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RESUMO 
 

 
É estimado que cerca de 30.000 pessoas, por ano, sofram acidente ofídico no Brasil. 
Compreender a especificidade antígeno-anticorpo dos venenos com os soros 
antiofídicos além de ser um dos primeiros passos para o desenvolvimento de 
melhores soros com um perfil mais completo na neutralização das toxinas, também 
promove melhores bases para um desenvolvimento de testes rápidos na detecção 
do veneno ofídico, podendo vir a ser utilizado como diagnóstico no tratamento de 
envenenamento ofídico. Este trabalho pretendeu avaliar a eficácia da neutralização 
dos soros antiofídicos utilizados no Brasil, frente ao veneno da serpente Bothrops 
erythromelas, propondo desenvolvimento de teste rápido para o diagnóstico de 
acidentes ofídicos. Os experimentos envolveram a análise de Ouchterlony em gel de 
agarose e uma adaptação da metodologia de Western Blot (dot-blot). A reatividade 
do veneno da serpente Bothrops erythromelas foi observada com os soros 
antibotrópico, antibotrópico-laquético e anticrotálico. A neutralização do veneno 
frente ao soro antibotrópico foi melhor visualizada quando a proporção de soro 
estava de 20:1 em relação ao veneno. Apesar do resultado mostrar uma boa 
neutralização, uma banda específica desta espécie pode ser utilizada como 
marcador para envenenamentos provocados pela B. erythromelas. A primeira 
metodologia proposta como suporte sólido na detecção antígeno-anticorpo não 
gerou uma boa visualização, o que não deu suporta para sua continuidade. A 
segunda metodologia foi utilizada com a membrana de nitrocelulose, como suporte, 
onde esta apresentou-se promissora, atingindo os objetivos propostos de 
identificação do complexo antígeno-anticorpo visível a olho nu, porém em um tempo 
ainda grande para o esperado de um teste rápido. A serpente Bothrops erythromelas 
apresenta toxinas em seu veneno com alta capacidade coagulante, porém, não está 
relacionada à produção do soro comercial polivalente antibotrópico brasileiro, e 
portanto, suas toxinas não são neutralizadas totalmente pelo soro, indicando a 
necessidade na produção de um soro mais eficaz contra essa espécie. Essa espécie 
acomete todo o bioma Caatinga e está entre as jararacas que mais causam acidente 
ofídico na região. A maioria destes ocorre em áreas rurais, onde o acesso aos 
serviços de saúde é precário e não há uma qualificação dos profissionais 
responsáveis pelo atendimento. Este trabalho pode ser considerado pioneiro no que 
concerne à fabricação de um teste rápido que consiga fazer a identificação do 
gênero da serpente causadora do acidente ofídico, o que indica a importância na 
continuidade destes estudos. Tal teste objetiva acelerar a administração da 
soroterapia, podendo vir a diminuir a probabilidade de sequelas e óbitos. 
 
Palavras-Chave: Membrana de nitrocelulose. Imunoensaio. Envenenamento. 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

 
It is estimated that about 30,000 people, per year, suffer from snakebite in Brazil. 
Understanding the antigen-antibody specificity of poisons with antiophidic sera, as 
well as being one of the first steps for the development of better sera with a more 
complete profile in neutralizing the toxins, also promotes better foundation for 
developing rapid tests for the detection of snake bite venom and may have to be 
used as a diagnosis in the treatment of snake bite poisoning. This work aimed to 
evaluate the effectiveness of neutralization of antiophidic sera used in Brazil against 
the poison of Bothrops erythromelas serpent, offering fast test development for the 
diagnosis of snakebites. The experiments involved the Ouchterlony analysis on 
agarose gel and an adaptation of the Western Blot method (dot-blot). The reactivity 
of the poison of Bothrops erythromelas snake was observed with the antibothropic, 
antibothropic-laquético and crotalic sera. The neutralization of venom against the 
antivenom serum was best seen when the whey ratio was 20: 1 in relation to the 
poison. Although the results show a good neutralizing, a specific band of this species 
can be used as a marker for poisonings caused by B. erythromelas. The first 
methodology proposed as solid support in antigen-antibody detection did not produce 
a good display, which has no support for its continuation. The second methodology 
was used to nitrocellulose membrane as support, where it appeared to be promising, 
achieving the goals of identifying the visible antigen-antibody complex with the naked 
eye, but in an even long time to expected from a rapid test. Bothrops erythromelas 
snake has toxins in their venom with high capacity coagulant, however, it is not 
related to the production of multi-purpose commercial serum Brazilian antivenom, 
and therefore their toxins are not fully neutralized by this serum, indicating the need 
to produce a more effective serum against this species. This species affects the 
entire Caatinga biome and is among the pit vipers that cause most this kind of 
accidents in the region. Most of these occur in rural areas where access to health 
services is poor and there isn't a qualification professionals responsible for the care. 
This work can be considered a pioneer when it comes to making a quick test you can 
do to identify the gender of the snake cause of snakebite, which indicates the 
importance of the continuation of these studies. Such test objective the speed up of 
the administration of antivenom, and may decrease the likelihood of sequelae and 
death. 
 
Keywords: Nitrocellulose membrane. Immunoassay. Poisoning.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A epidemiologia dos acidentes ofídicos apresenta um perfil que se mantém 

inalterado ao longo dos últimos 100 anos no Brasil (BOCHNER & STRUCHINER, 

2003). Com várias medidas instituídas pelo Ministério da Saúde, os acidentes 

ofídicos passaram a ser de notificação obrigatória no país. Além da troca de 

informações epidemiológicas entre as Secretarias Estaduais e o Ministério da 

Saúde, os dados sobre ofidismo foram aprimorados, mostrando características 

epidemiológicas e clínicas que permitiram o planejamento de ações de controle 

(LEMOS et al., 2009). 

Katsuriatne et al. (2008) estimou que no Brasil, ocorriam cerca de 30.000 

acidentes ofídicos por ano. Esses dados vão de acordo ao dados epidemiológicos 

do SINAN (2015), que também mostram um aumento no número de casos 

notificados de acidentes ofídicos no Brasil durante o período de 2007 a 2014. 

Informações disponíveis on-line no site do SINAN apontam o predomínio dos 

acidentes botrópicos no estado da Paraíba, sendo 6 vezes maior que os acidentes 

crotálicos e 16 vezes maior que os acidentes elapídicos, durante os anos de 2007 a 

2015 (SINAN, 2015). Bernarde (2014) ressalta que em todas as regiões brasileiras 

ocorre o predomínio do acidente botrópico, variando sua incidência de acordo com a 

região. 

 Dentre a diversidade de famílias de serpentes encontradas no Brasil, apenas 

duas apresentam espécies peçonhentas com maior potencial de causar 

envenenamento nos seres humanos: Viperidae, enfatizando a subfamília Crotalinae 

na qual os gêneros Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias (Jararacas), Crotalus 

(Cascavéis) e Lachesis (Surucucu-pico-de-jaca) estão inclusos; e Elapidae, sendo 

representada pelas serpentes popularmente conhecidas como corais verdadeiras, 

enquadradas na subfamília Elapinae, nos gêneros Micrurus e Leptomicrurus 

(BERNARDE, 2014; FRANCO, 2009; MELGAREJO, 2009). 

 As espécies do gênero Bothrops, mais significativas para a saúde pública no 

Brasil, são muito abundantes, com ampla distribuição geográfica e com populações 

importantes nas diversas regiões do país (MELGAREJO, 2009). Essas serpentes 

compreendem as mais importantes do ponto de vista médico, sendo seus venenos 

os mais estudados clínica e imunologicamente (BRASIL, 2001; FRANÇA & 

MÁLAQUE, 2009). 
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 Envenenamentos causados pelas serpentes do gênero Crotalus são 

caracterizados por ação neurotóxica, miotóxica e coagulante (AZEVEDO-MARQUES 

et. al, 2009; BRASIL, 2001). 

 O gênero Lachesis abriga as serpentes peçonhentas de maiores dimensões 

das Américas, com espécimes de até quatro metros (BERNARDE, 2014). O veneno 

laquético apresenta atividades fisiopatológicas semelhantes às do veneno botrópico, 

sendo proteolítica, coagulante, hemorrágica e inflamatória aguda, neurotóxica 

(atividade da cininogenase em L. muta, trombina com similaridade com a giroxina 

crotálica e atividade ativadora de plasminogênio), inibição plaquetária e atividade 

miotóxica local (BERNARDE, 2014; BRASIL, 2001; SOUZA, 2009). 

Os venenos das serpentes do gênero Micrurus possuem ação neurotóxica e 

miotóxica (BRASIL, 2001; SILVA JR & BUCARETCHI, 2009). 

A completa caracterização dos proteomas dos venenos de serpentes pode 

contribuir para uma compreensão mais profunda da fisiopatologia dos 

envenenamentos. Compreender a especificidade antígeno-anticorpo dos venenos 

com os soros antiofídicos é um dos primeiros passos para o desenvolvimento de 

melhores soros com um perfil mais completo na neutralização das toxinas 

(CALVETE et. al, 2009). 

A avaliação da neutralização dos soros comerciais brasileiros das diferentes 

espécies do gênero Bothrops pode comprovar a diversidade molecular presente nas 

espécies deste gênero. O nível de neutralização do soro para as toxinas 

encontradas no veneno da Bothrops erythromelas (Amaral, 1923) pode indicar a 

necessidade de uma terapia mais eficaz para os acidentes ocorridos com esta 

espécie, visto que o mesmo tratamento apresenta diferentes resultados quando 

submetidos a venenos de outras espécies que já estão inclusas na produção desses 

soros comerciais (CAMEY et. al, 2002). 

Estudos mostram que existe uma banda específica no veneno da Bothrops 

erythromelas que não é neutralizada pelo soro antibotrópico, mesmo após 24 horas 

a soroterapia, podendo ser utilizado como um biomarcador para envenenamentos 

ocasionados por esta espécie (LUNA, 2010; LUNA et al., 2010; NUNES, 2016). Frente 

ao exposto, busca-se com o desenvolvimento dessa pesquisa analisar a ação de 

neutralização de soros com o veneno desta serpente, além de buscar formas para a 

fabricação de um teste rápido de diagnóstico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a eficácia de neutralização dos soros antiofídicos utilizados no Brasil, 

frente ao veneno da serpente Bothrops erythromelas, na perspectiva de desenvolver 

um teste rápido para o diagnóstico de acidentes ofídicos. 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Estudar o grau de neutralização do soro antibotrópico comercial utilizado no Brasil 

quando incubado com o veneno da serpente Bothrops erythromelas; 

- Comparar a neutralização apresentada pelo soro antibotrópico comercial com a 

neutralização alcançada em outros estudos frente a diferentes espécies do gênero 

Bothrops; 

- Elaborar um método rápido para a detecção de veneno ofídico em suporte sólido. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 Evolução das serpentes 

As serpentes são agrupadas junto aos representantes da subordem 

Scleroglossa. A remodelação da massa corpórea de um vertebrado em forma 

serpentina foi acompanhada por especializações dos mecanismos de locomoção, 

captura de presas e deglutição. Os mais antigos fósseis parecem estar relacionados 

às jiboias, no Cretáceo. Os representantes mais antigos de Elapidae e Viperidae 

datam do Mioceno (POUGH, 2008). 

A constrição é característica marcante na família Boidae. Seus representantes 

possuem vértebras e músculos curtos, a contração destes produz dobras 

pronunciadas no tronco, permitindo uma forte pressão contra a presa ao enrolar-se 

em volta dela. No entanto, essa morfologia limita a velocidade de locomoção. As 

serpentes velozes (Colubridae) datam do Mioceno e levavam vantagem sobre as 

Boidae, envolvendo uma evolução entre a locomoção e a alimentação (POUGH, 

2008). 

A glândula de Duvernoy produz substâncias tóxicas que imobilizam a presa. A 

presença desta glândula na maxila superior das espécies atuais de colubrídeos é 

compreendida como uma característica homóloga às glândulas de veneno dos 

Viperidae e Elapidae (POUGH, 2008). A capacidade de injetar as substâncias 

tóxicas é um dos métodos mais especializados de alimentação dentre os 

vertebrados (FRANCO, 2009). Os aparatos inoculadores das serpentes são 

caracterizados por quatro variedades de presas: áglifas, opistóglifas, proteróglifas e 

solenóglifas (POUGH, 2008). 

As serpentes de dentição áglifa apresentam um maxilar sem dentes sulcados 

para a inoculação do veneno. As que contém dentição opistóglifa possuem um ou 

mais dentes aumentados na região posterior da maxila superior, com a presença de 

um sulco na superfície da presa que ajudam na condução do veneno através da 

capilaridade. Aquelas com a dentição proteróglifa, possuem as presas inoculadoras 

fixamente eretas na região anterior da boca, geralmente com um canal não 

completamente fechado que estão conectados à glândula de veneno. As serpentes 

que portam dentição solenóglifa apresentam o tipo de dentição mais especializado, 

no qual as presas têm a capacidade de rotação, de modo a dobrar-se contra o teto 

da boca quando as maxilas estão fechadas. As presas são longas e ocas, 
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perfeitamente canaliculadas, diretamente ligadas à glândula de veneno, podendo 

injetá-lo profundamente no tecido da presa (BERNARDE, 2014; FRANCO, 2009; 

MELGAREJO, 2009; POUGH, 2008). 

3.2 Componentes Proteicos dos Venenos Ofídicos 

Venenos de serpentes contêm diferentes peptídeos e proteínas 

biologicamente ativas. Um determinado número destas proteínas interage com os 

componentes do sistema hemostático humano. Os componentes hemostaticamente 

ativos são amplamente distribuídos nos diferentes tipos de serpentes, como nas 

famílias Viperidae e as Elapidae, e podem ser agrupados em números diferentes de 

categorias dependendo de sua função hemostática, como por exemplo: enzimas que 

causam coágulo, que degradam fibrinogênio, com atividade hemorrágica; ativadores 

de fator V, X; atividades anticoagulantes; inibidores de enzima; e indutores/inibidores 

da agregação plaquetária. Embora diversos venenos contenham uma série de 

componentes ativos hemostaticamente, nenhum veneno contém todos eles juntos 

(BRAUD et al., 2000; MARKLAND, 1998).  

 

3.3 Componentes do Veneno do Gênero Bothrops 

3.3.1 Metaloproteinases 

As metaloproteinases de veneno de serpentes compreendem um grande 

grupo de proteases dependentes de zinco, e outros elementos, que são 

responsáveis pela indução de hemorragia, mionecrose, danos na pele e inflamação, 

ativação de endógenos de metaloproteinases de matriz e liberam uma variedade de 

mediadores inflamatórios. Além de degradarem os componentes da matriz 

extracelular e prejudicar a regeneração do músculo esquelético lesado, algumas 

metaloproteinases também afetam a função plaquetária e degradam fatores de 

coagulação do sangue, impedindo uma resposta hemostática normal após dano 

microvascular (GUTIÉRREZ & RUCAVADO, 2000). 

3.3.2 Serinoproteases 

As serinoproteases encontradas no veneno de serpentes podem agir sobre os 

substratos macromoleculares dos sistemas de coagulação, fibrinólise e sistema 

calicreína-cininas, além da agregação plaquetária e degradação proteolítica 
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(SERRANO & MAROUN, 2005). Entre as serinoproteases, apenas os ativadores de 

proteína C exibem efeitos anticoagulantes diretos (KINI, 2006). 

 

3.3.3 Fosfolipases 

As fosfolipases A2 encontradas no veneno de serpentes desempenham um 

papel central importante no metabolismo basal dos fosfolipídios de todas as células. 

Elas são classificadas em dois grupos de acordo com suas estruturas primárias: no 

grupo I estão incluídas as fosfolipases A2 dos venenos das Elapidae e no grupo II 

estão classificadas as fosfolipases A2 das Viperidae (DENNIS, 1994; PÁRAMO et al., 

1998). 

As fosfolipases A2 desencadeiam uma cascata inflamatória caracterizada pelo 

aumento da permeabilidade microvascular e formação de edema, recrutamento de 

leucócitos para os tecidos e liberação de mediadores inflamatórios, iniciando 

desordens inflamatórias locais e sistêmicas em humanos (KOH et al., 2006). Essas 

moléculas exercem os seus efeitos anticoagulantes através da hidrólise e destruição 

física da superfície de membrana requerida para a formação de complexos de 

coagulação. A atividade anticoagulante de certas enzimas de fosfolipases A2 é 

devido à sua interação com as proteínas de coagulação do sangue e não com as de 

hidrólise de fosfolipídios (KINI, 2006). 

3.3.4 Desintegrinas 

As desintegrinas encontradas no veneno de serpentes são peptídeos de baixo 

peso molecular que se ligam às integrinas, proteínas de superfície celular 

responsáveis pelas interações entre as células. As integrinas são essenciais para a 

sobrevivência (proliferação, diferenciação e ativação) celular. Assim, as 

desintegrinas interferem na ligação intercelular, podendo bloquear o principal 

receptor de fibrinogênio (GPII/IIIa), mediador da agregação plaquetária (CALVETE et 

al., 2005; ROJNUCKARIN, 2008). 

3.3.5 Miotoxinas 

 As miotoxinas são também chamadas de toxinas mionecróticas e são 

encontradas em venenos de serpentes. Uma das mais conhecidas é a miotoxina-a, 

que se liga especificamente ao retículo sarcoplasmático dos músculos, causando 

uma alteração na permeabilidade iônica do retículo sarcoplasmático, levando ao 
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inchaço e desintegração de ambos os retículos e fibras musculares (KOH et. al, 

2006). A maior atividade miotóxica do gênero Bothrops pertence à espécie B. 

jararacussu (MOURA-DA-SILVA et al., 1991). 

  

3.4 Soroterapia 

O veneno é uma mistura complexa de enzimas, proteínas e peptídeos que 

tem como função primária ajudar na captura de presas, porém pode ser 

secundariamente usado como defesa, causando acidentes em seres humanos e 

animais domésticos (CHIPPAUX et al., 1991; POUGH, 2008; BERNARDE, 2014; 

MELGAREJO, 2009). A variação na sua composição ocorre em diversos níveis, 

incluindo interfamília, intergênero, interespécie, intersubspécie e intraespécie 

(CALVETE et al., 2011; CASEWELL et al., 2014; CHIPPAUX et al., 1991; FURTADO 

et al., 2010). 

A criação da soroterapia específica no Brasil ofereceu à Medicina, pela 

primeira vez, um produto realmente eficaz no tratamento do acidente ofídico que, 

sem substituto, permanece salvando centenas de vidas até hoje. O tratamento é 

feito por meio da aplicação do soro antiofídico específico para cada tipo de acidente 

e de acordo com a gravidade do envenenamento (BERNARDE, 2014). 

Para cada gênero de serpente, há um soro específico: O soro antibotrópico é 

indicado para acidentes ofídicos envolvendo os gêneros Bothrops e Bothrocophias; 

o soro antibotrópico-laquético, para os gêneros Bothrops e Lachesis, o soro 

anticrotálico para o gênero Crotalus e; o soro antielapídico para os gêneros Micrurus 

e Leptomicrurus. Há também o soro antibotrópico-crotálico para ser utilizado em 

casos de não determinação sobre o envenenamento ter sido causado por alguma 

espécie de Bothrops ou Crotalus em regiões onde essas espécies estão presentes 

simultaneamente (BERNARDE, 2014). 

A realização da soroterapia o mais rápido possível, com o devido atendimento 

em um hospital, é o tratamento mais recomendado. Porém, a ineficácia dos 

antivenenos na neutralização de efeitos locais é limitada, o que abriu espaço para 

investigações sobre possíveis drogas a serem associadas à soroterapia (WEN, 

2009). 

Os aspectos clínicos e imunológicos dos envenenamentos ajudam a 

compreender a evolução do paciente, visando novas terapias (LUNA, 2010). O 

desenvolvimento da soroterapia específica está relacionado com um conhecimento 
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detalhado da composição do veneno e do perfil imunológico estabelecido por cada 

um (CALVETE et al., 2009). 

  

3.5 Bothrops erythromelas (Amaral, 1923) 

A Bothrops erythromelas, também conhecida como jararaca-da-seca ou 

jararaca-avermelhada, apresenta uma ampla distribuição nas áreas de caatinga e é 

considerada uma das espécies de menor porte do gênero Bothrops (MELGAREJO, 

2009; REIS et al., 2015). Essa espécie ocorre principalmente no bioma caatinga 

(REIS et al., 2015), aonde possui ampla abrangência geográfica e alta possibilidade 

de encontro com a população humana (LIRA-DA-SILVA et al., 2009). A mesma é 

responsável pela maioria dos acidentes ofídicos no Nordeste do Brasil e seu veneno 

não está incluído na produção dos soros antiofídicos (BOECHAT et al., 2001). 

O veneno desta espécie possui um dos mais potentes fatores de ativação de 

coagulação (fator X e protrombina) quando comparado às outras espécies do 

mesmo gênero (FURTADO et al., 1991; QUEIROZ et al., 2008), além de uma alta 

atividade da fosfolipase A2 (FERREIRA et al., 1992b, FLORES et al., 1993). 

Miotoxinas básicas ainda não foram detectadas no veneno da Bothrops 

erythromelas e de outras três espécies do mesmo gênero (MOURA-DA-SILVA et al., 

1991). Seu veneno exibe ainda um padrão interessante de coagulação: in vitro, há 

uma elevada ação tromboplástica sobre o plasma e nenhuma ação na coagulação 

do fibrinogênio, enquanto que in vivo, há uma atividade anticoagulante (SANCHEZ 

et al., 1992). 

O primeiro ativador de protrombina clonado, derivado do veneno da Bothrops 

erythromelas foi nomeado "berythractivase". Este apresenta uma elevada 

semelhança estrutural com outras metaloproteinases, indicando envolvimento nos 

efeitos de lesão local e efeitos sistêmicos observados nos acidentados por acidente 

botrópico (SILVA et al., 2003). 

 

3.6 Análise de Ouchterlony 

 No final da década de 40, o biólogo sueco Orjan Ouchterlony inventou um 

experimento simples com o qual era possível investigar a química da imunidade 

biológica. O teste envolve o uso de dois tipos complexos de proteína: antígeno e 

anticorpo. Esse método é interessante, pois pode-se verificar a reação de vários 

antígenos e anticorpos sem o risco de infecção acidental ou o uso de animais 
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experimentais. Ouchterlony usou um bloco de ágar com poços no qual colocou 

algumas gotas de uma solução contendo o antígeno em um poço e uma quantidade 

de solução de anticorpo no outro. Por meio de uma superfície gelatinosa, é possível 

ver a reação de neutralização do ag-ac em uma zona intermediária através de um 

precipitado (uma linha) esbranquiçado (STONG, 1969). 

 O experimento de Ouchterlony pode ser usado para observar a capacidade 

do anti-soro para a produção de complexos imunes com o antígeno numa matriz 

semi-sólida. Este método também pode ser usado para testar a reatividade cruzada 

do anti-soro para outras proteínas intimamente relacionados com o antígeno 

(BURNS, 2002).  

 

3.7 Metodologia de Western Blotting  

A técnica que viria a ser chamada de Western Blotting por Burnette em 1981, 

foi detalhada, pela primeira vez, por Harry Towbin e seus colegas do Instituto 

Friedrich Miescher, em Basileia, Suíça, em 1979 (PERKEL, 2015). Foi demonstrado 

que as proteínas imobilizadas em folhas de nitrocelulose podem ser utilizadas para 

detectar os seus respectivos anticorpos (TOWBIN et al., 1979). Tal técnica é muito 

sensível para a visualização dos complexos ag-ac (BURNETTE, 1981). O 

procedimento foi desenvolvido, primeiramente, para detectar os anti-soros 

específicos contra proteínas ribossomais, no entanto, é aplicável a qualquer 

procedimento analítico de acordo com a formação de um complexo ag-ac (TOWBIN 

et al., 1979). 

A técnica é uma simples forma de identificar as proteínas num gel de 

poliacrilamida, que são separadas por tamanho. Quando transferidas para a 

membrana de nitrocelulose, as proteínas são incubadas com o "primeiro anticorpo" 

que é uma proteína de interesse específico, e então é adicionado um "segundo 

anticorpo" que é capaz de reconhecer o primeiro anticorpo (PERKEL, 2015). 

A utilidade do blotting baseia-se na sua capacidade para fornecer resolução 

simultânea de múltiplos antígenos imunogênicos dentro de uma amostra, o que é um 

importante diferença da maioria dos métodos imunoquímicos atuais (KURIEN & 

SCOFIELD, 2006). 
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3.7.1 Técnica de Dot-blot 

 Dot-blot é uma variação dos métodos de northern, southern ou western blot, 

na qual o antígeno é detectado em amostras diretamente pingadas sobre a 

membrana, sem que haja uma prévia separação destas. Existem outros tipos de 

membranas disponíveis comercialmente, como as de nylon catiônicos, as Gene-

Screen e as Biodyne B, porém a membrana de nitrocelulose ainda é a mais utilizada 

em western blotting (STOTT, 1989). 

Estudos mostram que o dot-blot é tecnicamente tão confiável quanto uma 

transferência de Western, que é uma técnica padrão utilizada para a validação de 

biomarcadores de proteína, para um largo espectro de proteínas diferentes 

(GUILLEMIN et al., 2009). 

Essa técnica apresenta uma sensibilidade até dez vezes maior que a técnica 

de rádioimunoensaio, além de não necessitar de grandes quantidades de amostra 

para o experimento (ANDERSON et al., 1985). 

 

3.8 Membrana de Nitrocelulose 

A membrana de nitrocelulose é constituída geralmente de papel e alterada 

quimicamente com grupos nitro ligados à celulose, produzindo um suporte com alta 

afinidade por proteínas, fazendo com que estas permaneçam presas à sua 

superfície (LENZ, 2004). Ela é uma matriz com alta habilidade de bloqueio e 

compatível com uma vasta variedade de métodos de detecção, como a 

quimioluminescência e a fluorescência (GE Healthcare Life Sciences, 2016). 

A adsorção das proteínas depende de várias interações físico-químicas entre 

as moléculas de proteína e da membrana (LOW et al., 2013). Acredita-se que a base 

dessas interações para a ligação de proteínas na nitrocelulose possa ser em grande 

parte devido às interações hidrofóbicas, levando em consideração a utilização de 

tampões de lavagem contendo detergentes, a fim de reduzir as ligações não 

específicas (HAWKES et al., 1982; STOTT, 1989). A etapa na qual se usa o leite em 

pó desnatado no experimento tem a finalidade de minimizar a ligação de proteínas 

não específicas (LENZ, 2004). 

 

3.8.1 A membrana de nitrocelulose como suporte sólido 

Desde quando começaram os testes com a membrana de nitrocelulose, seus 

resultados forneceram considerado conhecimento para o desenvolvimento de novos 
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diagnósticos sofisticados. Com o passar do tempo, as melhorias nos ensaios 

impulsionaram-na como uma nova ferramenta para o diagnóstico médico, podendo 

ser utilizada tanto em hospitais com acesso à altas tecnologias quanto em clínicas 

rurais, onde os recursos são limitados devido a limitações de infraestrutura 

(FRIDLEY et al., 2013). 

Testes rápidos usados em diagnósticos são utilizados em situações em que 

os resultados dos testes devem ser fornecidos de volta para indivíduos no local, no 

mesmo dia. Além de não requererem um profissional altamente qualificado para sua 

condução, alguns resultados estão disponíveis em até 5 minutos (IWEALA, 2004). 

Os testes com a membrana de nitrocelulose apresentam algumas vantagens: 

(1) A quantidade de antígeno utilizado é bastante reduzida, (2) a nitrocelulose 

permite que a reação seja vista contra um fundo que deve ser quase branco, 

tornando mais fácil detectar reações positivas e rejeitar os falsos positivos (HAWKES 

et al., 1982), (3) a rapidez do teste, (4) a alta sensibilidade do resultado, (5) a 

reprodutibilidade, não necessitando de equipamentos caros para sua elaboração, (6) 

a adsorção de proteínas (ANDERSON et al., 1985; FRIDLEY et al., 2013; 

RODRIGUE et al., 1989; ZEDER-LUTZ et al., 2006), (7) o baixo custo, (8) a fácil 

fabricação (HU et al., 2014), e (9) a capacidade de permitir que um maior número de 

amostras possam ser analisadas em um único experimento, quando comparada ao 

Western Blot (GUILLEMIN et al., 2009). 

A técnica do dot-blot foi utilizada para detectar 12 anticorpos ao HIV em 

indivíduos soropositivos e soronegativos, tendo a sua sensibilidade sido equiparada 

ao micro ELISA e ao Western blot por (XU et al., 1989). Há testes para o diagnóstico 

de HIV onde a amostra é absorvida numa “almofada”, onde ele imediatamente 

combina-se com um reagente de sinal. A combinação reagente sinal amostra migra 

através de uma membrana de nitrocelulose e se o teste for positivo, uma linha 

aparece na membrana (IWEALA, 2004). 

Um teste promissor "pronto-para-uso", baseado em um antígeno 

recombinante (rK39) específico para pacientes com leishmaniose visceral, foi 

desenvolvido como um teste rápido para utilização em condições difíceis de campo, 

tendo em vista a detecção de anticorpos presentes no sangue, utilizando a 

membrana de nitrocelulose como suporte, aonde a reação ag-ac aparecia visível a 

olho nu na tira da membrana (SUNDAR & RAI, 2002). 
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Experimentos demonstram o dot-blot como uma técnica válida para sua 

utilização com biomarcadores (GUILLEMIN et al., 2009), podendo ser usado em 

testes de rotina (ANDERSON et al., 1985). 

 

3.9 Concentração de Proteínas no Soro Comercial 

 A quinta edição da farmacopeia europeia apresenta uma monografia geral 

para soros antiofídicos na qual recomenda que o teor máximo de proteínas 

presentes no soro seja de 10g/dL, além de testes de potência biológica, físico-

químico específicos e um ensaio para avaliar a formação de agregados. Já a quarta 

edição da farmacopeia brasileira recomenda um ensaio de potência, enfatizando que 

a mais importante para a avaliação de pureza é o teor de proteína total, adotando o 

limite de 15 g/dL (50% maior que o recomendado pela farmacopeia europeia) 

(SILVA, 2008). 

Destaca-se que na farmacopeia brasileira não há recomendação de um 

ensaio para avaliar quanto da proteína presente no soro corresponde ao fragmento 

F(ab’)2, que é responsável pela proteção contra o efeito tóxico do veneno, assim 

como também não há uma recomendação da avaliação da formação de agregados 

(SILVA, 2008). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local 

Os experimentos foram realizados no espaço do Laboratório de Mutagênese 

Ambiental (NUMA), localizado no primeiro andar do prédio das Três Marias 

(Biologia), na Universidade Estadual da Paraíba, no campus I em Campina Grande – 

PB, Brasil. 

 

4.2 Amostra de Pacientes 

 As amostras utilizadas nesta pesquisa foram os soros de pacientes 

envenenados por serpentes da espécie Bothrops erythromelas, atendidos no 

Hospital de Trauma de Campina Grande. Tais amostras já foram catalogadas e 

utilizadas em experimentos anteriores. 

 

4.3 Obtenção do Veneno 

 O veneno da B. erythromelas foi extraído manualmente de espécimes 

mantidas em cativeiro, provenientes do Centro de Répteis da Caatinga, localizado 

na zona rural da cidade de Puxinanã, PB. Foram selecionados animais adultos e 

filhotes de ambos os sexos. O veneno, após liofilização, foi mantido sob refrigeração 

(-20°C) até o momento de sua utilização. 

 

4.4 Obtenção dos Soros Comerciais Brasileiros 

Os soros comerciais foram doados pela Secretaria de Saúde do estado de 

Pernambuco. 

Segundo a bula de cada soro antiofídico, também disponíveis on-line, o SAB 

neutraliza o mínimo de 50mg de veneno a cada 10mL, tendo a Bothrops jararaca 

como referência. O SABL neutraliza o mínimo de 80mg de veneno a cada 10mL, 

tendo como referência as Bothrops jararaca e Lachesis muta, sendo 50mg para a B. 

jararaca e 30 mg para a L. muta como referência. O SAC neutraliza mínimo de 15mg 

de veneno a cada 10mL, tendo a Crotalus durissus terrificus como referência. O SAE 

neutraliza mínimo de 15mg de veneno a cada 10mL, tendo a Micrurus frontalis como 

referência. 
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4.5 Imunodifusão Dupla 

Essa metodologia foi inspirada em Paula (1995) que descreve parâmetros 

específicos para o método de Ouchterlony. 

O experimento foi realizado em placas de Petri, contendo gel de agarose a 

2% em água destilada com sete orifícios de distância (1,5cm) entre si. As placas 

foram incubadas por 48h em temperatura ambiente. Depois de lavadas com água 

destilada e NaCl à 150mM, as placas foram levadas à estufa com 37ºC por 24h. 

As linhas de precipitação foram reveladas por Coomasie Brilliant Blue 250-R a 

0,12% em solução de metanol a 40% e ácido acético glacial a 7% em água destilada 

durante 15 minutos. O excesso de corante foi retirado por oito lavagens sucessivas 

de 10 minutos cada, com solução descorante (metanol a 40% e ácido acético glacial 

a 7% e água destilada). A leitura do resultado foi possível a olho nu. 

Todos os testes envolvendo essa metodologia foram realizados em duplicata. 

4.5.1 Veneno x Soro Comercial 

No orifício central colocou-se 10µL do veneno da Bothrops erythromelas em 

uma concentração de 0,5mg/mL. Nos orifícios periféricos foram utilizados 10µL do 

soro antiofídico (SAB, SABL, SAC, SAE) e controle (SS). 

Tendo suas respectivas espécies como referência, o SAB supostamente 

neutralizaria no mínimo 0,05mg do veneno, enquanto que o SABL neutralizaria 

0,08mg, e os SAC e SAE neutralizariam 0,015mg. 

 

Figura 1: Esquema I aplicado à placa de Petri. 

 

 Fonte: Elaborado pela autora 
 

4.5.2 Soro de Paciente x Soro Comercial 

No orifício central colocou-se 20µL de soro de paciente. Nos orifícios 

periféricos foram utilizados 10µL do soro antiofídico (SAB, SABL, SAC, SAE) e 
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controle (SS). Os soros dos pacientes utilizados neste teste foram coletados logo 

após a administração do soro antiofídico. 

 

Figura 2: Esquema II aplicado à placa de Petri. 

 

 Fonte: Elaborado pela autora 

  

4.5.3 Incubação do Veneno + Soro Comercial 

A incubação do veneno com o soro antibotrópico foi feita em diferentes 

proporções e permaneceu por 30 minutos em banho Maria a 37ºC antes de ser 

aplicada à placa de Petri. No orifício central colocou-se 10µL do soro comercial 

antibotrópico. Nos orifícios periféricos, foram aplicados 10µL da incubação do 

veneno da Bothrops erythromelas + o soro antibotrópico. 

 

Figura 3: Esquema III aplicado à placa de Petri. 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

4.6 Proposta de Nova Metodologia para a Identificação do Veneno Ofídico em 

Suporte Sólido (utilizando eppendorf) 

Com base em conhecimentos oriundos de trabalhos prévios realizados pelo 

grupo da Profa. Dra. Karla Luna, e considerando as referências na área, objetivou-se 

criar uma metodologia rápida e de baixo custo como um método para a identificação 
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da serpente causadora do acidente, para os locais onde há atendimento de 

acidentes ofídicos. 

Dessa maneira, foram realizados diferentes testes com o único objetivo de 

identificar a ligação ag-ac em um suporte sólido, que permitisse a identificação dos 

diferentes tipos de soro antiofídicos fabricados no Brasil. 

Seguindo a metodologia de Ouchterlony, inspirada em Paula (1995), em 

placas de Petri, foi adicionado 1mL de gel de agarose seguido de 10uL de veneno e 

homogeneizado. Com o gel solidificado, foi feito um halo com uma ponteira de pipeta 

e adicionado o soro comercial. 

 

4.7 Adaptação do Método de Western Blotting 

Com a finalidade de produzir um método rápido de identificação da serpente 

causadora do acidente ofídico, foi adaptada a metodologia do Western Blotting 

(Anexo B), que é eficiente em detectar o complexo de ag-ac formado pelo veneno 

das serpentes e os soros antiofídicos, porém, não faz o uso da eletricidade e é 

inteiramente manual/física. A membrana de nitrocelulose é cortada em pequenos 

pedaços e segue o protocolo (Anexo B) a partir da etapa do bloqueio com o leite 

desnatado, sendo corada e descorada ao final do procedimento. 

Cada pedaço da membrana de nitrocelulose foi cortado com um tamanho 

aproximado de 1,2cm x 0,7cm, sendo cada pedaço submergido com leite desnatado 

à 5% em PBS Tween à 0,05%, durante uma hora, em temperatura ambiente, com 

agitação leve. Após lavadas apenas com o PBS Tween 0,05% por 10 minutos em 

agitação leve, as membranas foram postas em placas de petri com o lado de dentro 

(marcado com lápis grafite) virado para cima. Após secar em temperatura ambiente, 

foi aplicado 5µL do veneno (primeiro anticorpo do protocolo) por 8 horas, numa 

temperatura entre 6 e 10ºC. As membranas foram lavadas novamente duas vezes 

com o PBS Tween 0,05% por 10 minutos cada vez e após secar em temperatura 

ambiente, foram aplicados 10µL do soro antiofídico (segundo anticorpo do 

protocolo), a incubação durou uma hora em temperatura ambiente. Após a 

incubação do soro, as membranas foram lavadas duas vezes apenas com o PBS 

Tween 0,05% por 10 minutos cada vez em agitação leve, e uma vez com o Tris-HCl 

(0,1M; pH 7,5) por 10 minutos. As membranas foram coradas com o Ponceau por 5 

minutos e descoradas apenas com água destilada. A leitura do resultado foi possível 
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a olho nu. A membrana de nitrocelulose utilizada neste experimento apresentava o 

tamanho do poro de 0,45µm. 

Todos os testes envolvendo essa metodologia foram realizados em duplicata. 

 

4.8 Aspectos Éticos 

Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa, da 

Universidade Estadual da Paraíba (CEP-UEPB), protocolo número 0007.0.133.000-

12 de acordo com a Resolução n° 196 do Conselho Nacional de Saúde, sobre 

pesquisas realizadas com seres humanos. 

As amostras coletadas e utilizadas neste projeto foram processadas no 

laboratório do Hospital de Trauma de Campina Grande. Os dados coletados nesta 

pesquisa foram utilizados unicamente para atender aos objetivos delineados para 

uma tese de doutorado apresentada no ano de 2010. As informações foram 

apresentadas de forma coletiva, sem identificação dos pacientes ou dos 

profissionais de saúde envolvidos nos atendimentos destes. Os procedimentos só 

foram realizados após todos os participantes terem concordado e assinado o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

4.9 Reagentes 

Agarose, coomasie brilliant blue 250-R, metanol, ácido acétido glacial, NaCl, 

água destilada, PBS, tween, leite desnatado (Molico), tris, HCl, ponceau, membrana 

de nitrocelulose, veneno da serpente Bothrops erythromelas, soro comercial 

(antibotrópico, antibotrópico-laquético, anticrotálico, antielapídico), solução salina e 

soro de paciente. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Veneno x Soro comercial 

Os dados apresentados a seguir evidenciam os resultados da reatividade do 

veneno com os soros testados. A figura 4, destaca os resultados encontrados nos 

testes do veneno de B. erythromelas com os soros comerciais, cuja finalidade foi 

observar o comportamento expresso por linhas de precipitação. Os soros utilizados 

nos orifícios periféricos correspondentes aos soros antibotrópico (SAB), 

antibotrópico-laquético (SABL) e anticrotálico (SAC) apresentaram a formação do 

complexo ag-ac com diferentes graus. Não foi vista nenhuma reatividade entre o 

veneno e os poços referentes ao soro antielapídico (SAE) e à solução salina (SS). A 

linha de precipitação era visível mesmo antes da utilização do corante.   

 

Figura 4: Comportamento das linhas de precipitação do veneno da Bothrops erythromelas 

com os soros comerciais e solução salina. 

 

  
5.2 Soro de paciente x Soro comercial 

O teste teve como objetivo avaliar a reatividade entre o soro comercial e o 

veneno contido no sangue de pacientes, com a primeira coleta de sangue antes de 
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ser administrado o soro antiofídico. A figura 5 mostra que não houve a formação de 

complexos entre os halos. 

 

Figura 5: Não-reação entre o soro de paciente e os soros comerciais. 

 

 

5.3 Incubação do veneno + Soro comercial 

No experimento onde foi realizada a incubação com o veneno da Bothrops 

erythromelas com diferentes concentrações do soro antibotrópico, pôde-se fazer a 

leitura das linhas de precipitação. No orifício periférico no qual havia 10µL de SAB + 

2,5µL de veneno, houve a formação da linha de precipitação indicando que a 

concentração do soro para a quantidade de veneno foi insuficiente; no local em que 

foi colocada a incubação de 50µL de SAB + 2,5µL de veneno, a reação de 

precipitação indica que a concentração de soro para veneno foi ideal para a 

neutralização; nos orifícios submetidos às concentrações de 100µL de SAB + 2,5µL 

de veneno e 200µL de SAB + 2,5µL de veneno, a linha de precipitação aponta uma 

saturação nas concentrações da incubação (Figura 6). 
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Figura 6: Teste de neutralização a partir da incubação (veneno + soro antibotrópico). 

 

 

5.4 Primeira Metodologia Testada para a Fabricação de um Teste Rápido de 

Diagnóstico de Acidente Ofídico 

O resultado deste experimento não foi consistente (Figura 7). A 

impossibilidade de fazer uma leitura na formação de complexos ag-ac e o tempo 

demasiadamente elevado para obter-se um resultado não forneceu evidências para 

a continuidade desse procedimento.  

 

Figura 7: Resultado do teste no eppendorf. 
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5.5 Adaptação do Método de Western Blotting 

O protocolo foi seguido (Anexo B) com a incubação de 24 horas, tanto nos 

testes ag-ac (com a aplicação do veneno primeiro) quanto nos testes ac-ag (com a 

aplicação do soro comercial primeiro), e com a incubação em 8 horas nos testes de 

ag-ac. 

A boa adsorção do veneno na membrana de nitrocelulose resultou em 

diferentes padrões no reconhecimento dos diferentes tipos de soro utilizados nos 

teste, resultados expressos na figura 8. 

Figura 8: Padrão apresentado na membrana de nitrocelulose. 

 

 

Quando foi testada a incubação do soro comercial primeiro, a adsorção deste 

na membrana de nitrocelulose dificultou o reconhecimento de padrões de 

envenenamento a ponto de excluir um resultado, figura 9. 

 

Figura 9: Resultado da membrana após o teste ac-ag com incubação de 24h. 

 

 



34 

 

Quando o tempo de incubação foi diminuído para 8 horas, a padronização no 

reconhecimento dos envenenamentos não foi conspícua, como apresentado na 

figura 10. 

 

Figura 10: Resultado da membrana após o teste ag-ac com incubação de 8h. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A metodologia de Ouchterlony utilizada no eppendorf teve o fim de testá-lo 

como um suporte para a detecção gênero específica da serpente causadora do 

acidente ofídico, porém a impossibilidade de leitura a olho nu e o tempo 

demasiadamente longo do experimento impediu a continuidade para tal atividade. 

Contudo, o método de Ouchterlony utilizado nas placas de Petri atingiu seu objetivo 

ao reconhecer as ligações ag-ac através das linhas de precipitação, que já eram 

visualizadas antes mesmo da etapa de corar o gel. 

A diferenciação do comportamento das linhas formadas no gel de agarose 

pode ser explicada pela conservação de epítopos nas proteínas principais das 

atividades em comum entre os gêneros da subfamília Crotalinae, demonstrada pela 

reatividade do veneno da Bothrops erythromelas com os SAC e SABL, apresentando 

o reconhecimento de algumas toxinas na formação da linha de precipitação 

(SEGURA et al., 2010; DOS-SANTOS et al., 1992, FERREIRA et al., 1992a). 

A não-reatividade do soro de paciente com o soro comercial, nos 

experimentos com o gel de agarose, pode indicar que (1) as toxinas contidas no 

sangue já haviam sido desintegradas, visto que o soro vinha sendo guardado há 

alguns anos. Há estudos (LUNA et al., 2010; NUNES, 2016), que comprovam que o 

veneno Bothrops erythromelas não é totalmente neutralizado pelo soro comercial 

brasileiro. Outra possível explicação é a de que a concentração de anticorpo no soro 

do paciente é menor que a concentração no soro comercial, por isso não foi possível 

ver formação de linhas de precipitação na agarose. 

O veneno da B. erythromelas quando incubado com o SAB em diferentes 

quantidades, apresentou um bom grau de neutralização na proporção de 20:1 (50µL 

do SAB para 2,5µL do veneno bruto) no teste da agarose (Figura 6), sendo 

evidenciado pela falta de linhas de precipitação entre o poço periférico II e o central. 

As demais linhas encontradas no resultado do experimento evidenciam que ou o 

soro antibotrópico incubado com o veneno foi insuficiente, tornando possível a 

visualização da linha entre o poço periférico (I) e o central; ou que o soro 

antibotrópico aplicado no poço foi demasiado, tornando possível neutralizar o 

veneno do poço vizinho (poço IV e V). Nos poços onde foram aplicados a incubação 

de veneno e solução salina, foi possível a visualização da linha de precipitação pois 
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o veneno contido nesses poços não foi neutralizado, formando a linha entre eles e o 

poço central, no qual se encontra o SAB. 

Estudos indicam que uma banda de proteína de 29kDa a 31kDa presente no 

veneno da serpente Bothrops erythromelas não é neutralizada pelo soro antiofídico 

comercializado no Brasil, mesmo depois de 24 horas após a aplicação deste, o que 

pode vir a ser um bom biomarcador para envenenamentos decorrentes dessa 

espécie (LUNA, 2010; LUNA et al., 2010; NUNES, 2016). Apesar de a figura 6 

indicar que no poço aonde foi aplicado 50µL do SAB com o veneno houve uma 

neutralização eficaz do veneno, Nunes (2016; dados ainda não publicados) 

evidencia em seus experimentos que a banda de 29kDa a 31kDa continua a não ser 

neutralizada, mesmo quando aumentada a quantidade de soro antiobotrópico (como 

nos poços de 100µL e 200µL). 

A banda não neutralizada pelo soro comercial brasileiro pode indicar que esta 

seja uma boa opção para a determinação de um marcador específico para tal 

envenenamento, porém também indica que as toxinas (desconhecidas) encontradas 

nesta banda continuam a agir no organismo dos pacientes envenenados, mesmo 

quando esses já foram tipicamente tratados, o que leva a ressaltar que é necessário 

que se façam pesquisas para descobrir que tipo de toxina está contida nesta banda, 

para melhor entender sua atuação no corpo humano e ajudar a evitar maiores 

sequelas decorrentes do acidente. 

Estudos indicam que o soro antibotrópico contém grandes quantidades de 

anticorpos que reagem com os antígenos encontrados nos venenos utilizados para a 

fabricação do soro, e que podem apresentar uma reação cruzada com os 

componentes presentes em outros venenos que não estão inclusos no pool, como 

os da B. erythromelas, B. atrox e B. leucurus (CALVETE et al., 2009; CAMEY et al., 

2002; GUTIÉRREZ et al., 2013; GUTIÉRREZ et al., 2014).  

Um soro produzido pela imunização em coelhos com o veneno da Bothrops 

jararaca foi testado na neutralização de diferentes atividades de nove espécies 

botrópicas brasileiras. O estudo mostrou uma semelhança antigênica considerável 

entre todas as espécies utilizadas no experimento, explicando a reação cruzada das 

atividades hemorrágicas, coagulantes, miotóxicas e necrosantes. Entretanto, alguns 

antígenos presentes no veneno das B. alternatus, B. atrox, B. erythromelas e B. 

jararaca não foram reconhecidos pelo soro anti-jararaca (FERREIRA et al., 1992a).  
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Ferreira et al. (1992a) afirmam que a atividade da fosfolipase encontrada no 

veneno da B. jararaca é compartilhada entre poucas espécies botrópicas, e que um 

antiveneno produzido exclusivamente pelo veneno desta, não foi capaz de 

neutralizar as fosfolipases presentes nos venenos das B. alternatus, B. atrox e B. 

erythromelas. Contudo, o veneno da B. erythromelas possui uma alta atividade de 

fosfolipase A2 (FERREIRA et al., 1992b), e o soro antibotrópico utilizado 

comercialmente foi incapaz de reduzir sua atividade (QUEIROZ et al., 2008). 

Camey et al. (2002) afirmam que o soro antibotrópico é eficaz na 

neutralização das principais atividades tóxicas do veneno botrópico, podendo ser 

utilizado no tratamento para os demais acidentes botrópicos provocados pelas 

espécies não inclusas no pool. Porém, dentre as espécies utilizadas na fabricação 

do soro antibotrópico, algumas se sobressaem no grau de neutralização de algumas 

atividades, enquanto que em outras, mostram uma eficácia similar, como as 

atividades proteolíticas das B. neuwidi, B. moojeni e B. jararaca, melhor 

neutralizadas pelo soro comercial quando comparadas às B. jararacussu e B. 

alternatus. Já as atividades hemorrágicas e necróticas, por sua vez, obtiveram uma 

neutralização semelhante entre as cinco espécies, com exceção da B. jararacussu 

que apresenta um baixo efeito necrótico (CAMEY et al., 2002). 

Estudos apontam que o soro antiofídico comercial brasileiro deveria incluir 

venenos de outras espécies do gênero Bothrops, para a fabricação de um soro 

universal antibotrópico mais eficaz (BOECHAT et al., 2001; QUEIROZ et al., 2008; 

FERREIRA et al., 1992a). 

Além da terapia do SAB frente ao veneno da Bothrops jararaca não ser 

totalmente eficaz na reversão total de efeitos locais (BATTELLINO et al., 2003), o 

SABC apresenta uma neutralização das atividades miotóxica e letal maior que o 

SAB, quando testado frente ao veneno da serpente Bothrops jararacussu (DOS-

SANTOS et al., 1992), o que indica uma abertura na área de métodos alternativos 

para melhorar o tratamento dos pacientes (BATTELLINO et al., 2003). 

Experimentos em que a heparina foi utilizada junto ao soro antibotrópico 

mostram que esta foi capaz de neutralizar a atividade coagulante do veneno da 

Bothrops erythromelas, por este atuar no fator X da cascata de coagulação, além de 

reduzir os níveis de edema em uma média de 28% (BOECHAT et al., 2001).  

Na reunião anual da Assembleia Mundial de Saúde em Genebra, Suíça, a 

crise dos soros antiofídicos foi discutida pela primeira vez, na qual os especialistas 
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apresentaram-se divididos sobre como resolver tal problema. O método usado para 

a fabricação do antiveneno pouco mudou desde que foi desenvolvido na década de 

1890, e diferentemente do veneno de aranhas e escorpiões, o veneno ofídico pode 

apresentar até dez vezes mais proteínas tóxicas que nem sempre são totalmente 

conhecidas (ARNOLD, 2016). Neste debate, foi defendido que agora é o tempo para 

pesquisar abordagens alternativas que poderiam revolucionar o tratamento de 

envenenamento ofídico nos próximos 10-15 anos (ARNOLD, 2016), e um teste mais 

barato em que possa ser utilizado pequenas amostras e que não precise de 

equipamentos sofisticados de leitura é uma boa escolha para países em 

desenvolvimento (XU et al., 1989). 

Estudar as clínicas locais sobre como cuidar de vítimas de acidentes ofídicos 

e administrar tratamentos em tempo hábil também significa percorrer um longo 

caminho para prevenir mortes (ARNOLD, 2016; GUTIÉRREZ et al., 2009). O teste 

realizado nesse trabalho envolvendo a membrana de nitrocelulose não teve como 

objetivo apenas o de identificar os envenenamentos ocasionados pela Bothrops 

erythromelas, mas também o de propor um teste rápido para a identificação do 

gênero da serpente que ocasionou o acidente, a fim de diminuir o tempo de 

aplicação do tratamento soroterápico, evitando sequelas e óbitos. 

Os testes com a nitrocelulose mostraram-se promissores: Quando testado a 

adsorção do veneno na membrana com uma incubação de 24 horas, a padronização 

nos resultados indicou um bom caminho a ser seguido para o reconhecimento do 

antígeno gênero-específico. Porém, no momento em que o tempo de incubação foi 

diminuído para 8 horas, não foi possível observar uma padronização clara a ponto 

de diferenciar os resultados obtidos dos diferentes soros antiofídicos 

Os diferentes padrões de reconhecimento do veneno bruto da Bothrops 

erythromelas com os soros comerciais, nos testes com a incubação de 24 horas, 

envolvendo a membrana de nitrocelulose, forneceram indícios de que o 

procedimento usado poderá ser aplicado em testes de identificação do gênero da 

serpente, visto que cumpriu o objetivo proposto de visualizar o complexo ag-ac sem 

a necessidade de equipamentos de leitura. Porém, quando o tempo foi reduzido a 8 

horas, os padrões não se tornaram conspícuos a ponto de observar diferenças entre 

os resultados, o que levou a pensar em que talvez outras modificações na 

metodologia possam trazer bons resultados na identificação dos diferentes padrões 

ag-ac. 
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Nos testes em que os soros antiofídicos foram adicionados antes do veneno, 

mesmo com a incubação de 24 horas, os resultados não mostraram uma 

diferenciação clara entre os complexos ag-ac, o que pode ser explicado pela baixa 

concentração de proteínas (anticorpos) presentes no soro, em comparação com o 

veneno bruto, que apresenta uma concentração de cerca de 300mg/µl. 

A validação tanto biológica quando da técnica do dot-blot foi apresentada por 

Guillemin et al. (2009) em testes de análise de quantificação proteica para a 

detecção de anticorpos específicos em músculos bovinos. A técnica neste estudo 

apresentou um coeficiente de variabilidade entre as réplicas de apenas 10%, o que é 

um número aceitável quando em comparação com o Western Blot que apresentou 

uma variação de 9%. O estudo demonstrou que o dot-blot é uma técnica 

imunológica útil que pode ser usada rotineiramente para as análises de proteínas 

susceptíveis à biomarcadores. Também é apontada a relevância da técnica sobre o 

impacto econômico, pois esta utiliza uma menor quantidade de anticorpos, além de 

ser mais rápida e fácil, quando comparada à metodologia do Western Blot 

(GUILLEMIN et al., 2009). 

A alta sensibilidade do dot-blot foi apresentada em estudos que utilizaram 

essa técnica na detecção de DNA viral a partir de soro de pacientes, nos quais o 

antígeno foi detectado pelo anticorpo em todas as amostras testadas dos pacientes 

verdadeiramente positivos (ANDERSON et al., 1985). Além disso, a rápida detecção 

da expressão de um receptor de proteína em extrato bruto (ZEDER-LUTZ et al., 

2006) mostra o dot-blot como uma técnica adequada ao objetivo de propor um teste 

rápido na detecção gênero específica da serpente peçonhenta. 

A variação entre as espécies de serpentes resulta em uma interação 

complexa de uma variedade de fatores genéticos que atuam nos genes 

responsáveis pela toxina, o que ocasiona diferenças significativas na patologia 

induzida pelo veneno e na letalidade, podendo enfraquecer a eficácia de terapias 

antiveneno utilizadas para tratar vítimas humanas de acidentes ofídicos 

(CASEWELL et al., 2014). O reconhecimento da especificidade da toxina ofídica, 

assim como sua resistência aos inibidores fisiológicos, os tornam extremamente 

úteis para o desenvolvimento de testes de diagnóstico (BRAUD et al., 2000). 

Um teste rápido que detecte o gênero da serpente causadora do acidente é 

de suma importância em países "em desenvolvimento", principalmente em lugares 

onde não há atendimento imediato, e quando este também não é de qualidade. Tal 
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teste, com uma melhoria na sua diferenciação de gêneros, dá a evidência 

necessária de qual soro antiofídico aplicar na pessoa acidentada, evitando assim, 

erros na administração do soro. 

Um soro antiofídico erroneamente aplicado pode vir a prejudicar ainda mais o 

paciente, podendo aumentar a probabilidade de morte, através da inserção de 

anticorpos (soro) não necessários num corpo já fragilizado com o patógeno 

(antígeno/veneno). 

Espera-se que nos próximos estudos dessa pesquisa mais lacunas tenham 

sido fechadas e a diferenciação detectada nos primeiros testes de ag-ac em 24 

horas consiga ser produzida em um tempo menor. Também cabe lembrar que 

experimentos com diferentes membranas (tamanho do poro) devem ser realizados 

com o intuito de fabricar um teste que venha não somente a salvar vidas, como 

também a diminuir as chances de sequelas decorrentes do acidente ofídico. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Das mais de vinte espécies de Bothrops presentes no Brasil, apenas cinco 

estão relacionadas à produção do soro comercial polivalente antibotrópico. É 

necessário avaliar a capacidade de neutralização entre o soro comercial e as outras 

espécies que também são medicamente relevantes em determinadas regiões. Essas 

cinco espécies botrópicas produzem distintos padrões proteicos, evidenciando que 

alguns componentes do veneno são distribuídos de forma diferenciada entre as 

espécies de Bothrops, o que induz diferença na intensidade dos efeitos locais e 

sistêmicos, incentivando um tratamento específico diferenciado para o melhor 

tratamento dos pacientes. 

A caracterização das atividades biológicas dos venenos dessas serpentes é 

essencial para esclarecer os mecanismos da ação dos venenos, além de buscar 

novas formas para melhorar o tratamento dos acidentados. A concentração de 

toxinas encontradas no veneno de uma mesma espécie pode variar de acordo com 

a região em que ela é encontrada, que podem resultar em diferentes padrões de 

manifestações clínicas após o envenenamento. 

 A maioria dos acidentes ofídicos ocorre nas áreas rurais, onde o acesso aos 

serviços de saúde é precário. É importante ressaltar a necessidade de priorizar a 

qualificação e atualização das equipes responsáveis pelo atendimento e notificação 

(GUTIÉRREZ et. al, 2009) no estado da Paraíba (ALBUQUERQUE et. al, 2004). A 

falta de profissionais qualificados para o atendimento de pacientes que sofreram o 

acidente ofídico é algo que precisa ser corrigido, o que aumenta a necessidade da 

elaboração de um teste rápido de diagnóstico. Visto que o atendimento é feito de 

acordo com os sintomas clínicos expressos, o rápido reconhecimento do gênero da 

serpente minimizaria a probabilidade de sequelas permanentes na vítima. 

O presente trabalho seguirá com novos estudos utilizando frações purificadas 

do veneno da serpente Bothrops erythromelas. O objetivo da continuidade desse 

trabalho dá-se pelo fato de que produtos purificados de um determinado veneno, 

podem levar a uma identificação específica do tipo de envenenamento, 

principalmente em áreas onde ocorrem gêneros com clínicas semelhantes. Além 

disso, o veneno crotálico será submetido aos mesmos procedimentos que o veneno 

de B. erythromelas, para que uma comparação de ambos seja mais completa, e 
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possa-se verificar - ou não - diferenças entre as respostas desses dois venenos aos 

mesmos soros comerciais. 
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ANEXO A – RESPOSTA DO e-SIC SOBRE OS DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 
Prezada Fleuriane Dantas Lira,  
 
Segue, no prazo da Lei de Acesso à Informação, resposta a solicitação de Vossa 
Senhoria: 
 
“Os dados referentes aos acidentes por animais peçonhentos no Brasil chegam ao 
Ministério da Saúde por intermédio do Sistema de Informação de Agravos de 
Notificação (SINAN), o qual tem como objetivo coletar, transmitir e disseminar dados 
gerados rotineiramente pelo Sistema de Vigilância Epidemiológica das três esferas 
de Governo, por meio de uma rede informatizada, para apoiar o processo de 
investigação e dar subsídios à análise das informações de vigilância epidemiológica 
das doenças de notificação compulsória. 
 
Segue, abaixo, o link para acesso da população aos dados do SINAN, a partir do 
ano 2007: 
http://www2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php?area=0203&id=29878153 
Após clicar no link acima, selecionar a opção animais peçonhentos e proceder com 
as tabulações que julgar necessárias.” 
 
Atenciosamente, 
 
Departamento de Vigilância das Doenças Transmissíveis 
 
Autoridade a ser direcionado eventual recurso de 1ª instância: Secretaria de 
Vigilância em Saúde 
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ANEXO B – PROTOCOLO DE WESTERN BLOTTING QUE INSPIROU A 

METODOLOGIA UTILIZADA NESTE TRABALHO 

 

 


