gaithersburg, MD, EUA) foi utilizada para determinar as massas moleculares relativas das
proteinas dos venenos. Os géis foram corados com Azul Brilhante de Coomassie R-250,
conforme metodologia descrita por Morrissey (1981).

Para avaliar os pesos moleculares das fracdes mais abundantes nas amostras
encapsuladas com os venenos de Lachesis acrochorda (SVLa), Bothrops ayerbei (SVBay),
Bothrops rhombeatus (SVBr) e Bothrops asper (SVBas) dentro das nanoparticulas de
quitosana, foram preparados géis de SDS-PAGE conforme o método de Laemmli (1970), com

as devidas adaptacdes.

4.4.3 Indices de polidispersio e valor do potencial zeta da nanoparticula

As propriedades fisico-quimicas das NPs foram determinadas como potencial zeta
(PZ), que reflete a diferenca de potencial entre a dupla camada elétrica (EDL) das particulas
eletroforeticamente mdveis e a camada dispersante que as envolve no plano de deslizamento
(Bhattacharjee, 2016). O indice de polidispersao (PdI) foi calculado como uma indicagio de
sua qualidade relativamente a distribuicdo de tamanho (Danaei et al., 2018). As medi¢des do
potencial zeta (PZ) foram realizadas utilizando o mesmo equipamento, aplicando-se uma
intensidade de campo de aproximadamente 5,9 V cm-1. Cinco execugdes foram realizadas para
cada amostra para determinar o valor do PZ com o sofiware ZS Xplorer versao 3.1.0.64; a
mobilidade eletroforética foi utilizada de acordo com a equacdo de Helmholtz-Smoluchowski.
As amostras foram diluidas 1:100 (v/v) com dgua purificada. Todas as medigdes se realizaram
em triplicata e os dados expressos como média = desvio-padrao (DP) (Rocha Soares et al.,
2012, 2017).

As medig¢des do tamanho de particulas de variadas nanoparticulas foram avaliadas
a 25 °C, sob um método de andlise cumulativa, no qual a intensidade da luz espalhada (DLS)
foi medida em um analisador de tamanho de particulas (Zeta Plus-Brookhaven Instruments,
Nova York, NY, EUA) em um comprimento de onda de 659 nm, com um angulo de detec¢do
de 90°. A correlagdo foi realizada em modo paralelo, e os dados analisados com o sofiware ZS

Xplorer V3.1.0.64 (Rocha Soares et al., 2012).

4.4.4 Anadlise por espectroscopia de infravermelho (IR)
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Amostras de quitosana, TPP, veneno e nanoparticulas com e sem veneno (SVLa,
AVBay, SVBr e SVBas), obtidas por métodos de gelificagdo ionica, foram analisadas por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, recorrendo-se ao
espectrofotometro FT-IR, Prestige 21 (Shimadzu, Toquio, Japao). As amostras foram secas em
um concentrador a vacuo (Centrivap Labconco, Kansas City, EUA), bem como liofilizadas e
analisadas pela ATR e depois processadas em temperatura ambiente, de 500 a 4.000 cm-1
(ROCHA SOARES et al., 2017; SILVA-JUNIOR et al., 2007). Para os venenos de cada espécie
de serpente, foram realizados registros das nanoparticulas controle, com veneno total de cada

espécie utilizada e registro com quitosana. Todas as amostras realizaram-se por triplicata.

4.4.5 Caracterizagdo morfoldgica por microscopia eletronica

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET). Para a andlise, uma gota de cada dispersao de nanoparticulas foi depositada
sobre uma lamina de microscopio previamente lavada e seca, sendo mantida em dessecador por
24 h antes da observagdo. As medi¢des efetivaram-se sob temperatura ambiente, em dessecador
sem contato, conforme descrito por Soares et al. (2018).

Para as analises em MET, contrastaram-se as amostras, previamente, com acetato
de uranila por 1 h, visando a melhor visualizacdo das estruturas internas e contornos das

nanoparticulas.

4.5 Animais experimentais

Para a imunizacdo, recorreu-se a coelhas brancas, da cepa Nova Zelanda (2-3 kg,
12 semanas de idade), compradas em INVIGO, no México, e mantidas no Biotério do Instituto
de Biotecnologia (IBT), da UNAM — Universidade Autonoma do México. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, climatizados com temperatura constante de 22 + 2 °C,
luminosidade (12h de ciclo claro\escuro), umidade e circulagcdo de ar controlado, recebendo
racdo-padrdo e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as
normas do Conselho Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) do IBT sob o projeto “Animal
handling was according with the Animal Care guidelines from the Bioethics Committee at the
Instituto de Biotecnologia, which administered and authorized the animal work (Ethical

approval IBt/Project # 411)".
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Para provas de neutralizagdo dos anticorpos, do protdtipo de antiveneno, foram
utilizados camundongos BALB/c machos e fémeas (25-35 g, 6—8 semanas de idade) da
“Universidad del Cauca” - Colombia. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno,
climatizadas com temperatura constante de 22 + 2 °C, luz (ciclo claro/escuro de 12 h), umidade
e com circulacdo de ar controlada. Eles receberam comida e dgua-padrao ad libitum. Todos os
procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelas diretrizes do Comité de Bioética da
“Universidad del Cauca (Comité de Etica para Pesquisa Cientifica)” e sob a ata de aprovacio

6.1-3.24/36 do projeto ID-6124 aprovado em 03/12/2024.

4.6 Imunizacio

A imunizagdo ¢ um procedimento por via do qual um animal € injetado com veneno
para produzir uma resposta de anticorpos de alto titulo contra os componentes letais e outros
componentes deletérios do imunogénico (WHO, 2023). Neste estudo, a imunizacdo foi
realizada no biotério do Instituto de Biotecnologia da UNAM, em 13 ocasides, uma vez a cada
semana, mediante administragdo subcutdnea dos compostos teste na regido lombar
(bilateralmente). Para cada animal injetou-se 1 mL dos venenos de L. acrochorda, B. ayerbei,
B. rhombeatus e B. asper concentragdo em diferentes (S1) concentragdes emulsionadas com as
particulas de quitosana (Rocha Soares et al., 2012, 2017). Para os coelhos controle, foi utilizado
adjuvante incompleto de Freund (IFA; Sigma) alternado com hidroxido de aluminio (Imject
Alum; Thermo Fisher) até a 13* imunizacao (dia 91). As amostras de sangue foram coletadas
da veia marginal da orelha para monitorar o aumento dos titulos de anticorpos (IgG) gerados
pela inoculag@o do veneno. No final do periodo de imunizagao, os coelhos foram eutanasiados
por overdose dos seguintes anestésicos: ketamina 0,7 mL (100 mg/mL) e xilazina 1,5 mL (20
mg/mL), administrados individualmente por via intramuscular. A amostra final de sangue foi

coletada por punc¢do cardiaca e os anticorpos foram purificados (Rocha Soares et al., 2012).

4.7 Obtencao do antiveneno

As amostras de sangue foram inicialmente tratadas para retracdo do coagulo. Para
isso, foram mantidas a 37 °C por 30 minutos e, em seguida, incubadas a 4 °C por duas horas.
Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 15.000 x g por cinco minutos a 4 °C, e o
soro (sobrenadante) foi cuidadosamente coletado e armazenado a —20 °C (Rocha Soares ef al.,

2012). O isolamento das imunoglobulinas (IgGs) foi realizado pelo método do acido caprilico,
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conforme descrito por parte de Rojas, Jiménez e Gutiérrez (1994), seguido de liofilizagao e

armazenamento a —20 °C até o momento do uso (De La Rosa et al., 2019).

4.8 Purificacido de IgGs por precipitacdo com acido caprilico

O plasma obtido dos coelhos foi diluido em propor¢ao 1:1 com dgua estéril, e o pH
ajustado para 5,0 utilizando 4cido acético 3 M. Em seguida, foi adicionado 4cido caprilico a
solugdo até atingir uma concentragdo de 4% (v/v). A mistura foi mantida sob agitagcdo constante
por 30 minutos, sendo posteriormente centrifugada a 4.000 x g por 30 minutos. O sobrenadante
obtido foi filtrado (Whatman® Filter Paper 3MM) e dialisado em membrana de didlise
(Spectra/Por® 4, MWCO: 12-14 kDa) contra PBS 0,5 M contendo 150 mM de NaCl, com
trocas de tampao a cada seis horas, durante 24 horas. Apds a didlise, a solu¢do contendo as
imunoglobulinas (IgGs) foi filtrada em membrana de 0,22 pum (Merck Millipore) para
esterilizagdo. A quantificacdo proteica foi realizada por espectrofotometria a 280 nm (UV), e o

material final foi liofilizado para armazenamento (De La Rosa ef al., 2019).

4.9 Avaliacio da resposta de anticorpos séricos por ELISA

Para avaliagdo das respostas dos anticorpos, as amostras de soro foram submetidas
a diluigdes seriadas com um diluente padrio (solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS)/0,1% p/p de soro de albumina bovina (BSA)), iniciando na dilui¢do 1:30 e continuando
com dez diluicdes a mais, nesse mesmo fator. As reacdes de anticorpos especificos para
antigenos também foram determinadas pelo ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA).

Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando o protocolo descrito por
Fernandes Pedrosa et al. (2002). Cada placa de microtitulagao de poliestireno 96-MicroWell™
de fundo plano (Maxisorp Nunc) foi sensibilizada com 100 pL/poco de uma solucio de veneno
(5 ng/mL), seguida da incubagdo durante a noite a 4 °C. Depois, os pocos foram lavados trés
vezes com solugcdo de PBS, bloqueadas as ligagdes especificas com 150 pL de solucdo de
bloqueio (PBS / 5% p/p de BSA) e incubada a 37 °C por 2 h. Depois a solucdo de bloqueio foi
descartada e os pocos lavados trés vezes. Para continuar, adicionaram-se na primeira linha da
placa 150 pL de antiveneno numa dissolucdo 1:10 em buffer de reagdo para ELISA e 100
puL/poco da solugdo de reagdo desde a coluna 2 até a 12, bem como dilui¢des seriadas de 1:3
dos anticorpos até a coluna 10, deixando a 11 e 12 como controles. Foi feita incubagio por

uma hora, em temperatura ambiente. Ademais, foi feita a lavagem com 200 pL/pogo dissolucao
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de lavado de ELISA por trés vezes. Adicionaram-se 100 pL/pogo do segundo anticorpo de
coelho ou cavalo conjugado a enzima de peroxidase (Gt X Rb IgG ALK Phos), diluindo-se
1:2000 em buffer de reagdo para ELISA, incubando-se mais 1 h e fazendo as trés lavagens.
Também foi revelada a reacdo com 100 pL/pogo de substrato ABTS, incubando-se por dez
minutos no ambiente. A reagdo foi parada com 25 pL/ pogo de 20% de SDS, sendo procedida
a leitura das placas no leitor de ELISA a 405 nm.

Para avaliar as respostas dos anticorpos purificados, foi realizado o mesmo
protocolo de ELISAS, mas com anticorpos purificados obtidos dos coelhos, tanto dos controles
como dos imunoadjuvantes comerciais (Freund e hidréxido de aluminio), como com quitosana.
Também foram testados com os antivenenos comerciais, tanto da Colombia (Antiveneno INS)

como do México (SILANES).

4.10 Western Blot

Foram realizados geles SDS-PAGE, com poro de 12,5% com 10 pg de amostra de
venenos de L. acrochorda (SVLa), B. ayerbei (SVBay), B. rhombeatus (SNBr), B. asper da
Colombia (BasCol), B. asper do México (BasMex) y Crotalus basiliscos (SVCrot). Para os
experimentos, utilizou-se cadmara semiimida para realizar a transferéncia em papel de
nitrocelulose. Depois a transferéncia foi bloqueada com leite por duas horas e, além disso,
foram feitas duas lavagens para eliminar os excessos de solu¢ao de bloqueio e continuar com a
incubacdo por 1 h com o primeiro anticorpo (Antiveneno do Instituto Nacional de Saude,
Antiveneno de SILANES ou protdtipo de antiveneno de coelho). Depois da incubagdo com
anticorpo 1, procedeu-se a trés lavagens com solu¢do de TBST e foi adicionado o segundo
anticorpo (para cavalo ou coelho, dependente do primeiro anticorpo utilizado) para incubar por

mais 1h e fazer as lavagens finais. Eis que foi, entdo, mostrada a solucdo de revelagao.

4.11 Ensaios de neutralizacdo do antiveneno in vivo

Para confirmar neutralizagdes dos anticorpos, foram utilizados camundongos
BALB/c (n=5) sem distensao de sexo (25-35 g, 6-—8 semanas de idade), provenientes do Cibuc-
Bioterio da Universidade do Cauca. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno,
climatizados com temperatura constante de entre 22 + 2 °C, luminosidade (12h de ciclo
claro\escuro), umidade e circulacdo de ar controlado, recebendo rag¢do padrao e dgua ad libitum.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional de
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Controle de Experimentagdo com Animal (CONCEA) e submetido a aprovagao pela Comissao
de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da Universidade do Cauca. Para as probas de
neutralizacdo, as DL50 utilizadas nos experimentos foram as previamente relatadas; ou seja,
para L. acrochorda 13,6 mg/kg, B. ayerbei 2,5 mg/kg, B. rhombeatus 2,7 mg/kg, B. asper 5,0
mg/kg (Angel-Camilo et al. 2024; Mora-Obando et al., 2021). Para os experimentos de
neutralizacdo em camundongos (18 =2 g), um grupo controle (n=5) recebeu inje¢do de 3DL50
de veneno de viperideo, e quatro grupos (n=5 cada) foram pré-incubados com IgGs purificadas
por acido caprilico (15 ou 20 mg) obtidas da imunizagdo com e sem as NPs. Ou seja, para cada
veneno (SVLa, SVBay, SVBr e SVBas). O grupo controle (n=5) recebeu 3LD50 do respectivo
veneno sem anticorpo. Os grupos anti-VNPs (n=5) receberam 3LD50 do veneno de viperideo,
pré-incubado com 15 ou 20 mg de IgG purificada a 37°C por uma hora em um volume final de
200 puL em PBS. Os grupos anti-veneno adjuvante (Al + Freud) (n=5) receberam 3LD50 do
veneno de viperideo, incubado com 15 ou 20 mg de IgG purificada. As amostras foram

administradas por injecdo intraperitoneal e a sobrevida foi avaliada por 48 h.

4.12 Analise estatistica

Os resultados foram expressos com o desvio-padrao médio. As andlises estatisticas
efetivaram-se, usando-se os testes t de Student ou andlise de varidncia unidirecional (ANOVA)
com os testes de Tukey, usando o GraphPad Prism versdo 9.00 (San Diego, CA, EUA).
Diferengas nos valores médios com *** p <0,001, ** p <0,01 ou * p <0,05 sdo consideradas

estatisticamente significantes.
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S RESULTADOS

5.1 Venenos

Os venenos foram obtidos de serpentes adultas das espécies Lachesis acrochorda,
Bothrops ayerbei, Bothrops rhombeatus e Bothrops asper. Para cada espécie, foi preparado um
pool de veneno, com base, no minimo, em quatro exemplares adultos da mesma espécie,
totalizando quatro pools distintos. Os venenos foram extraidos manualmente, congelados a 70
°C com nitrogénio liquido, liofilizados e armazenados a —20 °C até o momento de uso nos
experimentos subsequentes. De cada pool de veneno incluido neste experimento, foram obtidos,

aproximadamente, 300 mg de veneno total.

5.2 Analise fisico-quimica das nanoparticulas

As nanoparticulas (NPs) obtidas, com e sem venenos, exibiram carater cationico
(potencial zeta positivo), didmetro médio inferior a 100 nm e distribuicdo de tamanho
homogéneo. As NPs obtidas mostraram um tamanho médio de 85,1 nm, potencial zeta de
aproximadamente +7,4 mV, indice de polidispersdo (PDI) < 0,5 e eficiéncia de encapsulamento
de 77,5% (Tabela 1), indicando boa estabilidade coloidal e caracteristicas adequadas para

aplicagdo biotecnologica.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de quitosana, com e sem veneno,
das espécies L. acrochorda, B. ayerbei, B. rhombeatus e B. asper

Zeta potential Eficiéncia de
Amostra Tamanho (nm) (mV) PDI encapsulamento (%)
CNP/ 952+9.2 6.68 £ 0.48 0.554 -
NP/SVLa 72.4+£5.8 8.63+1.24 0.297 65
NP/SVBay 89.3+7.7 6.88 £ 1.35 0.075 85
NP/SVBr 88.7+7.4 7.32 +£0.89 0.373 82
NP/SVBas 80 + 8.1 7.60 £ 0.43 0.115 78

Os valores sao a média + desvio-padrao, n = 3, dos grupos que continham ou ndo veneno de viperideo. PDI= indice
de polidispersio. Nanoparticula de veneno de serpente Lachesis acrochorda (NP/SVLa), Nanoparticula de
veneno de serpente Bothrops ayerbei (NP/SVBay), Nanoparticula de veneno de serpente B. rhombeatus
(NP/SVBr), Nanoparticula de veneno de serpente B. asper (NP/SVBas).

Fonte: autoria propria.
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5.3 Analise cromatografica de venenos de serpente e nanoparticulas

Como parte das andlises realizadas, na investigacdo ora relatada, implementou-se
esta analise como uma opg¢ao para avaliar o percentual de encapsulamento. Portanto, cada uma
das nanoparticulas carregadas com veneno foi submetida a avaliagdo de eficiéncia de
encapsulamento por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizada como
método complementar de caracterizagdo. Para fins comparativos, os venenos de serpentes
SVLa, SVBay, SVBr e SVBas, também, foram analisados nas mesmas concentragdes utilizadas
nas formula¢des das nanoparticulas. Os cromatogramas correspondentes ao sobrenadante
obtido apds a formacdo das nanoparticulas foram registrados (Figura 8). A area sob a curva
(AUC) do sobrenadante foi comparada ao perfil cromatografico do veneno livre, resultando em
uma eficiéncia média de encapsulamento de 75% para os venenos testados, na concentracdo de
15 mg/mL. As menores porcentagens de encapsulamento foram observadas nas formulac¢des
com concentracdes de 0,5 mg/mL e 0,1 mg/mL.

Adicionalmente, verificou-se que algumas fragdes proteicas que estavam no perfil
cromatografico do veneno total desapareceram apds a encapsulacdo na quitosana, sugerindo
interagdo eficiente dos componentes do veneno com a matriz polimérica. Estes resultados
transportaram a realizagdo das eletroforeses para obtencdo dos pesos moleculares das toxinas

que tiveram maior tendéncia de encapsulamento.
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Figura 8 - Perfis cromatograficos dos venenos de viperideos inteiros e dos sobrenadantes apos
a formagao das particulas. Perfis cromatograficos com A. L. acrochorda (SVLa), B. B. ayerbei
(SVBay), C. B. rhombeatus (SVBr), D. B. asper (SVBas). SDS PAGE picos representativos

A 350 SVLa 0.15mg/mL
Sob. SVLa 0.15 mg/mL
300 Sob. SVLa 0.10 mg/mL
Sob. SVLa 0.05 mg/mL
250
£ 200
c
& 150+
o
E-
< 100~ ;
50~ \’ “ f "\‘.’,‘1\
% A ~ 'R -
0 T T T T T 1
20 30 40 50 60 70
-50-= Time (min)
C
350+ SVBr0.15 mg/mL
Sob. SVBr 0.15 mg/mL
300 Sob. SVBr 0.10 mg/m
Sob. SVBr 0.05 mg/mL
250 [
|
£ 200+
c
o |
K 150+ |
"] |
2
< 100 \ |
| | N
50 || (W SRR Y. P
AL B/ PP TIS AN
0 1 1 1 1 1 1
50 20 30 40 50 60 70
) Time (min)

Fonte: elaboragdo propria.
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Com base nos picos maiores, ¢ os picos que desaparecem depois do

encapsulamento, foram escolhidos alguns representativos da figura 8, especialmente aqueles

que desapareceram nos perfis cromatograficos dos sobrenadantes das particulas com veneno

(Figura 9). Para conhecer as possiveis familias das toxinas dos venenos encapsulados, os pesos

moleculares das toxinas dos picos representativos, foram realizados SDS PAGE como 3mg de

proteinas por poco, utilizando tamanho de poro de 12,5% e posterior coloragdo com azul de

Coomassie (Figura 9 A-C), mostrando uns pesos moleculares grandes e de tamanho médio,

passiveis de estar relacionados com familias de proteinas de importdncia médica nos

envenenamentos por estas serpentes.
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Figura 9 - Perfis cromatograficos dos venenos completos com o respectivo SDS PAGE de
12,5% das fracdes representativas. A. L. acrochorda (SVLa), B. B. ayerbei (SVBay), C. B.
rhombeatus (SVBr), D. B. asper (SVBas)
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Fonte: elaboragdo propria, 2024.
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5.4 Espectroscopia infravermelha

Para avaliar se a composi¢ao molecular das nanoparticulas tinha mudado quando da
gelificagdo i0nica, foram realizados espectros de absor¢do na regido infravermelha para os
compostos separados, tais como quitosana, venenos de serpente (SVLa, SVBay, SVBr e
SVBas) e venenos incorporados em nanoparticulas a uma concentragao de 0,15 mg/mL.

Na figura 10, sdo divisados os espectros de infravermelho do veneno da L.
acrochorda, com o seu respectivo controle, e a quitosana. Do mesmo jeito, se observa na figura
11 o veneno de B. ayerbei, na figura 12 com o veneno de B. rhombeatus e a figura 13 o veneno
de B. asper. Estas analises espectroscOpicas exprimem que os venenos testados foram
adsorvidos eficientemente nas nanoparticulas de quitosana, mostrando modificagdes nas
estruturas moleculares, porque cada um deles indicou registros diferentes, em comparacdo com

0s compostos como a quitosana ou veneno total.

Figura 10 - Espectros infravermelhos (IR) do veneno total, nanoparticulas de quitosana de
controle e nanoparticulas contendo veneno incorporado de L. acrochorda (SVLa)
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Figura 11 - Espectros infravermelhos (IR) do veneno total, nanoparticulas de quitosana de
controle e nanoparticulas contendo veneno incorporado de B. ayerbei (SVBay)
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Figura 12 -Espectros infravermelhos (IR) do veneno total, nanoparticulas de quitosana de
controle e nanoparticulas contendo veneno incorporado de B. rhombeatus (SVBr)
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Figura 13 - Espectros infravermelhos (IR) do veneno total, nanoparticulas de quitosana de
controle e nanoparticulas contendo veneno incorporado de B. asper (SVBas)
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5.5 Microscopia eletronica de transmissao

48

Para caracterizar as modalidades e superficies das NPs nanoparticulas, as amostras

foram montadas, utilizando-se microscopia eletronica de transmissdo. O didmetro das

nanoparticulas foi observado, o que concordou com os diametros relatados na analise fisico-

quimica, que indicaram didmetros de <100 nm (Figura 14 A-E). Esse procedimento foi

realizado tanto para as nanoparticulas de controle (sem veneno) quanto para as nanoparticulas

carregadas com veneno (SVLa, SVBay, SVBr e SVBas), dando ensejo a observacao de cada

um dos tipos de NPs carregados de veneno.
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Figura 14 - Micrografias TEM das nanoparticulas (NPs). A) NPs de controle sem veneno; B)
NPs com veneno de L. acrochorda; C) NPs com veneno de B. ayerbei; D) NPs com veneno de
B. rhombeatus; e E) NPs com veneno de B. asper
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Fonte: elaboragdo propria, 2025.

5.6 Western Blot

Durante os experimentos, foram realizados western blots utilizando antivenenos
comerciais da Colombia (Instituto Nacional de Saude) e do México (Silanes Inc.). Para esse
processo, foram preparados géis de poliacrilamida utilizando 10 pg de venenos das espécies L.
acrochorda, B. ayerbei, B. rhombeatus e B. asper da Coldombia, junto com B. asper € Crotalus
basiliscos, do M¢éxico. Para usar os anticorpos, foi realizada a primeira incubacdo com
anticorpos primarios, com uma concentragdo de 1 pg/mL, e foi usado como segundo anticorpo
IgG(H+L) de coelho anti-cavalo++ purificado por afinidade e conjugado com fosfatase alcalina,
numa concentragao de 1:2000.

Todos os geles foram realizados nas mesmas condi¢des, sendo um deles o controle,
corado com azul de Coomassie (Figura 15A); outro, utilizando o antiveneno como anticorpo
primario do Instituto Nacional da Colombia (Figura 15B) e mais um usando o antiveneno
produzido no México como anticorpo primario (Figura 15C). Restou mostrado melhor
reconhecimento por parte no antiveneno do Instituto da Colombia, que reconheceu proteinas de
elevado peso molecular (37-100 kDa) e algumas de peso molecular médio (15-25 kDa). No
que concerne ao antiveneno de SILANES, o reconhecimento foi menor e sé teve
reconhecimento de proteinas de alto peso molecular. Particularmente, o veneno de Lachesis foi

0 veneno que exprimiu menor reconhecimento para os dos antivenenos comerciais.
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Figura 15 - SDS-PAGE de viperideos e western blot utilizando antivenenos comerciais. A)
SDS-PAGE com coloracao por azul de Coomassie, tamanho dos poros de 12,5%; B) Western
blot utilizando anti-INS da Colombia; e C) Western blot utilizando Antivipmyn do México. L.
acrochorda (SVLa), B. ayerbei (SVBay), B. rhombeatus (SVBr) e B. asper (SVBas) da
Colombia, e B. asper (SVBaM) e Crotalus basiliscus (SVCrot) do México
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Fonte: elaboragdo propria, 2025.

Em relagdo aos westerns blots realizados com os anticorpos obtidos dos coelhos
imunizados neste trabalho (Figura 16), foi realizada uma SDS-PAGE, com poros de 12,5%, que
foram carregados com 10 pg dos seguintes venenos: L. acrochorda (SVLa), B. ayerbei
(SVBay), B. rhombeatus (SVBr), B. asper (SVBas) da Colombia e B. asper (SVBaM) e
Crotalus basiliscus (SVCrot) do México (Figura 16A). Géis SDS-PAGE semelhantes foram
transferidos para membranas de nitrocelulose para realizar a transferéncia em uma camara
semitmida. Posteriormente, uma das membranas foi tratada com anticorpos obtidos de coelhos
imunizados com as misturas de venenos sem quitosana (Figura 16B) e a outra com anticorpos
de coelho obtidos da imunizagdo com as misturas de venenos usando particulas de quitosana
(Figura 16C). Observa-se que houve reconhecimento proteico de algumas familias de toxinas
com pesos moleculares médios e altos, com base nas quais os anticorpos produzidos desde
particulas de quitosana utilizadas como adjuvante relataram melhor reconhecimento das
proteinas viperideas, identificando até mesmo proteinas encontradas em menor abundéancia

nesses venenos.
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Figura 16 - SDS-PAGE de viperideos e western blot utilizando antidotos de coelho. A) SDS-
PGE com coloragao azul de Coomassie, tamanho dos poros de 12,5%; B) Western blot
utilizando IgGs de coelho com base em misturas de veneno ndo encapsuladas; C) Western
blot utilizando IgGs de coelho com suporte em misturas de veneno encapsuladas. L.
acrochorda (SVLa), B. ayerbei (SVBay), B. rhombeatus (SVBr), B. asper (SVBas) da
Colombia e B. asper (SVBaM) e Crotalus basiliscus (SVCrot) do México.
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Fonte: elaboragdo propria, 2025.

5.7 Ensaios de imunoreconhecimento

Os testes de imuno reconhecimento foram realizados no decurso da imunizagao para
observar o comportamento dos anticorpos de coelho aos venenos. E notério o fato de que o
veneno de Lachesis teve resposta menor do que o de Bothrops. O antiveneno obtido de coelhos
imunizados com nanoparticulas de quitosana como adjuvante (Figura 17A) e o soro de coelhos
controle imunizados com Freund e alumina (Figura 17B) também foram avaliados. A resposta
imunoldgica aos venenos das espécies utilizadas neste ensaio também foi testada com os
antivenenos comerciais da Colombia e do México (Figura 17C-D). Os anticorpos que utilizaram
quitosana como imuno adjuvantes mostraram um nivel de reconhecimento dos venenos mais
sustentado e homogéneo do que o controle e os antivenenos comerciais. Estes mostraram uma
resposta de reconhecimento menor aos venenos, especialmente ao de Lachesis, e ainda menor

do que o antiveneno comercial do México.
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Figura 17 - ELISA com anticorpos purificados de coelhos, imunizados com e sem quitosana, e
de cavalos (anticorpos comerciais). A) ELISA com anticorpos de coelho usando particulas de
quitosana como imuno estimulante; B) ELISA com anticorpos de coelho usando Freund e
alumina como imunoestimulantes; C) ELISA com anticorpos de cavalo de antiveneno
comercial colombiano; e D) ELISA com anticorpos de cavalo de antiveneno comercial
mexicano
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Fonte: elaboragdo propria, 2025.

5.8 Concentragoes inibitorias 50 (Cso)

Com os resultados obtidos dos titulos de veneno em comparagao com o prototipo e
os antivenenos comerciais, foram estabelecidas as concentragdes inibitorias (ICso) para cada
um dos venenos testados (Tabela 2). O antiveneno de coelho tem um ICs igual ou inferior ao
do grupo controle e inferior aos antivenenos comerciais da Colémbia e do México, sugerindo
que o veneno incorporado as NPs de quitosana ajuda a melhorar a resposta do sistema

imunoldgico e o contetido de anticorpos neutralizantes.



Tabela 2 - Reconhecimento de venenos de serpentes utilizando antidotos de coelhos,

53

imunizados com ou sem quitosana, e antidotos comerciais da Coldémbia e do México

*ECs0 (ug/mL CI)

Veneno Controle NP Quitosana Anti-Vip (COL) Anti-Vip (MEX

| o 0.45 0.27 2.6 1.0

. acrochorda (0.07 - 0.85) (0.1-0.4) (1.5-3.8) (0.84-1.2)
B averboi 0.34 021 3.6 0.79

. ayerbel (0.02 - 0.70) (0.08 - 0.32) (3.2 - 4.0) (0.71 - 0.87)
B. rhombeat 026 018 - e

. rhombeatus (0.01-052) (0.06 - 0.28) (2.0-2.8) (0.61 - 0.81)
0.20 0.13 7.4 1.0

B. asper (COL) (0.02 - 0.31) (0.01-0.3) (5.7-9.4) (0.91—1.1)
0.22 0.26 23 0.56

B. asper (MEX) (0.04 - 0.36) (0.08 - 0.41) (1.7-2.9) (0.17-1.0)
C basil 0.24 0.25 3.0 0.68

- basiliscus (0.07 - 0.36) (0.04 - 0.44) (2.0-4.1) (0.50 - 0.90)

[

O ICso foi calculado utilizando a concentragdo de anticorpos de 50 mg/mL para o controle e anticorpos IgG de
coelho quitosana, 59,8 mg/mL para IgG Anti-Vip COL e 8,2 mg/mL para (Fab)2 Anti-Vip MEX. Os intervalos de
confianga (IC) estdo entre parénteses (95%). Fonte: elaboragdo propria, 2025

5.9 Testes de Neutralizacio in vivo

Para caracterizar a capacidade de neutralizacao do prototipo do antiveneno, avaliou-

se a porcentagem de sobrevivéncia de camundongos inoculados com venenos de viboras na

ocorréncia do prototipo de antiveneno de coelho (Figura 18). Os resultados mostraram que os

anticorpos de coelho neutralizam 3xLDso de SVBay, SVBr e SVBas, mas ndo completamente

SVLa (80%), exprimindo respostas melhores de neutralizacdo para os venenos das serpentes de

género Bothrops.
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Figura 18 - Neutralizacdo de anticorpos produzidos com e sem nanoparticulas de quitosana. L.
acrochorda (SVLa), B. ayerbei (SVBay), B. rhombeatus (SVBr), B. asper (SVBas). Os
camundongos foram expostos a uma dose de veneno equivalente a 3LD50, previamente
incubada com IgGs (15 ou 20 mg) purificadas por 4cido caprilico. O grupo de controle nao
continha anticorpos de coelho.
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Fonte: elaboragdo propria, 2025.

Portanto, os resultados obtidos na investigagdo agora sustentada refor¢am o
principio de que as nanoparticulas de quitosana proporcionam uma excelente abordagem
adjuvante nos processos de estimulacdo da resposta imunoldgica, além de serem inovadoras,
eficazes e seguras para a liberagdo de proteinas do veneno de serpentes e a fim de melhorar a

eficiéncia e a distribui¢do do antigeno na promoc¢ao de respostas imunologicas.
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6 DISCUSSAO

Os resultados aqui recolhidos refor¢am o principio de que as nanoparticulas de
quitosana representam uma abordagem adjuvante promissora na estimulacdo da resposta
imunologica. Sobre serem inovadoras, eficazes e seguras, essas nanoparticulas demonstraram
eficiéncia na liberag@o de proteinas do veneno de serpente, melhorando a distribuicao e mostra
do antigeno, o que potencializa a gerag¢do de respostas imunoldgicas mais amplas e especificas.
Dessa maneira, a quitosana destaca-se como um imuno adjuvante alternativo e favoravel para
a producdo de antivenenos ofidicos.

Os venenos utilizados nos experimentos foram obtidos por extracdo manual em
serpentes adultas das espécies L. acrochorda, B. ayerbei, B. rhombeatus e B. asper. Com 0s
venenos € a quitosana disponiveis, as nanoparticulas foram preparadas por gelificacdo ionica,
individualmente, para cada espécie. Esse método foi selecionado por ser eficiente, rapido e de
baixo custo, além de possibilitar o desenvolvimento controlado de nanoparticulas poliméricas
estaveis e homogéneas (Rampino et al., 2013).

Apds a obten¢do das nanoparticulas por gelificagdo idnica, foram avaliadas suas
propriedades fisico-quimicas, observando-se caracteristicas compativeis com as descritas para
sistemas semelhantes baseados em quitosana. No estudo agora relatado, as nanoparticulas
exibiram carga superficial positiva (potencial zeta cationico), didmetro médio inferior a 100 nm
e distribuicdo de tamanho homogénea, além de uma alta eficiéncia de encapsulamento,
indicando boa estabilidade coloidal e interagdo efetiva entre o polimero e os componentes
proteicos dos venenos. Esses achados estdo de acordo com estudos prévios que relataram
potenciais zeta positivos e tamanhos de particula na faixa de 100-250 nm para nanoparticulas
de quitosana, variando conforme a concentragdo do polimero e a natureza da biomolécula
encapsulada (Bhattacharjee, 2016; Costa et al., 2017; Glaucia-Silva et al., 2018; Rocha Soares
etal.,2012,2017).

De modo semelhante, pesquisas que empregaram nanoparticulas de quitosana
associadas a venenos de Bothrops jararaca, B. erythromelas, Crotalus durissus cascavella e ao
escorpido Tityus serrulatus também reportaram particulas com dimensdes reduzidas, baixo
indice de polidispersdo e potencial zeta positivo, reforcando o comportamento estavel e a
eficiéncia desse tipo de sistema como carreador de biomoléculas (Rocha Soares et al. 2012,
2017; Glaucia-Silva et al. 2018). Em consonancia, os resultados aqui conquistados sugerem que
as nanoparticulas formuladas com venenos ofidicos mantém propriedades fisico-quimicas

adequadas para aplicagdes biotecnologicas, especialmente como plataformas adjuvantes na
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producdo de antivenenos e, potencialmente, em abordagens antimicrobianas inovadoras
(Glaucia-Silva et al., 2024).

Adicionalmente, nesta perquisicdo académica stricto sensu (tese doutoral), para
confirmar o percentual de encapsulamento das NPS, foram realizadas como métodos de
avaliacdo adicional analises por cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC) do
sobrenadante das NPs carregadas ou ndo com veneno (Figura 1). Posteriormente, a area sob a
curva do sobrenadante foi relacionada ao perfil cromatografico do veneno, obtendo-se uma
encapsulacdo média de 75% para cada um dos venenos testados na formulagdo de
nanoparticulas, a uma concentragdo de 0,15 mg/mL, e a menor porcentagem em concentragdes
de 0,5 e 0,1 mg/mL. Em aditamento, observou-se que alguns grupos de fracdes foram
detectados no perfil cromatografico da solug@o inicial do veneno e desapareceram apds a
encapsulacdo na quitosana. Tal sugere que o os venenos tém certas afinidades pelo
encapsulamento de alguns grupos de toxinas. Entdo, partindo dos picos de fragdes que
desapareceram apds a encapsulacdo com quitosana, estes foram selecionados para determinar
seu peso molecular aparente no SDS-PAGE. Nesses resultados, observa-se que as moléculas
encapsuladas tém compostos de peso molecular bastante variado, mas, de acordo com seus
pesos moleculares aparentes, elas sdo propicias a ser relacionadas a familias de proteinas, como
metaloproteases e fosfolipases viperideas que ja sdo sistematicamente reportadas nos estudos
protedmicos dos venenos de L. acrochorda (Angel-Camilo et al., 2020; Madrigal et al., 2012;
Montoya-Gomez et al., 2023), para B. ayerbei (Mora-Obando et al., 2014) e B. rhombeatus
com B. asper (Mora-Obando et al., 2020). O anterior sugere que este método adicional testado
enseja conhecer os grupos de moléculas que denotam maior facilidade de encapsulamento,
informacgao util quando tenta se encapsular alguns grupos de substancias alvos.

Em adicdo, a encapsulagdo dessas familias de proteinas apresentam vantagem, pois
contribui para a reducdo das lesdes cutidneas durante o processo de imunizacdo, tendo-se
observado que os animais imunizados com o veneno encapsulado exibiram menos inflamagao
local do que aqueles que utilizaram o controle (com imuno adjuvantes), como Freund e alumina.
Essas proteinas estdo fisiologicamente relacionadas a efeitos como miotoxicidade e distlrbios
sanguineos. Por exemplo, as fosfolipases A2 estdo relacionadas a efeitos miotoxicos (Liu et al.,
2021; Lomonte et al., 2015), que causam incapacidade ou amputacdes (Lomonte, 2023).
Quanto as metaloproteinases, elas estdo relacionadas a disturbios de coagulacdo e processos
hemorragicos (Angel-Camilo et al., 2020; Dias et al., 2016; Yamashita et al., 2014), outro

sintoma a causar complica¢des em pacientes mordidos (WHO, 2023).
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Para dar continuidade a caracterizagdo das nanoparticulas, as amostras foram
analisadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET). Observou-se que o didmetro das
nanoparticulas foi compativel com os valores obtidos nas andlises fisico-quimicas, relatando
tamanhos inferiores a 100 nm. Esse procedimento foi realizado tanto para as nanoparticulas
controle (sem veneno) quanto para aquelas carregadas com veneno de serpentes. A microscopia
eletronica deu ensejo a se observar a morfologia e ver o tamanho das nanoparticulas, resultados
que se mostraram concordantes com os dados fisico-quimicos previamente obtidos (Glaucia-
Silva et al., 2018, 2024; Mosquera-Murillo ef al., 2023).

Também foram realizados estudos dos espectros de absor¢do na regido
infravermelha para avaliar se a composi¢do molecular das nanoparticulas tinha mudado quando
da gelificacdo i6nica. Estas analises espectroscopicas corroboraram a ideia de que os distintos
venenos testados (SVLa, SVBay, SVBr e SVBas) foram adsorvidos eficientemente nas
nanoparticulas de quitosana. Essa adsor¢do foi confirmada pela observacdo das interagdes
intermoleculares dos grupos carboxilicos da proteina do veneno com os grupos aminos da
quitosana. Os espectros das NPs carregadas com os variados venenos mostraram maior
intensidade para alongamento em 1537 e 1633 cm-1 do que as nanoparticulas sem veneno, o
que teria sido causado pela adsor¢dao de proteinas. Também ficou evidente que havia maior
intensidade desses mesmos alongamentos nos registros de venenos sem incorporacao nas NPs,
mostrando que os venenos tém proteinas no material polimérico que ocorreriam,
principalmente, por intera¢des hidrofobicas ou eletrostaticas (Glaucia-Silva et al., 2018;
Mesquita et al., 2017), em razao da existéncia de carboxila das aminas primarias (Rocha Soares
et al., 2017). Também foram observados aumentos na intensidade da banda, atribuidos aos
grupos OH dos carboxilatos (Castaiieda-Manquillo et al., 2023; Figueroa Lopez et al., 2014).
Existem, também, bandas em 1200 e 894 cm-1, relacionadas a grupos P=0O e P-O-P,
respectivamente, vinculados a composi¢do quimica do TPP (Rocha Soares et al., 2012, 2017)
e, nesta pesquisa, ocorriam nas NPs e ndo sucediam no registro dos venenos puros. Esses
resultados sugerem que interagdes hidrofobicas das cadeias dos copolimeros alifaticos sao
propicias a ocorrer com regides hidrofobicas das proteinas, compostas por aminoacidos
apolares. O carater hidrofilico e cationico da quitosana, todavia, parece desempenhar um papel
determinante na estabilizacdo dessas interacdes e na formacdo das ligacdes moleculares
(Glaucia-Silva et al., 2018).

Enquanto as analises de Western Blot obtidas tanto para os antiveneno do INS da
Colombia, tanto para SILANES do México (observa-se que tanto os anticorpos comerciais

colombianos quanto os mexicanos tém a capacidade de reconhecer proteinas de alto peso
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molecular, nas quais se destaca o antiveneno colombiano, que identifica, além das proteinas de
alto peso molecular (37-100 kDa), também reconhece algumas proteinas de peso molecular
médio (15-25 kDa). Nesse sentido, também se divisa que o antiveneno colombiano tem elevada
capacidade de reconhecimento de proteinas de alto peso molecular, especialmente de serpentes
do género Bothrops e Crotalus. Também se observa que o reconhecimento das toxinas dos
venenos de serpente do género Lachesis (SVLa) teve baixo reconhecimento pelo antiveneno
polivalente contra Bothrops, Lachesis e Crotalus produzido pelo INS colombiano. Em relacao
ao reconhecimento do veneno de Lachesis com o antiveneno produzido no México, ndo houve
reconhecimento, o que ¢ atribuivel a ndo inclusdo de venenos de serpentes desse género na
produc¢do do antiveneno e, como se demonstrar, ndo expressa reatividade cruzada.

Em relagdo aos westerns blots realizados com os anticorpos obtidos dos coelhos
imunizados nesta Tese, nota-se que houve reconhecimento proteico de algumas familias de
toxinas com pesos moleculares médios e altos, com suporte nas quais os anticorpos produzidos
desde particulas de quitosana utilizadas como adjuvante exprimiram melhor reconhecimento
das proteinas viperideas, identificando até mesmo proteinas encontradas em menor abundancia
nesses venenos. O anteriormente exposto sugestiona que as proteinas do veneno foram
encapsuladas, embora a porcentagem de encapsulamento tenha sido a mais do 70% e, de acordo
com os perfis cromatograficos, algumas proteinas permaneceram no sobrenadante. Portanto, as
proteinas do veneno encapsuladas foram suficientes para estimular a producdo de anticorpos.
As proteinas do veneno que indicaram melhor reconhecimento pelos anticorpos de coelho
foram aquelas de 15 a 75 kDa, que, de acordo com seu peso molecular, estdo relacionadas as
fosfolipases A2, metaloproteinase, lecitina tipo C, fosfodiesterase e serina proteases, ja
relatadas nos perfis de veneno dessas espécies colombianas (Angel-Camilo et al., 2020;
Montoya-Gomez et al., 2023; Mora-Obando et al., 2020; Salazar-Valenzuela et al., 2014).

Os testes de imuno reconhecimento realizados a extensdo do protocolo de
imunizacdo tiveram como objetivo avaliar o comportamento dos anticorpos produzidos pelos
coelhos ante os distintos venenos testados. Observou-se que o veneno de Lachesis induziu uma
resposta imunoldgica inferior aquela obtida com o veneno de Bothrops.

O antiveneno obtido de coelhos imunizados com nanoparticulas de quitosana
utilizadas como adjuvante foi comparado ao soro dos coelhos controle, imunizados com
adjuvantes convencionais (Freund e alumina). Ademais, a resposta imunoldgica aos venenos
das espécies utilizadas foi também comparada com a de antivenenos comerciais da Colombia e
do México, evidenciando diferengas nos perfis de reconhecimento antigénico e na intensidade

da resposta humoral.
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Os anticorpos que utilizaram quitosana como imuno adjuvantes mostraram um nivel
de reconhecimento dos venenos mais sustentado e homogéneo do que o controle e os
antivenenos comerciais. Estes manifestaram uma resposta de reconhecimento menor aos
venenos, especialmente ao de Lachesis, e ainda menor ao antiveneno comercial do México.
Essa observagao correlaciona-se a baixa resposta de reconhecimento observada no western blot
utilizando os antivenenos comerciais. A baixa resposta imunogénica observada para o veneno
de L. acrochorda ¢é passivel de estar relacionada a composicao bioquimica especifica desse
veneno (Angel-Camilo et al., 2020; Montoya-Gomez et al., 2023) e as cargas eletrostaticas de
suas proteinas. Em comparag@o com os venenos das demais espécies analisadas, este exibiu a
menor taxa de encapsulamento, o que ¢ passivel de haver contribuido para a resposta
imunolégica reduzida.

Em consonincia com esses resultados, as analises de imuno reconhecimento
demonstraram maior afinidade dos anticorpos para toxinas de médio e alto pesos moleculares
dos venenos de serpentes do género Bothrops, sugerindo diferencas estruturais e de
antigenicidade entre as espécies avaliadas.

Adicionalmente, foram determinadas as concentracgdes efetivas médias (ECso) para
cada um dos venenos testados, com amparo na comparagdo dos titulos obtidos com o prototipo
de antiveneno e os antivenenos comerciais disponiveis. Observou-se que o antiveneno
produzido em coelhos expressou valores de ECso iguais ou inferiores aos do grupo controle e
inferiores aos registrados para os antivenenos comerciais da Colombia e do México, indicando
maior eficiéncia neutralizante. Esses achados sugerem que a incorporagdo do veneno as
nanoparticulas (NPs) de quitosana potencializa a resposta do sistema imunoldgico e favorece o
aumento da produgdo de anticorpos especificos.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com estudos prévios utilizando NPs
de quitosana em modelos murinos (Glaucia-Silva et al., 2018; Rocha Soares et al., 2012, 2017),
os quais relataram o papel das nanoparticulas como imuno adjuvantes eficazes na indugdo de
respostas humorais. Neste ensaio, a utilizagdo de coelhos como modelo experimental resultou
em achados consistentes com os relatados por esses autores, que empregaram camundongos
imunizados com venenos de escorpides e serpentes de variegadas espécies.

De modo geral, estes resultados reforcam o potencial do encapsulamento dos
venenos em NPs de quitosana como estratégia promissora para o desenvolvimento de
antivenenos mais eficazes, promovendo a producdo de imunoglobulinas G (IgG) de alta

afinidade e com elevada capacidade de reconhecimento e neutraliza¢do antigénica.
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Para a etapa final do estudo, avaliou-se a capacidade de neutralizagdo in vivo do
prototipo de antiveneno, por meio da determinagdo da porcentagem de sobrevivéncia de
camundongos tratados com venenos de varias espécies de serpentes, na ocorréncia do
antiveneno produzido em coelhos. Os resultados demonstraram que os anticorpos de coelho
foram capazes de neutralizar 3xLDso dos venenos SVBay, SVBr e SVBas, contudo, indicaram
neutralizacdo parcial (80%) perante o veneno de L. acrochorda (SVLa).

Esses achados estdo em concordancia com os resultados obtidos nas andlises de
imuno reconhecimento por western blot e ELISA, em que o veneno de L. acrochorda relatou
resposta imunologica menos intensa em comparag¢do com os demais venenos testados. Ainda
assim, os resultados sdo promissores quanto a viabilidade do encapsulamento e a producdo de
antiveneno utilizando nanoparticulas de quitosana como imunoadjuvantes no desenvolvimento
de formulagdes contra os venenos de serpentes do género Bothrops.

De efeito, os resultados obtidos nesta pesquisa, reforcam o potencial das
nanoparticulas de quitosana como uma estratégia adjuvante inovadora, capaz de estimular
eficazmente a resposta imunolodgica, além de representar uma abordagem segura e eficiente

para a liberagdo controlada de proteinas do veneno e melhoria da distribuicao.
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7 CONCLUSOES

Os venenos de L. acrochorda (SVLa), B. ayerbei (SVBay), B. rhombeatus (SVBr)
e B. asper (SVBas) foram encapsulados por gelificacdo idnica, utilizando-se nanoparticulas
(NPs) de quitosana, as quais expressaram boas propriedades fisico-quimicas e elevada
eficiéncia de encapsulamento, com média de 77%.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) confirmou o sucesso
da nanocarga dos venenos nas nanoparticulas, representando uma nova contribuicdo para a
identificagdo de grupos de proteinas com maior afinidade e capacidade de encapsulamento.

Estes exames espectroscopicos corroboraram a no¢ao de que os distintos venenos
testados (SVLa, SVBay, SVBr e SVBas) foram adsorvidos eficientemente nas nanoparticulas
de quitosana, confirmando as interag¢des intermoleculares dos grupos carboxilicos das proteinas
do veneno com os grupos aminos da quitosana.

Os anticorpos policlonais de coelho, obtidos com suporte na imunizagdo com NPs
de quitosana carregadas com veneno, exibiram respostas imunogénicas superiores as geradas
por imuno estimulantes convencionais, como alumina e adjuvante de Freund, sugerindo que as
NPs de quitosana atuam como imuno adjuvantes promissores.

Alem disso, os resultados obtidos por ELISA e western blot demonstraram que os
anticorpos induzidos por NPs de veneno-quitosana reconhecem toxinas em menores
concentragdes nos venenos de SVLa, SVBay, SVBr e SVBas, ndo detectadas pelos anticorpos
produzidos com adjuvantes tradicionais.

Em adigdo, nas provas de neutralizacdo in vivo, demostraram que os anticorpos de
coelho produzidos com apoio nas NPs de veneno-quitosana 3xL.Dso de SVBay, SVBr e SVBas,
e em menor percentual o SVLa (80%), tendo melhor reconhecimento do que os controles de
anticorpos obtidos sem utilizar NPs.

De tal jeito, o uso de nanoparticulas de quitosana encapsuladas com veneno
mostrou-se uma estratégia biotecnologica eficaz e inovadora para a producdo de antivenenos,

com potencial para aumentar a amplitude e a especificidade da resposta imunologica.
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1) Titulo del proyecto:

Comparacion entre anticuerpos obtenidos con venenos de vipéridos y anticuerpos obtenidos con
inmunégenos recombinantes

2) Clave del proyecto (sistema de comite): Clave externa:
497

3) Descripcion breve del proyecto:

En si, este proyecto pretende comparar las caracteristicas de los anticuerpos generados por
venenos de vipéridos e inmuno’genos recombinantes de vipéridos (rBamPLA2 y rBamSer). Los
venenos completos generan tanto anticuerpos relevantes e irrelevantes a la toxicidad, lo cual
disminuye la concentracién de anticuerpos destinados a la neutralizacion de los venenos. Por otro
lado los inmundgenos recombinates son las proteinas responsables de la letalidad, asi que la
inmunizacion de conejos con estas proteinas generaria anticuerpos mas eficaces. Esta propuesta
pretende contestar esta hipétesis. El grupo de esta” formado principalmente por dos estudiantes
de doctorado inscritos en Programas de Maestri’a o Doctorado de la UNAM. Los estudiantes
aprendera’n te cnicas de biologi’a molecular, expresio’n de protei'nas, plegamiento y ana’lisis
biologicos, entre otros metodos/te’cnicas. El grupo de trabajo es suficientemente apto y grande
para realizar la inmunizacién de los conejos y se tiene el apoyo tecnico de tres acade ’micos de la
UNAM (Dra. Clement, Dr. Arenas y Dr. Corzo) del grupo, asi como técnicos del consorcio de
“Venenos y Antivenenos”. El grado de exito, y de llevar a buen fin este proyecto, esta’ respaldado
por nuestra trayectoria acade 'mica, la que incluye varios reportes internacionales en este tema. El
uso de ratones se realizara” de modo similar al proyecto aprobado No. 411 por el comite” de bioe
‘tica del IBt “Expresio’n de protei’nas u’tiles como inmuno’genos o como agentes terape uticos”
(IT200321). Tambie 'n, la inmunizacio’n de conejos se realizara” de modo similar al proyecto
aprobado No. 376 por el comite” de bioe tica del IBt “Produccio’n de anticuerpos neutralizantes
polivalentes contra el veneno de tres escorpiones de panama™ (IN203118).

4) Investigador responsable:

Gerardo Corzo Burguete

5) Instituciones participantes:

6) Inicio y terminacién del proyecto
Del 01/01/2024 al 31/12/2026

7) El proyecto involucra trabajo con animales vertebrados o muestras de animales (incluyendo
desarrollo de anticuerpos)?

Sl

8) El proyecto involucra trabajo con humanos o muestras de humanos?
NO
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Para proyectos de investigacion que involucren animales.

1) Justificacion del uso de animales en el proyecto.

Para evaluar las propiedades inmunogénicas de venenos completos y/o toxinas y para la
produccion de anticuerpos se suelen utilizar conejos blancos de la cepa Nueva Zelanda, dado que
su tamaio garantiza la produccion de suficiente suero y por tanto de anticuerpos.

Para la neutralizacion de los anticuerpos el modelo mas usado es el ratén CD-1; esto debido a su
facil manejo y mantenimiento.

2) Categoria del dafio que se provocara en los animales (segun reglamento de Bioética).

Categoria B para conejos ya que seguin nuestra experiencia es un estrés leve en la inyeccion de
los venenos/inmunégenos y en la toma de muestras de sangre.
Categoria E para ratones ya que se realizaran pruebas de toxicidad y pruebas de letalidad.

3) ¢Requiere administrar sustancias téxicas u organismos patégenos?

Se inyectaran venenos de diferentes especies de vipéridos e inmunégenos recombinantes.

4) Capacitacion del personal que realizara los protocolos.

Los estudiantes de doctorado del grupo, quienes conocen los reglamentos del bioterio, y los
principios bioéticos, han tomado el curso de manejo de animales de laboratorio impartido por la
MVZ. Elizabeth Mata y la MVZ. Graciela Cabeza. Ademas, el manejo sera supervisado por el Biol.
Felipe Olvera y el Sr. Ricardo Mondragén. Ademas se contara con el apoyo de la MVZ. Elizabeth
Maya, y la MVZ. Graciela Cabeza.

5) ¢Requiere intervenciones quirargicas con supervivencia?
No

6) Métodos de eutanasia y justificacion de su empleo.

Los conejos se sacrificaran primeramente utilizando xilacina de 20 mg (dosis: 3 mg/ kg) y ketamina
1000 mg (dosis: 50 mg/ kg) por via intramuscular. Una vez inconscientes se realizara un
desangrado a blanco por puncién cardiaca.

Los ratones se sacrificaran por dislocacién cervical.

7) ¢El proyecto involucra producir anticuerpos en algin animal?
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Si, la inmunizacio’n de los conejos New Zeland se realizara” utilizando un esquema de inmunizacio
‘n disen~ado para este fin (ver anexo enviado en tabla, ya que por este medio no se puede agregar
tablas). Se necesitara’n 8 conejos para venenos de vipéridos e inmunégenos recombinantes.
Antes de cada inoculacio’n de veneno o la protei’na recombinante, se extraera” suero para realizar
la caracterizacio’n de la respuesta inmune. Los conejos tendran un peso de 1.5 — 2.0 kg bajo el
esquema presentado (ver tabla). La vi‘a de administracio’n de cada protei’'na recombinante es
subcuta’nea en la zona dorsal. Se utilizara” como adyuvante alumina (ImjectTM Alum) y adyuvante
incompleto de Freud (WHO 2017), siguiendo el siguiente esquema.El protocolo de inmunizacio'n
comenzara“ con una dosis de 10 microg de protei’na total en adyuvante incompleto ce Freud (IFA)
y se aplicaran dosis similares por una semana alternando con hidro"xido de aluminio (AH) e IFA
sobre un periodo de 2 meses. Las inmunizaciones se continuaron utilizando desde 10 hasta 500
microgramos durante otros 2 meses ma’s. Los volu’'mes de inmunizacio’n sera’n de 500 microlL.
Se tomara’n sangri‘as de 1 microL para observar la evolucio’n de os anticuerpos. Se analizara'n
sueros hiperinmunes capaces de neutralizar la accio’n de los venenos de vipéridos.

La metodologia para evaluar la capacidad de neutralizacio’n por parte de los anticuerpos
producidos se realizara’n pruebas de neutralizacio'n en los ratones de la cepa CD1. Los ensayos
se hara’n en grupos de 3 ratones con pesos entre 18-20 gramos. Las muestras se administran por
vi‘a intravenosa o intraperitoneal. Se empleara una muestra control que corresponde a dos dosis
DL50 de la toxina o veneno solubilizados en PBS. La otra muestra es la mezcla de la toxina o los
venenos con los anticuerpos a evaluar en donde generalmente se ensayan diferentes
concentraciones. Las muestras se incuban por 30 min a 37°C y posteriormente se administran a
los grupos de ratones. Se observan durante un di‘a y se compara la presencia o no de si’'ntomas y
la sobrevivencia de los individuos empleados. El nu’'mero estimado de ratones a utilizar por
muestra es de 12 (4 grupos de 3 ratones).

8) Descripcion del trabajo de investigacion

Descripcion general

Animales que se utilizan.

Metodologia

La inmunizacio'n de los conejos New Zeland se realizara” utilizando un esquema de inmunizacio’n disen~ado para este fin (ver anexo enviado en
tabla, ya que por este medio no se puede agregar tablas). Se necesitara’n 8 conejos para venenos de vipéridos e inmundgenos recombinantes.
Antes de cada inoculacio’n de veneno o la protei’na recombinante, se extraera’ suero para realizar la caracterizacio’n de la respuesta inmune.
Los conejos tendran un peso de 1.5 — 2.0 kg bajo el esquema presentado (ver tabla). La via de administracio’'n de cada protei’na recombinante
es subcuta’nea en la zona dorsal. Se utilizara” como adyuvante alumina (ImjectTM Alum) y adyuvante incompleto de Freud (WHO 2017),
siguiendo el siguiente esquema.El protocolo de inmunizacio’n comenzara” con una dosis de 10 microg de protei'na total en adyuvante
incompleto ce Freud (IFA) y se aplicaran dosis similares por una semana alternando con hidro’xido de aluminio (AH) e IFA sobre un periodo de 2
meses. Las inmunizaciones se continuaron utilizando desde 10 hasta 500 microgramos durante otros 2 meses ma’s. Los volu’mes de inmunizacio
‘n sera’n de 500 microL. Se tomara’n sangri‘as de 1 microlL para observar la evolucio’n de os anticuerpos. Se analizara'n sueros hiperinmunes
capaces de neutralizar la accio’n de los venenos de vipéridos.

Nombre Raza Edad Sexo Cantidad

Conejos New Zealand 2 -4 Mes Hembra 8

Sedantes, anestésicos y/o analgésicos que se utilizaran.

Medicamento Dosis Via Frecuencia
Xilacina de 20 mg (dosis: 3 mg/ kg) y ketamina 1000 mg (dosis: 50 mg/ | Xilacina de 20 mg Intramuscular No aplica
kg) (dosis: 3 mg/ kg) y

ketamina 1000 mg
(dosis: 50 mg/ kg)

Restriccion de movimiento de animales conscientes.
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Grado

Tiempo

Dispositivo

Si, se restringen manualmente por pocos segundos para la realizar la inyeccion.

Aproximadamente
10 segundos

Manual

Metodologia

Para evaluar la capacidad de neutralizacio’n por parte de los anticuerpos producidos se realizara’n pruebas de neutralizacio'n en los ratones de
la cepa CD1. Los ensayos se hara'n en grupos de 3 ratones con pesos entre 18-20 gramos. Las muestras se administran por vi‘a intravenosa o
intraperitoneal. Se empleara una muestra control que corresponde a dos dosis DL50 de la toxina o veneno solubilizados en PBS. La otra muestra
es la mezcla de la toxina o los venenos con los anticuerpos a evaluar en donde generalmente se ensayan diferentes concentraciones. Las
muestras se incuban por 30 min a 37°C y posteriormente se administran a los grupos de ratones. Se observan durante un di‘a y se compara la
presencia o no de si'ntomas y la sobrevivencia de los individuos empleados. El nu'mero estimado de ratones a utilizar por muestra es de 12 (4

grupos de 3 ratones).

Nombre Raza Edad Sexo Cantidad

Ratén CD-1 1-3Semana |Macho 48

Sedantes, anestésicos y/o analgésicos que se utilizaran.

Medicamento Dosis Via Frecuencia

No aplica No aplica Intramuscular o una sola vez
intravenosa

Restriccion de movimiento de animales conscientes.

Grado Tiempo Dispositivo

Si, se restringen manualmente por pocos segundos para la realizar la inyeccion. 5 segundos Restriccion

Manual
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EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CIENTIFICA

CERTIFICA:

Que el proyecto titulado “DESARROLLO DE PROTOTIPO DE ANTIVENENO CONTRA
ENVENENAMIENTO CAUSADO POR SERPIENTES BOTHROPS AYERBEI, B.
RHOMBEATUS, B. ASPER Y LACHESIS ACROCHORDA, USANDO PARTICULAS DE
QUITOSANO COMO INMUNOADYUVANTE”, registrado en el Sistema de Informacion
de la Vicerrectoria de Investigaciones con ID 6124, dirigido por la investigadora KAREN
LEONOR ANGEL CAMILO, al dar cumplimiento a los requerimientos ético legales, fue
avalado por el Comité de Etica para la Investigacién Cientifica de la Universidad del
Cauca, segun acta 6.1-3.24/36 del dia 3 de diciembre de 2024.

La presente se expide a solicitud de la parte interesada.

Se firma en Popayan, a los veinte (20) dias del mes de junio de dos mil veinticinco (2025).

AP

=

FRANKLYN FAJARDO SANDOVAL
Presidente
Comité de Etica para la Investigacion Cientifica

Proyect6: Vanessa Ramos

d. d Calle 2a. No. 1A-25
Acre |tC1 aen Museo de Historia Natural - 2° piso, Urbanizacién Caldas
ALTA CAuDAD Popayan-Cauca-Colombia

*Resolucién 6218 de junio de 2019 Teléfono: (+57 2) 8209800 ext. 2673
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