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BRITO, Rafaela Carvalhais. Analise da resposta imune humoral de ovinos
imunizados com peconha de Crotalus spp. (Bahia/Brasil) na producao de soro
anticrotalico monovalente. 2014. 102 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

RESUMO

Acidentes ofidicos sao considerados um problema de saude publica no mundo,
sendo considerado um agravo tropical negligenciado pela Organizacdo Mundial da
Saude, devido aos impactos provocados na populacdo e nos sistemas de saude. O
presente estudo objetivou obter soro hiperimune antipeconha crotalica produzido em
ovinos e avaliar a resposta imune humoral destes, ao longo do calendéario de
imunizacdo. Além disso, a eficacia deste soro em neutralizar a atividade de
letalidade da peconha de Crotalus spp. em camundongos foi analisada. A
imunizacdo dos ovinos ocorreu conforme o calendario do Protocolo Operacional
Padrao do Instituto Vital Brazil para producdo de soro anticrotalico, observando
também a ocorréncia de alteracdes locais e sinais clinicos nestes animais. Os niveis
séricos de IgG foram quantificados e avaliados quanto a especificidade de
reconhecimento dos diversos constituintes da peconha antes, durante e apds o
término do processo de hiperimunizacao, para avaliar sua cinética da producao. O
protocolo utilizado, a escolha do animal soroproduto, bem como as doses
empregadas foram eficazes na obtencédo de uma forte resposta imune com elevados
titulos de anticorpos e alta especificidade contra a pegconha de Crotalus spp., capaz
de inibir em 100% a atividade de letalidade por pré-incubagao com a peconha. Desta
forma, o presente estudo demonstrou que a producéo de soro antipeconha crotélica
utilizando matéria prima regionalizada, é fundamental para neutralizar os principais
componentes desta peconha, mitigando a ocorréncia de sequelas permanentes e
Obitos causados pelas cascavéis do Estado da Bahia.

Palavras-chave: soro ovino anticrotalico; Crotalus, neutralizagao.



BRITO, Rafaela Carvalhais. Analysis of the humoral immune response of sheep
immunized with the venom of Crotalus spp. (Bahia / Brazil) in production of
anticrotalic antisera monoespecific. 2014. 102 f. Dissertacao (Mestrado) — Institute of
Health Sciences, Federal University of Bahia, Salvador, 2014.

ABSTRACT

Snakebite envenoming is considered a public health problem in the world and a
neglected tropical disease by the World Health Organization due to the impacts on
the population and health systems. This present study aimed to obtain hyperimmune
serum anti-crotalic produced in sheep and to evaluate the humoral immune
response, throughout the immunization schedule. In addition, the efficacy of this
serotherapy in neutralizing the lethality activity of Crotalus spp., in mice was
analyzed. The immunization of sheep occurred according to the schedule of the
Standard Operational Protocol of the Vital Brazil Institute for the production of
anticrotalic serum, also observing the occurrence of local changes and clinical signs
in these animals. Serum IgG levels were quantified and evaluated for the recognition
specificity of the various venom constituents before, during and after the end of the
hyperimmunization process to evaluate their production kinetics. The protocol used,
the seroproducer animal choicen and doses utilized were effective in obtaining a
strong immune response with high antibodies levels and high specificity against the
venom of Crotalus spp., inhibiting 100% lethality activity by preincubation with
venom. Thus, the present study demonstrated that the production of anticrotalic
antivenom using regionalized raw material is needed to neutralize the main
components of this venom, mitigating the occurrence of permanent sequel and
deaths by the rattlesnakes bite on the State of Bahia.

Keywords: anticrotalic sheep serum; Crotalus; neutralization.
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1 INTRODUCAO

Os agravos causados por animais peconhentos representam um problema de
saude publica mundial, devido aos altos indices de morbidade e mortalidade em
paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, de varias regides da Africa, Asia e
América Latina. Estes acidentes ocorrem principalmente nas areas rurais, onde o
acesso ao atendimento médico € dificil, gerando dados epidemioldgicos escassos
que subestimam a verdadeira situacado do ofidismo em todo o mundo (CHIPPAUX,
1998; GUTIERREZ, THEAKSTON, WARRELL, 2006; KASTURIRATNE et al., 2008,
WHO, 2010).

A epidemiologia dos acidentes causados por animais peconhentos,
principalmente aqueles causados por serpentes e escorpides, tem sido grandemente
negligenciada, impossibilitando obter informagdes precisas sobre a morbidade e
mortalidade causadas por este grupo de animais em todo o mundo (THEAKSTON;
WARRELL; GRIFFITHS, 2003). Estimativas apontam que ocorrem anualmente entre
1,2 a 5,5 milhées de acidentes por serpentes em todo o mundo, dos quais 94 mil
casos evoluem para o 6bito. Contudo, este niumero pode ser quatro vezes maior
devido a subnotificacdo (KASTURIRATNE et al, 2008), fato que levou a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) a incluir os acidentes por serpentes na lista
das doencgas negligenciadas (WHO, 2010).

No Brasil, os agravos por serperntes do género Crotalus (cascavéis)
representam cerca de 7,7% dos acidentes por serpentes registrados no Pais, cuja
letalidade é de 1,87% (FUNASA, 2001). No Estado da Bahia, pacientes vitimas de
acidentes graves permaneceram com insuficiéncia renal crénica (IRC) como
sequela, além de desencadear efeitos sistémicos completamente destoante do que
estd preconizado na literatura para os acidentes crotalicos, como disturbios
respiratérios graves, hipotensdo e insuficiéncia renal aguda, ou seja, (BIONDI,
1994).

No Brasil, os acidentes crotalicos que apresentam elevada taxa de letalidade,
mesmo com toda a tradicdo na area de ofidismo iniciada com Vital Brazil;
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diferentemente do que é observado nos acidentes por cascavéis na América do
Norte, onde o numero de casos fatais é baixo devido a implementagédo de tratamento
adequado (CHIPPAUX, 1998). Assim, para compreender esta problematica no
ambito do Estado da Bahia, o Laboratério de Animais Pegonhentos e Herpetologia
(LAPH) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), desde 1987, vém
estudando a epidemiologia dos acidentes causados por animais peconhentos em
humanos e sua fisiopatologia em animais experimentais, aliando pesquisas sobre a
biogeografia, o perfil das peconhas por populacées de cascavéis do Estado e sobre
sua neutralizacao pela soroterapia atualmente disponivel. Os dados demonstraram
que o soro distribuido pelo Ministério da Saude para atender os acidentes por
cascavéis no Estado da Bahia neutralizam parcialmente estes acidentes (CABRAL
2013; BIONDI, 2009).

Assim sendo, fazem-se necessarios novos estudos na busca de melhorias na
producédo de antivenenos eficazes e seguros, que visem o aumento da capacidade
de producédo de imundgenos especificos nos paises de baixa renda. Dentre estas
melhorias, sinaliza-se a viabilidade da producdo de um novo soro anticrotélico
utilizando ovinos, uma vez que estudos recentes tem demonstrado a excelente
capacidade de resposta imune humoral destes animais, 0s quais apresentam
maiores concentragdes séricas de anticorpos especificos e mais eficazes que os de
origem equina (SUJOSTROM et al., 1994; CLARK et al., 1997; FERREIRA JUNIOR,
2005; NETTO et al., 2002). Ovinos sao animais de facil adaptacdo as condicoes
climaticas de diversos paises, com baixo custo de aquisicio e manutencao,
facilidade de manuseio, imunizagdo e sangria (LANDON & SMITH, 2003), além de
tolerarem os adjuvantes comercialmente utilizados na producdo de soroterapia
(SJIOSTROM et al., 1994). Evidenciando, assim, uma excelente op¢do como animais
soroprodutores de imunoglobulinas antipegonha crotalica.

E mister ressaltar que para a fabricacdo de soros contra os acidentes por
animais peconhentos a Organizacao Mundial de Saude recomenda que seja levado
em consideracao a regido geografica as quais pertencem as espécies de animais
causadoras de acidentes, para produzir imunoglobulinas especificas as peconhas da
regidao de ocorréncia dos acidentes devido a importancia da variabilidade em sua

Introdugio




20

composi¢ao (WHO, 1981; CHIPPAUX, WILLIAMS, WHITE, 1991). Contudo, até o
momento, os Institutos responsaveis por sua produgdo nao levam em consideragao
esta recomendacdo, como resultado tem-se um maior indice de morbidade e
mortalidade e a ocorréncia de importantes alteragdes patolégicas causadas pela
peconha, como perda de tecidos e/ou disfungcdes que acarretam consequéncias
fisicas, sociais e econbmicas. Além disso, as sequelas permanentes oriundas dos
agravos causados por animais peconhentos trazem implicacdes como: gastos com
hemodialise, transplantes e medicamentos para pacientes que se tornaram renais
cronicos, protese para a recomposicdo de membros amputados, antecipacdo de
aposentadoria por invalidez, afastamentos temporarios e/ou permanentes por
acidentes de trabalho, e penséao a terceiros por morte em acidente de trabalho.
Considerando a producdo de soros na linha das doencgas negligenciadas
como alvo estratégico, ressalta-se a necessidade da producdo de um novo Soro
regionalizado para os acidentes por Crotalus spp. no Estado da Bahia, alicercado na
Politca de Desenvolvimento da Biotecnologia que tem por objetivo o
estabelecimento de ambiente favoravel ao desenvolvimento de produtos e processos
biotecnoldgicos inovadores voltados a saude, em vista de atrair tecnologias que
resultem numa producdo regional de produtos estratégicos para doencas
negrligenciadas, que posicionem a bioindustria baiana no cenario biotecnolégico
nacional e internacional, uma vez que soros sdao o melhor tratamento para os
agravos causados por animais peconhentos e ndo possuem produtos substitutos.
Destarte, pautado na confirmagdo da ineficAcia da maioria dos soros
atualmente fabricados, devido a falta de critérios relacionados as diferengas intra e
inter especificas da composicao das peconhas (BIONDI, 2010), este projeto avaliou
a resposta imunoldgica humoral de ovinos hiperimunizados com a peconha de
Crotalus spp. (Bahia/Brasil) ao longo do processo de imunizagdo obtendo um novo
soro anticrotalico de alta especificidade contra a peconha de Crotalus spp., capaz de

reconhecer e neutralizar o0s principais componentes deste antigeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DOS ACIDENTES OFIDICOS

Os agravos causados por animais peconhentos sao considerados um
problema de saude publica nos paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, tais
como na Africa, Asia e América Latina, devido aos elevados indice de morbidade e
mortalidade principalmente, em areas rurais de dificil acesso, gerando dados
epidemiol6gicos escassos que subestimam a verdadeira situacao deste problema no
Mundo (CHIPPAUX, 1998; KASTURIRATNE et al., 2008). Estima-se que ocorram
anualmente em todo o mundo de 5,4 milhdes de acidentes por serpentes, dos quais
250 mil ficam com sequelas permanentes e 100 mil vao a ébito. Apesar dos impactos
econbmicos e seus reflexos sobre as populacdes, tais acidentes ndo tém recebido a
devida atencgao por parte das autoridades saude (KASTURIRATNE et al., 2008). Tal
problematica levou a Organizacdo Mundial de Saude a incluir os acidentes por
serpentes na lista das doencas negligenciadas (WHO, 2010).

Na América Latina, estimativas apontam que ocorrem cerca de 300 mil
acidentes causados por serpentes, com 12 mil sequelados e 4 mil dbitos
(CHIPPAUX et al., 2010). No Brasil, foram notificados 280 699 acidentes por
serpentes durante o periodo de 2000 a 2010. A regidao Nordeste neste mesmo
periodo apresentou uma incidéncia de acidentes igual a 48,3/100 mil habitantes
causados por animais peconhentos, ocupando o terceiro lugar em ocorréncia com 71
055 acidentes por serpentes. No Estado da Bahia (2000-2010) a incidéncia destes
acidentes foi de 65,9/100 mil habitantes, tendo sido registrados 62 509 acidentes por
escorpiao, 29 921 acidentes por serpentes, 2 046 acidentes por aranhas, 1 822
acidentes por abelhas, com registro de 381 6bitos, sendo 194 por escorpido, 166 por
serpente, 06 por aranha e 15 por abelha. Assim, o Estado da Bahia ocupa o primeiro
lugar do Nordeste em casos de acidentes por serpentes com incidéncia de 19,7/100
mil habitantes (SINAN, 2011).
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Entretanto, as estimativas do nimero de acidentes, morbidade e mortalidade
estdo aquém dos reais valores devido as falhas no sistema de notificagdo e da ndo
sistematizacao dos dados nas unidades hospitalares. Alguns autores apontam que a
nao notificacao ou subnotificagdo dos acidentes esta associada a area de ocorréncia
dos acidentes que, no caso especifico das serpentes, sdo mais frequentes em areas
rurais onde o atendimento médico é de dificil acesso e o soro antipeconhento, Unico
tratamento, €é escasso (ALBUQUERQUE, COSTA, CAVALCANTI, 2004;
KASTURIRATNE et al, 2008). Assim, as caracteristicas epidemiolégicas dos
empeconhamentos por picada de serpente nas diferentes regides permanecem
largamente desconhecidas (KASTURIRATNE et al., 2008).

A epidemiologia dos acidentes provocados por serpentes na regido Nordeste
do pais aponta que dados sobre a prevaléncia, incidéncia, diagndstico, progndstico
além da fisiopatologia decorrente do acidente sdo escassos, o que tem se refletido
em dificuldades no atendimento aos acidentados. No Estado do Ceara, entre os
anos de 1992 a 1995, foram registrados 688 casos de acidentes ofidicos causados
pelo género Crotalus, com coeficiente de incidéncia variando entre 0,9% e 5,8% por
100.000 habitantes. Em Pernambuco os acidentes crotalicos representam 55,6%
(178) dos acidentes ofidicos ocorridos entre os anos de 2003-2005 (SIQUIERA et
al., 2005).

No estado de Bahia, as notificacdes dos acidentes por serpentes vém sendo
documentadas desde a implantagdo do Centro de Informagéao Anti-Veneno (CIAVE),
onde o primeiro estudo epidemiologico realizado por Rodrigues et al. (1987),
registrou 1.358 acidentes ofidicos notificados, sendo o género Bothrops responsavel
por 94% dos acidentes, seguido por Crotalus com 5,5%, Lachesis com 1,1% e
Micrurus com 1,0% dos casos registrados. No periodo de 1990-1993 foram
notificados no Estado 245 acidentes graves, com 09 6ébitos (3,6%) e 15 (6,0%)
pacientes permaneceram com sequela (BIONDI, 1994). Dados atuais (2007-2014)
do SINAN apontam a notificagdo de 17 874 acidentes causados por serpentes, dos
quais 1 179 foram causados por Crotalus, sendo 593 casos graves ou moderados,
causando 12 obitos. Do universo de 1 179 agravos notificados, 252 (21%) néao

tiveram a evolugcdo do caso divulgada, demonstrando o descaso com que 0s
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agravos causados por animais peconhentos sdo tratados, contribuindo para o
agravamento da subnotificdo dos casos (SINAN, 2014).

2.2 MANIFESTACOES CLINICAS DOS ACIDENTES CROTALICOS

As peconhas sdo constituidas por uma mistura complexa de elementos
capazes de desencadeiar diversos efeitos fisiopatoldgicos que vao desde a
potencializacdo da acdo da bradicinina a acao proteolitica, e representam uma
excelete estratégia de defesa para o animal (STOCKER, 1990; CHIPPAUX,
WILLIAMS, WHITE, 1991). Os acidentes provocados por Crotalus durissus no Brasil
sao geralmente graves e frequentemente fatais na auséncia de um tratamento
adequado, onde o diagnéstico clinico baseia-se principalmente nas manifestacées
locais e sistémicas (BARRAVIEIRA et al., 1989; BRASIL, 1990; 1997; CUPO;
AZEVEDO-MARQUES; HERING, 1991; AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO,
2003).

A peconha de C. d. terrificus é caracterizada por n&o induzir reacao local mas
apenas um discreto edema e pouca dor, e causar graves manifestacoes sistémicas
decorrentes das atividades neurotdxica, miotdxica e coagulante da pegonha
(AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO, 2003). Geralmente os efeitos sistémicos
se tornam evidentes nas primeiras seis horas, quando se inicia a acao neurotoxica,
tanto no sistema nervoso central como periférico, inibindo a liberagéo de acetilcolina.
Estas manifestagbes sdo denominadas de facies miasténica ou “Facies neurotdxicas
de Rosenfeld” evidenciada por ptose palpebral uni ou bilateral, flacidez da
musculatura da face, alteragdo do diametro da pupila (midriase Dbilateral),
incapacidade de movimentar o globo ocular (oftalmoplegia), visdo turva dupla,
indicando que existe comprometimento do Ill, IV e VI pares cranianos
(BARRAVIEIRA, 1990).

Paralisia da musculatura respiratéria € uma complicacao temida, e um dos
principais mecanismos que podem levar o paciente ao Obito (BRAZIL, 1987;
FUNASA, 1998; 2001). No entanto, esta manifestacdo é pouco frequente nos
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acidentes por cascavéis, sendo atribuida a crotoxina (ROSENFELD, 1971;
AZEVEDO-MARQUES; CUPO; AMARAL, 1990; FUNASA, 1991; JORGE &
RIBEIRO, 1992).

Outra acéao fisiopatolégica relevante é a miotoxicidade, que se manifesta
clinicamente por dores musculares generalizadas (mialgia), aparecendo
precocemente e de forma intensa nos casos graves, podendo ser acompanhada de
um discreto edema muscular. O efeito miotéxico em sitios distantes do local da
picada € uma observagcdo comum em pacientes acidentados por C. d. terrificus
(CUPO et al, 1988). Este efeito é também demonstrado pela presenca de
mioglobindria e por um drastico aumento no nivel sérico de creatinina quinase,
lactato desidrogenase e aspartato aminotransferase (AZEVEDO-MARQUES et al.,
1985). O escurecimento da urina (mioglobinuria) demonstra a gravidade do acidente,
e consequentemente a existéncia de necrose da fibra muscular (AZEVEDO-
MARQUES; HERING; CUPOQO, 2003).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é outra complicagdo apresentada pelos
pacientes acidentados por Crotalus durissus (RIBEIRO et al., 1998), sendo
considerada como uma das mais graves complicacées dos acidentes crotalicos que
leva ao 6bito (NANCY et al,, 1991; MARTINS et al., 1998), podendo ser instalado
pela atuacdo isolada ou combinada de diversos mecanismos potencialmente
nefrotdxicos relacionados as atividades biologicas das pegonhas (AZEVEDO-
MARQUES et al., 1985; MS, 1991). Pode ser extremamente precoce, surgindo
poucas horas apdés o acidente, sendo frequentemente oligurico, hipercatabdlico,
dependente de tratamento dialitico, durando em média 3 a 4 semanas. Entretanto na
maioria dos casos torna-se reversivel, (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985; AMARAL
et al., 1986; JORGE & RIBEIRO, 1990; MARTINS et al., 2002; MINISTERIO DA
SAUDE, 1991; 2001).

Apesar de ainda permanecerem duvidas sobre a génese da lesédo renal
atribuida aos acidentados por Crotalus, estudos experimentais sugerem que esta
fisiopatologia pode estar relacionada a vasoconstricdo e/ou vasodilatadores renais, a
nefrotoxicidade direta ou indireta pela liberagdo de mediadores provenientes de
células endoteliais, e/ou pela obstru¢do tubular por cilindros formados pelo pigmento
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de mioglobina (VIDAL, YU; BURDMANN, 1997; MARTINS et al., 1998; MONTEIRO
et al., 2001; BIONDI, 2009).

Disturbios da coagulagdo também sao apresentados em 40% dos pacientes
acidentados. A acao coagulante foi atribuida a presenca de componente tipo
trombina, que pode causar hipofiborinogenemia ou ao completo consumo do
fibrinogénio, resultando em completa ou parcial incoagulabilidade do sangue dos
pacientes acidentados (SANO-MARTINS et al., 2001).

As manifestagdes clinicas apresentadas pelo paciente resultam da acao toxica
dos diversos componenetes das peconhas ofidicas e de sua interacdo com
mastécitos, plaquetas, polimorfonucleares, fibroblastos, células endoteliais e
linfocitos. Apds o acidente, dois efeitos simultaneos ocorrem no organismo: danos
fisiopatolégicos causados pelas toxinas componentes da pegonha e o estimulo para
o desencadeamento de resposta imune inata e adaptativa com vistas a neutralizar e
eliminar o antigeno (LEON et al., 2011). A peconha induz uma resposta inflamatéria
sistémica em grande parte mediada por citocinas pré (IFN-y, IL-1 e TNF-a) e anti-
inflamatérias (IL-4 e IL-10) que regulam mutuamente a resposta imune contra a
peconha, onde a reducdo de TNF-a e IFN-y é acompanhada pelo aumento da
liberagao de IL-4 e IL-10 (HOWARD et al., 1993; BARRAVIERA et al., 1995; CRUZ et
al., 2008).

Pacientes acidentados por C. d. terrificus apresentam aumento dos niveis
séricos de IL-6, IL-1, TNF-a e IL-8 (CARDOSO et al., 2009), ativando neutréfilos e
contribuindo para a formacdo de infiltrado celular nos pulmées (NONAKA et al.,
2008). Camundongos inoculados com peconha de C. d. ferrificus apresentam
alteracao nos niveis de TNF-a e IL-6, cujas concentracdes correlacionam-se com a
gravidade do acidente, dado que uma resposta inflamatéria, seja ela excessiva ou
fraca, pode ocasionar complicagées no quadro clinico (CRUZ et al., 2008).
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2.3 VARIABILIDADE NA COMPOSICAO DA PECONHA

O complexo Crotalus durissus compreende espécies de amplo espectro e um
namero mal definido de subespécie (CALVETE et al., 2010), ndo havendo consenso
a respeito de sua taxonomia (WUSTER et al., 2005) e impactando diretamente nas
questdes que envolvem a soroterapia. Aliado a isso, diversos fatores como variacdes
na quantidade e na qualidade da peconha dos inumeros géneros, espécies e
subespécies de serpentes utilizada; a grande diversidade de efeitos fisiopatolégicos
e bioquimicos causados pelas peconhas; e a baixa imunogenicidade destas,
dificultam estabelecer uma terapia que responda adequadamente ao
empeconhamento. (SCHENBERG, 1950; SCHENBERG,1959; SANTOS et al., 1986;
AMARAL et al,1988; FERREIRA et al, 1992; DALTRY et al, 1996;
FRANCISCHETTI et al., 1997, 1998; GIBBS et al., 1997 ; CARDOSO & MOTA
1997).

Ao longo da histéria do ofidismo, diversos autores se dedicaram ao estudo da
neutralizacdo sem levar em consideracao alguns critérios importantes como: (a) o
conhecimento seguro da posicao filogenética destes agentes etiol6gicos em estudo;
e (b) as barreiras geograficas que podem impedir a troca de material genético entre
populacdes proximas, haja vista que, todos estes pontos estao inter-relacionados a
variabilidade das peconhas (BOLDRINI-FRANCA, 2010). Esta variagdo esta
correlacionada a fatores como a mudancga sazonal, a ontogenia intrapopulacional, a
origem geografica da espécie, a dieta alimentar, idade e sexo do animal (STOCKER,
1990; GIBBS et al, 1997).

Por praticamente quatro décadas os trabalhos com as peconhas de Crotalus
durissus no Brasil ficaram restritos as quatro proteinas consideradas como basicas
(crotamina, crotoxina, convulxina e giroxina). Atualmente, novos estudos vém sendo
realizados, principalmente com a técnica de espectrometria de massa (Maldi-Tof),
demonstrando a existéncia de um numero bem maior de proteinas nao antes
detectadas, tais como serinoproteases, metaloproteases, fatores de crescimento e
grupos de outros compostos nao téxicos nestas peconhas (TAVARES et al., 2008;
BOLDRINI-FRANCA et al., 2009; 2010).
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Andlises sobre a variabilidade dos componentes das pegonhas das
subespécies de Crotalus no Brasil sdo poucas, contudo podemos destacar os
estudos com a peconha de C. d. terrificus, que habitam varias regides do Brasil,
quanto a presenca ou auséncia da crotamina (MOURA-GONCALVES & VIEIRA,
1950). Estes autores demonstraram que esta toxina € encontrada em algumas
peconhas de espécimes de C. d. terrificus, estando ausentes em outras.

Estudos comparativos da composicao das peconhas de subespécies de C.
durissus realizado por Dos Santos et al., (1993) demonstraram que a peconha que
apresenta a coloragdo branca também apresenta similaridade de atividade
neurotoxica, mesmo em subespécies diferentes a exemplo de C. d. ruruima e C. d.
terrificus. Em contraposicdo, as peg¢onhas de C. d. ruruima que apresentam
coloragdao amarela com distribuicdo geografica mais ao norte do Brasil e Venezuela,
exercem atividade hemorragica e dermonecrética, adicionada as neurotoxicidade,
aos disturbios da coagulacao e aos efeitos miotdxicos.

Santoro et al. (1999), comparam as peconhas de C. d. terrificus, C. d.
collilineatus e C. d. cascavella, demonstrando a presenca de proteinas homodlogas
com estrutura e atividades biolégicas similares, excecéo feita para a peconha de C.
d. cascavella que demonstrou maior atividade edematogénica. Pegonhas com estas
variagdes na composicdo tém provocado importantes implicacées nos acidentes
humanos, devido a dificuldade em realizar uma correlagdo segura entre o agente
etioldgico e as manifestacdes clinicas, dificultando assim, o estabelecimento de uma
terapia que responda adequadamente as manifestagdes clinicas desenvolvidas pelo
acidentado (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; DALTRY et al., 1996; CARDOSO
& MOTA, 1997).

A similaridade observada entre as peconhas de Crotalus spp. e C. d.
cumanensis, Crotalus vegrandis da Venezuela (AGUILAR, GIRON, RODRIGUEZ-
ACOSTA, 2001) e Crotalus durissus da Costa Rica e Guatemala (SARAVIA et al.,
2002), tanto pela composicao bioquimica quanto pela fisiopatologia causada pelo
empegonhamento, corrobora com a tese de que as cascavéis que habitam o Estado
da Bahia ndo sao C. d. terrificus. A variabilidade antigénica dos componentes das
peconhas reflete na eficacia do soro antiofidico (GUTIERREZ et al., 2014). Portanto,
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faz-se necessario o desenvolvimento de soroterapia regionalizada para a regiao
Nordeste.

Desta forma, para compreender a dindmica da neutralizacdo € necessario:
evitar estudos reducionistas com base apenas no isolamento e caracterizacdo de
determinados componentes da peconha e, em paralelo, implantar estudos para
conhecer e determinar quais os possiveis efeitos das peconhas de uma determinada
populacdo dentro de um ecossistema especifico, e quais suas implicacdes
fisiopatolégicas geradas no sistema imunolégico do paciente acidentado (BIONDI,
2009; ANDRADE, 2009).

2.4 SOROTERAPIA

O soro antiofidico é o unico tratamento considerado eficiente e especifico para
vitimas de agravos causados por serpentes (CHIPPAUX & GOYFFON, 1991;
CAPITANESCU et al., 2008; WHO, 2010). Sua origem teve inicio no século XIX,
através da busca por um método para fabricacdo de soro contra a picada de
serpentes, a partir de estudos que se transformaram em classicas contribuicoes
sobre este assunto no Brasil e em outros paises, como de Otto Wucherer (1867)
sobre o ofidismo no Estado da Bahia, e dos franceses Sewall (1887) e Kauffmann
(1889). Contudo, foi o francés Albert Calmette (1894) quem anunciou a descoberta
do método universal para a neutralizacao dos acidentes por serpentes, descrevendo
que “qualquer antissoro, fabricado por qualquer tipo de serpente, neutralizava
qualquer acidente”.

Naquele mesmo periodo, outro pioneiro brasileiro, o cientista Vital Brazil, que
se dedicava ao estudo da biologia, da peconha e dos acidentes provocados pelas
serpentes brasileiras, testou 0 método preconizado por Calmette, e descreve em
1898 que “As peconhas apresentavam variagées na sua composicao e este evento
deveria ser levado em consideracdo no momento da fabricagdo dos soros e que o
soro fabricado para um tipo de serpente nao neutralizava a acdo da peconha de
outra serpente”. Assim nasceu a teoria da variabilidade das peconhas e esta
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descoberta Ihe deu em 1917, a Patente de Invencdo de n? 9.596 para um novo
processo de fabricacdo dos soros antipeconhentos.

Foi baseado nestes estudos sobre a fabricagdo da soroterapia contra os
acidentes por animais peconhentos que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em
1981, recomendou que seja levada em consideracdo a regiao geografica das
espécies de animais causadoras dos acidentes, para que a composicdo destes
soros antipeconhentos possa conter anticorpos especificos, por considerar a
importancia da variabilidade da composicao das peconhas (WHO, 1981; CHIPPAUX;
WILLIAMS; WHITE, 1991, CALVETE et al., 2009).

Desde entéo, inumeros estudos sobre o ofidismo foram realizados no Brasil, e
a fabricacdo dos soros antiofidicos e de outros soros contra picadas por animais
peconhentos ficou sob a responsabilidade da empresa estrangeira sediada no Brasil,
a SINTEX, com a permissdao de vender estes soros no varejo em farmacias.
Somente a partir do desabastecimento de soros nas Unidades de Saude na década
de 1980, que a responsabilidade da fabricacdo do soro passou a ser do Ministério da
Saude (MS). Assim, foi instituido em 1986 o Programa Nacional de Ofidismo que
tornou obrigatéria a notificagdo de acidentes causados por animais peconhentos e
passou a se chamar Programa Nacional de Controle dos Acidentes por Animais
Peconhentos, tendo como diretrizes 0 uso adequado da soroterapia e reducao de
acidentes e dbitos através da educagao em saude.

Este tratamento consiste na administracdo de quantidades variadas de
anticorpos especificos que possam neutralizar cerca de 20% dos principais
componentes das peconhas. Por outro lado, apesar de demonstrar eficiéncia na
reducéo da mortalidade, o soro pode ser considerado um fator complicador no que
se refere as reacoes alérgicas tardias, provocadas principalmente pela quantidade
de anticorpos heterélogos nele contidos (RIVIERE et al., 1997).
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2.5 PRODUCAO DE SORO HIPERIMUNE REGIONALIZADO EM OVINOS

Em 2011 foram comemorados os 100 anos de ofidismo, porém muito pouco
foi modificado no método de fabricacdo desde que descrito por Calmett em 1894,
cuja metodologia de hiperimunizacéao fica na dependéncia do uso de equinos para a
obtencao de anticorpos, como verificado na maioria dos Laboratérios industriais que
fabricam soros antipeconhentos. Isto se deve a facilidade de resposta ao estimulo da
peconha e por favorecer a obtengdo de grandes volumes de sangue rico em
anticorpos (FAN & FRANCA, 1992), embora alguns produtores utilizem ovelhas e,
em menor frequéncia, outras espécies animais, tais como: burros, cabras, coelhos e
galinhas (GUTIERREZ & LEON, 2009).

Estudos como o de Sjostrom et al. (1994), verificou que os anticorpos de
ovinos foram mais eficazes que dos equinos nos testes de letalidade (DLsg) em
camundongos e apresentaram maior concentracao de anticorpos especificos. Dentre
as vantagens do uso de ovelhas para producdo de soro antipeconhento, Landon &
Smith (2003) destacam: (a) sua facilidade de adaptacdo as condicdes climaticas de
diversos paises, (b) baixo custo de aquisicdo e manutencado, (c) facilidade de
manuseio, imunizagdo e sangria e, principalmente, (d) sua excelente capacidade de
resposta imune humoral.

Clark et al. (1997) relatam a eficacia de um novo soro polivalente de origem
ovina produzido a partir das peconhas dos espécimes de Crotalus atrox, C.
adamanteus, C. scutulatus scutulatus e Agkistrodon piscivorus, que posteriormente
foi testado para neutralizar os acidentes causados C. Scutulatus scutulatus, C.
horridus horridus e C. atrox. Esta nova soroterapia é dez vezes mais potente no
tratamento do bloqueio da atividade neurotéxica causada pelas peconhas das
cascavéis norte-americanas, do que o soro antiofidico convencionalmente utilizado,
que € produzido a partir da peconha de C. atrox, C. adamanteus, Bothrops
lanceolatus e C. durissus terrificus.

Peres et al., (2006) inocularam 1 DLsy da peconha de Bothrops jararaca em
camundongos Swiss, e apos 15 minutos utilizou o soro antibotropico produzido em

ovinos como tratamento demonstrando a reducao significativa dos niveis séricos da
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peconha botropica presente em amostras de sangue e esplenécitos do bagco de
camundongos.

No caso especifico dos acidentes causados por picada de cascavéis que
habitam varios ecossistemas no Estado da Bahia, Biondi (2009) avaliou a
capacidade de neutralizacdo do soro anticrotalico monovalente comercialmente
produzidos pelo Instituto Butanta, comprovando a ineficacia do mesmo quanto a
dose minima de letalidade. Posteriormente, Cabral (2011), com esta mesma
peconha testou o soro anticrotalico fabricado pelo Instituto Vital Brazil, demonstrando
a capacidade apenas para neutralizar os efeitos miotéxicos provocados no musculo
esquelético.

Estes dados reforcam a urgéncia em cumprir as orientacées da OMS no item
fabricacao de um soro regionalizado a partir das pegconhas de serpentes oriundas do
local onde ocorrem os acidentes. Contudo, até o presente momento, os Institutos
responsaveis pela producao dos soros antipeconhentos ndao levam em consideragcao
as recomendacbes da Organizacdo Mundial de Saude (1981), pra que seja levada
em consideracdo a regidao geografica das espécies de animais causadoras dos
acidentes, cujo objetivo é que os soros possam conter anticorpos especificos frente
a variabilidade da composicao das peconhas (WHO, 1981; CHIPPAUX; WILLIAMS;
WHITE, 1991, CALVETE et al., 2009), uma vez que é considerado o mais eficiente
tratamento contra picada de serpentes (CAPITANESCU et al., 2008; WHO, 2010).
Paralelo a este fato, os dados epidemiol6gicos demonstram a ocorréncia de um alto
indice de morbidade e mortalidade, além das graves alteractes fisiopatoldgicas
desencadeadas por estas peconhas que frequentemente provocam perda de tecidos
e/ou disfuncdes, que acarretam consequéncias permanentes com sequelas, tais
como a insuficiéncia renal crdnica (SINAN, 2011).

Para compreender o progressivo aumento do nimero de Obitos e sequelas
observados nos acidentes por animais peconhentos no Estado da Bahia, o
Laboratorio de Animais Peconhentos e Herpetologia (LAPH) da Universidade
Estadual de Feira de Santana instituiu o “Programa Institucional Animais
Peconhentos” em 1990, para estudar as diversas fases que envolve os acidentes por
animais peconhentos. No caso especifico de acidentes por cascavéis, os estudos
demonstraram que no recorte temporal de 1990 a 1993, ocorreram 245 acidentes
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graves com 09 6bitos (3,6%) e 15 (6,0%) sequelados com insuficiéncia renal crénica
(IRC) no Estado da Bahia (BIONDI, 1994).

Estudos bioquimicos comparando as peconhas de duas populagdes de
Crotalus dos ecossistemas de Caatinga e Mata estacional demonstraram serem
duas peconhas totalmente diferentes (BIONDI et al., 2004). Biondi (2009), ampliando
os estudos sobre a fisiopatologia dos acidentes crotalicos apontou como efeitos
sistémicos os disturbios respiratérios graves, hipotensao e insuficiéncia renal aguda
irreversivel, demonstrando assim um quadro clinico do empegonhamento crotalico
diferenciado do quadro clinico preconizado pela literatura, e que o soro distribuido
pela Secretaria de Saude do Estado da Bahia para tratar as vitimas de acidentes
crotalicos neutraliza parcialmente os efeitos téxicos da peconha de Crotalus spp.

E importante ressaltar, que a problematica da ndo neutralizagdo interfere em
aspectos econbémicos e sociais que devem ser considerados. No Brasil, além dos
gastos para a produgao de soro que nao atende as particularidades regionais, ha de
serem considerados outros fatores que terminam onerando o Sistema Unico de
Saude (SUS), como o custo do niumero de ampolas de soros e da permanéncia de
pacientes na internacao hospitalar (dias/meses). Devem-se considerar também os
gastos permanentes com os pacientes sequelados: (a) seja através de tratamento
por hemodialise; (b) transplantes e medicamentos para pacientes que se tornaram
renais crbnicos; (c) prétese para a recomposicdo de membros amputados; (d)
antecipacdo de aposentadoria por invalidez; (e) afastamentos temporarios e/ou
permanentes por acidentes de trabalho, e (f) em muitos casos, pensao a terceiros
por morte em acidente de trabalho.

Desta forma, apesar do conhecimento de que os soros contra acidentes por
animais peconhentos ndo possuem produtos substitutos que possam atuar na
neutralizacdo destes acidentes, as populacées acidentadas continuam em 70%
desassistidas pelas autoridades saude. Isso se deve ao fato de que, acreditando que
houve uma estabilidade na ocorréncia de acidentes e na producado e abastecimento
destes soros nas unidades de saude, o MS determinou a ndo compulsoriedade da
notificagcdo dos acidentes por animais peconhentos, sem levar em consideracao um

estudo sobre a real situacao no pais e as subnotificagcdes.
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Nos ultimos anos, o Brasil vem ampliando iniciativas na medida em que sao
articuladas diversas areas através de politicas e programas que envolvem pesquisa
e inovacéao voltadas para a saude. Dentre as acdes desenvolvidas esta a Politica de
Desenvolvimento da Biotecnologia que tem por objetivo o estabelecimento de
ambiente favoravel ao desenvolvimento de produtos e processos biotecnologicos
inovadores. Estas iniciativas apresentam como prioridades a fabricacdo de novas
biomoléculas e farmacos para doengas virais e negligenciadas. Desta forma,
pontuamos a necessidade da producdo de soros regionalizados para equacionar
varios pontos desta problematica.

Diante disso, producdo de soros antipeconhentos regionalizados defendidos
pela OMS deve ser considerado como alvo estratégico na linha das doencas
negligenciadas. Neste trabalho produzimos um soro ovino monovalente anticrotalico
para avaliar a resposta imune humoral dos ovinos e sua capacidade de neutralizar
as atividades toéxicas causadas pela peconha crotélica; considerando que o sucesso
na producao de soro hiperimune depende da capacidade das diversas fracoes da
peconha em induzir uma resposta imune (CLISSA, 1997), e a elevada toxicidade da

peconha crotalica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a resposta imune humoral dos ovinos imunizados com peconha crotalica

(Crotalus spp. - Bahia/Brasil), como uma nova alternativa sorolégica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a produgao sérica de anticorpos da classe IgG especificos contra a
peconha de Crotalus spp. (Bahia/Brasil) em ovinos soro produtores ao longo do

processo de imunizacao;

- Verificar a reatividade antigénica do novo soro anticrotalico monovalente utilizando

ensaios de Western blotting;

- Avaliar a eficicia do soro anticrotalico monovalente em neutralizar a atividade de

letalidade da pegonha de Crotalus spp. em camundongo;
- Analisar histopatologicamente os pulmdes e rins de camundongos inoculados com

a dose desafio da peconha de Crotalus spp. pré-incubada o soro anticrotalico

monovalente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PECONHA (ANTIGENO)

O Pool de peconha dos espécimes de Crotalus spp. representativas do
Estado da Bahia, foi obtido de animais mantidos no cativeiro no Laboratério de
Animais Peconhentos e Herpetologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(LAPH-UEFS). Este pool de peconha foi extraido, liofilizado e armazenadas a -20°C.

4.2 DOSAGEM DE PROTEINAS DO ANTIGENO

A concentracdo de proteinas do antigeno foi determinada pelos métodos
colorimétricos de Bradford (1976) e Lowry et al. (1951) utilizando como padrao soro
albumina bovina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA).

4.3 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A peconha crotalica foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida com
15% de resolucao, na presenca de SDS, seguindo o método descrito por Laemmli
(1970). Foram utilizadas 0,1 ug, 1,0 pug, 10 ug e 30 ug de proteina da peconha de
Crotalus spp. As amostras foram diluidas em 15 pl de agua Milli-Q, 4 yl de Tampao
de Amostra 5x [ ] (0,313M Tris-HCI, 10% de SDS, 50% de Glicerol, 0,05% Azul de
Bromo-fenol, 0,1M DTT, pH 6.8 a 25°C), 1 ul de ditiotreitol (DTT) 20x [ ] e aquecidas
durante 5 minutos a 95°C. Em seguida foram aplicadas no gel sob uma corrente
constante de 90V, por 90 minutos. Os géis foram corados com solugdo 0,5% de

Coomassie Blue G-250 sob agitacao e descorado, inicialmente, com solucao de 30%

Materiais e Métodos




39

metanol, 10% de acido acético e, posteriormente, com solucédo de 5% metanol, 7,5%
acido acetico.

Os padrdes de massa molecular utilizados foram de 10 KDa a 250 KDa,
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards #161-0375 (Bio-Rad, Califérnia,
EUA).

4.4 PROTOCOLO DE IMUNIZACAO DOS OVINOS PARA PRODUCAO DO SORO
ANTICROTALICO MONOVALENTE

4.4.1 Plantel de animais utilizados na producao do soro anticrotalico ovino

monovalente

Para a obtencdo de soro anticrotalico monovalente, foram utilizados dez
ovinos com idade de quatro a cinco meses, sem raca definida. Estes animais foram
mantidos em regime de confinamento na Unidade Experimental de Salinas da
Margarida da Universidade Federal da Bahia — UFBA, alimentados com ragéo e feno
duas vezes ao dia e agua ad libitum.

Os ovinos foram avaliados clinicamente pelo médico veterinario responsavel,
o qual realizou exames parasitoldgicos seguindo a técnica de Gordon & Whitlock
(1939), modificada por Whitlock (1948), cuja unidade € o OPG (ovos por grama de
fezes). Os animais foram vermifugados duas vezes antes de iniciar o protocolo de
imunizacao do experimento com Doramectina 1 ml/50 Kg, ndo ocorrendo novas

vermifugagdes ao longo do experimento.

4.4.2 Protocolo de Imunizacao de Base do Plantel de Ovinos
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O protocolo para a producdo do soro anticrotalico monovalente seguiu o0s
Procedimentos Operacionais Padrdao (POP) para a fabricagcdo do soro anticrotélico
monovalente produzido em equinos do Instituto Vital Brazil (IVB), readequando a
dose de peconha (antigeno) para ovinos. Dez ovinos foram separados em trés
grupos e submetidos a oito inoculagdes por via subcutanea em dois pontos da tabua
do pescoco do animal apds a limpeza da regido, com intervalo semanal entre as
inoculacoes, a saber: no dia zero (12 inoculagao), seguido da segunda inoculagdo no
07°, e das demais nos dias 142, 212, 282, 352, 42° e 499, contados a partir da primeira
inoculacao.

O Grupo Controle I: dois animais foram inoculados de 1 ml/animal de Solucéo
Salina 0,85%. O Grupo Controle Il: dois animais foram inoculados com 1 ml/animal
de 500 pl de Solugao Salina 0,85% emulsificada com 500 pl de Adjuvante Completo
de Freund (ACF) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) na 12 inoculacdo; 500 pl de
Solugédo Salina 0,85% emulsificada com 500 ul de Adjuvante Incompleto de Freund
(AIF) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) na 22 inoculacédo; e 1 ml de Solucao Salina
0,85% nas demais inoculagcdes. O Grupo Experimental: seis animais foram
inoculados com 200 pg/animal de proteinas do antigeno diluido em 500 pl de
Solugdo Salina 0,85%, emulsificada em 500 pul de ACF na 12 inoculacdo; na 22
inoculacao estes animais receberam 200 pg/animal de proteinas do antigeno diluido
em 500 ul de Solugédo Salina 0,85% emulsificada em 500 pl de AIF; e nas demais
inoculagbes os animais receberam 100 pg/animal de antigeno diluido em 1 ml de
Solugao Salina 0,85%.

4.4.3 Protocolo de Hiperimunizacao do Plantel de Ovinos

Ao término do Protocolo de Imunizacdo de Base que teve a duracdo de 49
dias, o plantel permaneceu em descanso por dois meses antes do inicio do
Protocolo de Hiperimunizagdo. A primeira inoculagdo deste protocolo ocorreu no
1052 dia, quando os animais foram inoculados por via subcutdnea em dois pontos da

tabua do pescoco do animal.

Materiais e Métodos




41

O Grupo Controle | foi inoculado com solucao salina 0,85%, na dosagem de
iml/animal no 105° dia e com 1,2 ml/animal nos dias 112°, 1142 e 116°. O Grupo
Controle 1l foi inoculado com 1 ml/animal de 500 pl de solugdo salina 0,85%
emulsificada com 500pul Adjuvante Incompleto de Freund no 105° dia, nos dias 1129,
114° e 116° este grupo recebeu inoculacées de 1,2 ml/animal de solucdo salina
0,85%. O Grupo Experimental foi inoculado no 105° dia com 1 ml/animal de 400
Hg/animal de proteina do antigeno em 500 ul de Solugdo Salina 0,85% emulsificada
em 500 pl de Adjuvante Incompleto de Freund. No 1122, 1142 e 116° dia, este grupo
recebeu 200 pg de proteinas do antigeno em 1,2 mL de Solucéo Salina 0,85%.

4.5 OBTENCAO DO SORO OVINO ANTICROTALICO MONOVALENTE

A obtencédo do soro hiperimune dos animais do grupo experimental ocorreu
com a coleta de sangue foi realizada por puncdo da veia jugular com agulha
25x0,8mm (BD Vacutainer®, New Jercey, EUA) em tubo de coleta a vacuo de 4 ml
(BD Vacutainer®, New Jercey, EUA) sem anticoagulante sempre antes das
inoculagdes (imunizacdo de base e hiperimunizacdo) para o acompanhamento da
cinética da producado de anticorpos séricos da classe IgG nos ovinos. O sangue
coletado foi centrifugado para obtengdo dos soros, identificado e armazenado a -
20°C.

4.6 VERIFICACAO DOS NIVEIS DE ANTICORPOS IgG POR ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA)

A presenga de anticorpos de classe IgG no soro ovino anticrotalico
monovalente especificos a peconha de Crotalus spp. foi avaliada seguindo o método
utilizado por Theakston, Jane Lloyd-Jones, Reid (1977). Amostras de sangue foram

coletadas nos diferentes intervalos de tempo, a saber: tempo zero (minutos antes da
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primeira inoculacdo) e no 7, 142, 21°, 282, 45°, 60°, 90°, 120°, 150° e 180° dia apds
imunizacao.

Para padronizacao do ELISA foram utilizadas duas diluigdes de anticorpo anti-
IgG de ovino produzido em coelho marcado com peroxidase (1:10.000 e 1:20.000),
bem como seis diluicbes do soro anticrotalico monovalente (1:100, 1:200, 1:500,
1:1000, 1:2000 e 1:4000) e do antigeno com fator de diluicdo 2 (1 pg, 0,5 ug, 0,25 ug
e 0,125 pg). Soros de ovinos nao imunizados com o antigeno foram utilizados como
controle negativo.

Apés a padronizagdo, placas de poliestireno para microtitulacdo, 96 pocos,
fundo chato, estéril (PerkinElmer, Califérnia, EUA) foram sensibilizadas com 0,250
1g de proteina do antigeno diluido em 100 pl de tampao carbonato/bicarbonato de
sédio 0,05 M pH 9,6. As placas foram incubadas durante 18 horas em camara umida
a 4°C. Apés duas lavagens consecutivas com Tampao Fosfato Salina (TFS)
contendo 0,05% de Tween 20 (TFS-T), as placas foram bloqueadas com 200 pl/poco
de solugdo de TFS-T contendo 5% de leite desnatado Molico® (Nestlé, Brasil), por 2
horas em camara umida a 37°C. Ap6s novo ciclo de lavagens das placas, foram
adicionados 50 pl/ pogo de soro a ser testado (1:500), de modo a haver apenas um
soro/poco diluido em TFS-T contendo 1% de leite desnatado, aplicado em duplicata,
e novamente incubado por 1 hora em camara umida a 37°C. Em seguida, as placas
foram novamente lavadas e incubadas por 45 minutos em camara umida a 37°C
com 50 pl/pogo de soro de anticorpo anti-lgG de ovelha produzido em coelho
marcado com peroxidase (1:20.000) (SouthernBiotech, Alabama, EUA), diluido em
TFS-T contendo 1% de leite desnatado. Apéds ciclo de cinco lavagens, a reacao foi
revelada pela adicdo de 50 pl/poco de substrato cromogénico (peroxido de
hidrogénio) e 3, 3’, 5, 5’-Tetrametilbenzidina (TMB), deixando reagindo a temperatura
ambiente por 15 min. A reacao interrompida com a aplicacdo de HoSO4, 25 pl/poco.

Os valores da densidade 6ptica (DO) foram determinados em comprimento de
onda, usando filtros de 450 nm e 655 nm em leitor automatico de microplacas (iMark
Microplate Reader S/N 10978, Bio-Rad, California, USA). Os resultados obtidos

foram expressos com base nas médias para cada amostra.
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4.7 VERIFICACAO DA ESPECIFICIDADE E REATIVIDADE CRUZADA POR
WESTERN BLOTTING

Para verificacdo da especificidade e reatividade do soro anticrotalico
monovalente, 30 ug de proteina da pegonha de Crotalus spp. foi submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida com 15% de resolucdo, na presenca de SDS,
seguindo o método descrito por Laemmli (1970) como descrito acima.
Posteriormente, foi transferida sob corrente constante de 15 V durante 110 minutos
para a membrana de PVDF, poro 0,22 um (Immun-BIo’[® PVDF Membrane for Protein
Blotting, control BR 05536100, Bio-Rad, Califérnia, EUA) em sistema semi-seco
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, Califérnia, EUA), de acordo com a
técnica descrita por Towbin et al. (1979). As proteinas presentes nas membranas de
PVDF foram submetidas a caracterizacdo enzimatica, com a incubacao por 1 hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante em solucdo TBS-T (20 mM de
Trisbase, 150 mM de NaCl, 0,005% de Tween 20, pH 8.0), contendo 5% de leite
desnatado (ltambé, Minas Gerais, Brasil). Apds o bloqueio, as membranas foram
incubadas overnight a 4°C sob agitacdo constante com o soro anticrotalico
monovalente na diluicdo 1:2.500 em tampao de incubacdo TSF-T contendo 5% de
leite desnatado. Apds um ciclo com trés lavagens de dez minutos com TBS-T sob
agitacdo constante, as membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente com o anticorpo anti-lgG de ovino produzido em coelho e marcado com
peroxidase (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), diluido 1:5.000 em tampao de
incubacgao, sob agitacao constante. Apdés novo ciclo de lavagens, os componentes
antigénicos foram revelados pela adicdo do kit quimioluminescente ECL (Thermo
Scientific, Massachusetts, EUA) com tempo de exposicao de 1,5 e 3 minutos.

4.8 VERIFICACAO DA CAPACIDADE NEUTRALIZANTE DO SORO OVINO
ANTICROTALICO MONOVALENTE FRENTE A DOSE DESAFIO (3 DLsy) DA
PECONHA DE Crotalus spp.
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Nos estudos sobre a efetividade (dose efetiva - EDsp) de um antiveneno em
neutralizar as principais atividades téxicas de uma peconha, se utiliza com padrao
quatro ou cinco doses de letalidade média (DLso) (OPS 1977; WHO, 1981; 2010). A
dose utilizada da pegonha de Crotalus spp. foi estabelecida tendo como base a DLsg
para camundongos padronizada por Biondi (2009).

Para avaliar a EDsp do soro ovino anticrotalico monovalente foram utilizados
pools de soros obtidos apds 40 dias o término da imunizagéo de base (Tg) e 60 dias
apds a hiperimunizagao (T1sgo).

A dose de 3 pg/animal (3 DLsp) da pegonha de Crotalus spp. foi incubada com
50 pl e 200 pl do soro anticrotalico monovalente, em um volume final de 500 ul de
Tampéo Fosfato Salina (TFS) por 30 minutos a 37°C. Apés este periodo, as solucdes
foram centrifugadas por 5 minutos a 500 g a 4°C, para retirada de imunocomplexos e
obtengéo do sobrenadante o qual foi utilizado nos ensaios de neutralizacao (LOPES-
FERREIRA et al., 2000; FERNANDES et al., 2000; BIONDI, 2009).

Utilizamos 36 camundongos Swiss machos, pesando entre 18 g e 22 g,
separados aleatoriamente em grupos contendo seis animais cada, mantidos no
Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de Santana sob condigcdes
controladas de temperatura (22°C + 2), umidade e iluminacao (ciclos claro/escuro de
12 horas), com agua e racao ad libitum, a saber:

Grupo Experimental I: animais inoculados com 3 pg/animal de pegonha pré-
incubada com a dose de 50 pl soro anticrotalico monovalente obtido ap6s 40 dias o
término da imunizacao de base;

Grupo Experimental II: animais inoculados com 3 pg/animal de pegonha pré-
incubada com 200 ul de soro anticrotdlico monovalente obtidos apds 40 dias o
término da imunizacao de base;

Grupo Experimental lll: animais inoculados com 3 pg/animal de peconha
pré-incubada com as doses de 50 pl soro anticrotalico monovalente obtido ap6s 60 o
término da hiperimunizacao;

Grupo Experimental IV: animais inoculados com 3 pg/animal de pegonha
pré-incubada com as doses de 200 ul soro anticrotalico monovalente obtido apds 60

o término da hiperimunizacgao;

Materiais e Métodos




45

Grupo Controle Positivo: animais inoculados com 3 pg/animal de peconha
diluida em TFS com um volume final de 500 pl;

Grupo Controle Negativo: animais inoculados com 500 ul de TFS.

Todos os animais foram inoculados por via peritoneal, ficando em observacao
por 96 horas, periodo em que as manifestacoes locais e sistémicas foram avaliadas
em todos os grupos em intervalos de tempo de: 30 minutos, 2h, 4h, 12h, 24h, 48h,
72h e 96h apéds inoculacao da dose desafio (BIONDI, 2009).

4.9 ANALISE MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA DOS ORGAOS (DOS
PULMOES E RINS)

Ap6s o0 periodo de observagdo, os animais foram sacrificados com
pentobarbital sédico (Hypnol® Cristalia; 50 mg/Kg injetado via intraperitoneal) para a
analise macroscopica dos 6rgaos, exceto os animais do grupo controlo positivo que
tiverem morte espontadnea. Tecidos dos pulmdes e rins dos animais de todos os
grupos foram imediatamente fixados em formol tamponado a 10%, durante 48 horas
e armazenadas em alcool etilico a 70%. Apéds a fixagdo, os fragmentos dos tecidos
foram clivados, descalcificados, processados, incluidos em parafina, seccionados
em cortes de 5 um de espessura, submetidos a coloracao pela hematoxilina (H) e
pela eosina (E) e selados com Balsamo do Canada em laminas de 1,0 mm de
espessura e dimensdes de 25,4 x 76,2 mm. As laminas foram escaneadas no 3D
Histech Scanner de Laminas do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CAPI/ICB/UFMG), as imagens obtidas foram trabalhadas no programa Pannoramic
Viewer 1.15.4 3D Histech.

4.10 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados obtidos nos testes bioquimicos e ensaio de soroneutralizacao
foram analisados descritivamente. Para construcao de gréficos, tabelas e andlise
estatistica dos niveis de anticorpos foi utilizado o software Microsoft Office Excel
2007, com analise de variancia para amostras com distribuicido normal e dados
pareados. Os niveis de anticorpos foram comparados entre os grupos utilizando o
teste de Tukey. As diferencas apresentando valores de p<0,05 foram consideradas

estatisticamente significantes.

4.11 CONSIDERAGOES ETICAS

Toda a atividade experimental envolvendo animais respeitou os principios
éticos conforme da Resolugdo 879/2008 e em conformidade com os parametros
estabelecidos pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal da Bahia
- CEUA/UFBA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DOSE PROTEICA DA PECONHA (ANTIGENO)

Utilizamos o método de Bradford (1976) e de Lowry et al. (1951) para
determinar a concentracao proteica do “pool’ de peconha de Crotalus spp., que foi
utilizado neste trabalho. Ambos os métodos apresentaram resultados similaridades:
2,0 mg/ml pelo método Bradford e 2,1 mg/ml por Lowry. Assim, optamos por este
ultimo método para ser utilizando como padrdao ao longo dos demais experimentos
realizados neste trabalho.

Estes métodos tém sido amplamente utilizados por diversos autores para
determinar a concentracao protéica do leite (PEREIRA et al., 2013), e peconhas de
serpentes (MALAGA et al., 2000; NISHIJIMA et al., 2006; FERREIRA-JUNIOR et al.,
2009), de escorpides (FERREIRA, 2013), de peixes (SOSA-ROSALES et al., 2005;
JUNQUEIRA, 2006), e de toxinas presentes em évulos de aranha vilva-negra, L.
tredecimguttatus (YAN et al., 2014), dentre outros.
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5.2 AVALIACAO DA MASSA MOLECULAR POR ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA COM SDS (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético da peconha de Crotalus spp., revelou a presenca de
bandas de massa molecular de 10 kDa a acima de 250 kDa, nas diversas
concentracdes proteicas da peconha avaliadas (Figura 01), demonstrando que
quanto maior a concentracdo de proteina aplicada maior numero de bandas
identificadas. Na concentragcdo com 0,1 ug de peconha, foi identificada uma fraca
banda com 15 kDa. Utilizando 1,0 pg/peconha esta nitida a presenca de duas
bandas bastante préximas, uma com 15 kDa e outra um pouco acima de 15 kDa.

Nas concentracdes de 10 ug e 30 pug de pecgonha, foram identificadas dez
bandas, a saber: uma banda fraca acima de 150 kDa, uma forte abaixo de 75 kDa;
uma banda fraca abaixo de 50 kDa e outra fraca com 37 kDa; uma banda forte e
uma fraca entre 37-25 kDa; uma banda fraca com 25 kDa; uma banda forte acima de
15 kDa, e outra com 15 kDa e uma fraca com 10 kDa. Excecéo para a concentracéao
de 30 upg/peconha que apresentou duas bandas fracas uma acima de 250 kDa e
outra com 100 kDa (Figura 01).

Este perfil eletroforético da peconha de Crotalus spp., com banda acima de
15 kDa, com 15 kDa e com 10 kDa é compativel com os descritos por (OLIVEIRA,
2014) para a pegonha de C. d. ruruima, que habitam a Floresta Amazénica, para as
cardiotoxinas para Crotalus scutulatus, cascavéis da América do Norte e Central
(BIEBER et al,, 1975). Biondi (2009) tambem identificou a presenca de bancas
proteicas com massa molecular acima de 250 kDa para esta mesma espécie
(Crotalus spp) que habita o Estado da Bahia. Além disso, descreve novas toxinas
com massas moleculares entre 116-66 kDa, 66-45 kDa, 45-35 kDa e entre 35-25
kDa, presentes apenas nas peconhas da espécie Crotalus spp.

Estas massas moleculares estdo enquadradas no grupo das
serinoproteinases e metaloproteinases, sendo importantes na fisiopatologia do
empeconhamento por apresentarem atividades fibrinolitica, procoagulante (Biondi
2009), mionecroética e hemorragica (OWNBY, 1990; BJARNASON & FOX, 1994).

Tais toxinas também estdo presentes na peconha de populag¢des de Crotalus spp., a
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qual apresenta grande similaridade com C. d. cumanensis e Crotalus vegrandis da
Venezuela com alta atividade hemorrdgica (AGUILAR, GIRON, RODRIGUEZ-
ACOSTA, 2001), como também com as peconhas das Crotalus durissus da Costa
Rica e Guatemala (SARAVIA et al., 2002) e as Crotalus da América Central e do
Norte (OWNBY, 1990).

Toxinas como metaloproteinases PlIl 97 kDa (4,8%), serinoproteases 29-56
kDa (8,2%), PLA; 14,1 kDa e 16,5 kDa (59,5%), lectina tipo C 14-16 kDa (1,7%),
crotapotina 9 kDa e crotamina 4-5 kDa (19%) também estdo presentes nas
peconhas crotalicas da Americana do Sul, de Crotalus spp. na Bahia (BIONDI, 2009)
e na pegonha de C. d. cumanensis (BOLDRINI-FRANCA, 2010). Uma nova
serinoprotease com massa molecular de 28 kDa, apresentando similaridade com
outras enzimas “trombina—like” foi descrita por Fonseca (2006), para a peconha de
Crotalus durissus cascavella do estado no Ceard. Esses dados estdo em
consonancia com Biondi (2009) e com os achados deste trabalho.

Estas faixas de massa molecular até 0 momento nao foram descritas para as
peconhas de Crotalus durissus terrificus, que € utilizada para a producao de soro
anticrotalico no Brasil. A caracterizagdo do proteoma da peconha de C. d. terrificus
demonstrou que 59,5% desta peconha é composta por crotoxina, toxina que confere
a caracteristica neurotoxicidade do acidente causado por esta subespécie
(CALVETE et al., 2010). Assim, a ampliacdao da neurotoxicidade na peconha de C.
durissus é resultado do aumento na concentracao da crotoxina e da crotamina, uma
caracteristica positivamente selecionada ao longo da invasdo, dispersdao e
diversificacao das cascavéis na América do Sul (CALVETE et al., 2010).

Diante disso, verifica-se a ocorréncia de dois fendtipos distintos entre as
peconhas crotalicas da Americana do Sul, uma vez que C. d. cumanensis apresenta
altos niveis de metaloproteinases e baixa poténcia letal, enquanto que as
subespécies C. d. terrificus, C. d. ruruima e C. d. durissus tém baixos niveis de
metaloproteinases e alta neurotoxicidade (CALVETE et al., 2010). Esta variag&o intra
e interespecifica dos componentes da peconha de serpentes pode resultar em
diferentes efeitos clinicos (JANES; BUSH; KOLLURU, 2010), impactando
diretamente na efetividade da soroterapia e consequentemente no Sistema Uinico
de Saude (SUS).
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No presente trabalho a peconha utilizada foi extraida de espécimes mantidos
em cativeiro permitindo o controle de fatores extrinsecos. Assim, as diferencas
observadas na peconha de Crotalus spp. frente as demais peconhas crotalicas
descritas na literatura sdo resultados de fatores intrinsecos, ontogenéticos e nao por
variagoes individuais (LOMONTE et al., 1983; FURTADO, SANTOS, KAMIGUTI,
2003). Lomonte et al. (1983) descrevem variagdes intraespecificas entre espécimes
adultos e recém-nascidos de Crotalus durissus durissus, onde as caracteristicas
fisiopatoldégicas do empegonhamento em ratos diferem radicalmente. Tal observagao
corrobora com Willemse (1978), cujo estudo reportou variacbes intra e
interespecifica em serpentes da Africa do Sul (Bitis arietans, Causus rhombeatus,
Naja nivea, Naja haje, Naja nigricollis e Hemachatus haemachatus), referentes tanto
ao numero de proteinas presentes nas pegonhas quanto em suas concentragoes.
Segundo o autor, essas variagcoes estdo relacionadas a fatores intrinsecos e nao a
fatores extrinsecos, como a origem geografica, estacao, sexo, idade ou dieta.

As variacbes bioquimicas e farmacoldgicas da peconha crotélica influenciam
diretamente em suas atividades biol6gicas (LOMONTE et al., 1983; BIONDI, 2009),
devido as multiplas funcées de seus componentes, incluindo imobilizacao, morte e
digestao das presas (CALVETE et al, 2013). A variabilidade da composi¢cdo da
peconha desde o género até niveis individuais permite sua adaptacéo a diferentes
nichos ecoldgico (GUTIERREZ et al., 2014). A composicdo da peconha de uma
populacao de serpente é resultado da selecado natural frente acdo necessaria para
obtencéao e digestdo de sua presa (CHIPPAUX, WILLIAMS, WHITE, 1991), uma vez
que a capacidade de induzir a morte rapida de sua presa é uma estratégia de
captura importante na evolucdo da espécie (FURTADO, SANTOS, KAMIGUTI,
2003).

Sabe-se que as peconhas de serpentes sdo misturas complexas contendo
proteinas e polipeptideos que induzem varios sintomas farmacoldgicos na vitima de
agravos causados por este agente etiologico (KINI & EVANS, 1990). Dentre as
toxinas presentes na peconha crotélica, a crotoxina é considerada a principal,
apresentando a atividade biolégica mais proeminente e caracteristica destes
agravos, a neurotoxicidade. E composta por duas subunidades, uma 4cida
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denominada crotapotina e uma basica, a PLA,. Sua presenca representa 70-80%
das proteinas totais da peconha (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

Algumas destas proteinas interferem na coagulacido sanguinea e na
agregacao plaquetaria, apresentando atividade seletiva podendo interferindo na
ativacao plaquetaria, coagulacao e a fibrindlise da cascata de hemostasia por varios
mecanismos. Algumas sao enzimas (PLA,, metaloproteinases, serinoproteinases,
nucleotidase), porém outras ndo apresentam atividade enzimatica (desintegrinas e
lectinas de tipo C) (BRAUD; BON; WISNER, 2000; KINI & EVANS, 1990).

As nucleotidase sado potentes inibidores da agregacao plaquetaria, atuando
através da remocado de ADP que é libertada pelos indutores de agregagcdo e o
acumulo de adenosina. As PLA.s podem interferir em varias funcdes fisiologicas,
agindo como anticoagulantes ou induzir a agregacao plaquetaria através da
libertagéo direta do acido aracddnico pela sua atividade enzimatica ou indiretamente
pela ativacdo dos fatores de agregacdo plaquetaria endbégenos (BRAUD; BON;
WISNER, 2000; KINI & EVANS, 1990; OUYANG & TENG, 1979; BOFFA & BOFFA,
1976). Podem ainda exibir efeitos bifasicos ao iniciar a agregacao quando se
encontram em baixa concentracdo ou curto tempo de incubacao, e posteriormente
inibir a agregacao quando sua concentracao for elevada ou o tempo de incubacgéo
for maior (KINI & EVANS, 1990; OUYANG & TENG, 1979).

A serinoproteases, em sua maioria, tem como alvo principal as plaquetas, a
coagulacgdo plasmatica ou o sistema fibrinolitico (BRAUD et al., 2000), atuando sob a
cascata de coagulacdo como potente fator de agregacao plaquetaria (FATIMA &
FATAH, 2014). Quando isolada nao apresenta agao letal, contudo, quando associada
com outras proteinas da peconha ela contribui para o efeito téxico (BRAUD; BON;
WISNER, 2000). As metaloproteinases, também conhecidas como hemorraginas,
causam sangramento local e sistémico, afetando varios érgdos como: coracao,
figado, pulmdes, intestinos e cérebro, além de causar inchaco, bolhas e necrose
(FATIMA & FATAH, 2014), e sdo compostas de um dominio catalitico associado ou
ndao a um dominio de desintegrina e/ou um dominio de lectina do tipo C, e um ou
varios dominios nao cataliticos (BRAUD; BON; WISNER, 2000). As desintegrinas
sao proteinas ndo cataliticas das peconhas que inibem a agregacao plaquetaria por

competir com integrinas enddgenas. Ja as lectinas tipo C se ligam seletivamente a
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proteinas da membrana plaquetaria ou fatores de coagulacdo do sangue (BRAUD;
BON; WISNER, 2000; KINI & EVANS, 1990).

Vitimas de agravos causados por serpentes da familia Crotalidae podem
apresentar coagulopatia, trombocitopenia, hipofibrinogenemia ou ambos. Através da
desagregacao e destruicdo das plaquetas devido ao sequestro de plaquetas em
tecido danificado nos locais de picadas ou sensibilizacdo resultante de danos
endoteliais vasculares, encurtamento meias-vidas e armazenamento de medula
esgotado ou prejudicado (SEIFERT et al., 1997).
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Figura 01. Avaliacdo da composicdo proteica da peconha de Crotalus spp.
(Bahia/Brasil). A pegonha foi diluida em tampao de lise contendo 2% de proteases e
2% de inibidor de fosfatases | e I, fracionada em condi¢des redutoras na presenca
de SDS em gel de eletroforese de poliacrilamida 15% e corado com Coomassie
Blue. A primeira coluna apresenta o marcador de massa molecular em kDa cujas
massas estao indicadas ao lado esquerdo do gel; nas demais colunas, alicuotas
contendo diferentes concentracbes proteicas da pec¢onha: 0,1 ug, 1,0 ug, 10,0 ug e
30,0 pg, respectivamente.
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5.3 AVALIACAO CLINICA DOS OVINOS SORO PRODUTORES AO LONGO DO
PROCESSO DE IMUNIZAGAO DE BASE E HIPERIMUNIZAGAO

Os ovinos soro produtores tiveram sua avaliagcao clinica diaria iniciada na
primeira imunizacdo, e perduraram em observacao durante 180 dias para
acompanhar a cinética da resposta imune humoral dos ovinos apés a
hiperimunizagdo, devido a elevada toxicidade da peconha de Crotalus spp., que
apoés inoculacédo subcutdnea no animal soro produtor, € drenada pela linfa podendo
estimular células dendriticas, macréfagos e linfécitos B localizados nos linfonodos
retrofaringeos, submandibulares, pré-escapulares, subescapulares ou pré-femorais
a depender do local anatémico de inoculacdo (LEON et al., 2011).

Por utilizar o protocolo de producdo de soro anticrotalico monovalente do
Instituto Vital Brazil para imunizacdo de equinos, o mesmo foi adaptado para ser
aplicado neste estudo com ovinos. Exames de hemograma e parasitologicos
realizados no inicio e ao término do processo de imunizacdo confirmaram as boas
condicoes de saude dos ovinos.

O exame fisico dos ovinos mostrou que os animais do Grupo Controle |,
inoculados com solugdo salina, ndo apresentaram alteracdes locais ou sistémicas
(Figura 02 A e B). Os ovinos do Grupo Controle Il, inoculados com solugao salina e
Adjuvante Completo de Freund (ACF) no To e com Adjuvante Incompleto de Freund
(AIF) no T, apresentaram a formagéo de abscessos no local de inoculagéo que se
instalou nos primeiros sete dias de inoculagédo, permanecendo sem rompimento até
o final do experimento (180 dias) (Figura 02 C e D). Os ovinos do Grupo
Experimental, imunizados com o antigeno (peconha) e ACF, apresentaram a
formacao de abscesso com alopecia nos locais de inoculacdo que se instalou nos
primeiros sete dias (Figura 02 E e F; Figura 03 A). No décimo quinto dia apés a
inoculagéo do antigeno emulsificado com o ACF, houve o rompimento do abscesso,
extravasando material purulento de consisténcia pastosa e coloracdo amarela
esverdeada sem odor (Figura 03 B e C). Este local foi lavado (Figura 03 D) e tratado
com alcool iodado até sua completa cicatrizacao que ocorreu em sete dias. Os locais

de inoculagdo com AIF nos animais do Grupo Experimental também apresentaram a
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formacao de abscessos, porém estes perduraram até o término do tempo amostral
de 180 dias, como observado para o Grupo Controle Il.

Alteracbes semelhantes as encontradas neste trabalho, como aumento do
didmetro, alopécia, abscesso supurativo e areas ulceradas com exsudato purulento
verificadas no Grupo Experimental nos locais da inoculagédo, foram observadas em
ovinos inoculados com peconhas de C. d. terrificus (FERREIRA-JUNIOR, 2005;
ANDERLINE, 2009), apesar desta peconha nao apresentar efeito local. Deste modo,
os autores atribuiram a ocorréncia de alteracdes locais ao adjuvante de Freund. De
modo contrario a estas observagdes, neste trabalho s6 ocorreu o rompimento do
abscesso com extravasamento de material purulento quando foi inoculado o
adjuvante emulsificado com a peconha de Crotalus spp., que segundo Biondi (2009)
esta peconha causa inflamacgao local, recrutamento leucocitario e destruicdo de
colageno e fibras.

As colecbes purulentas (abscessos), formadas pela presenca de bacilos de
Mycobacterium tuberculosis mortos e liofilizados na composicao do ACF, se abrem
espontaneamente devido a acdo dos fermentos proteoliticos libertados pelos
leucocitos mortos, destruindo os tecidos circunvizinhos liberando pus, o qual
apresenta uma consisténcia granulosa e coloragdo esverdeada. O local de
rompimento do abscesso cicatriza rapidamente apds a drenagem do pus, devido a
acao de um tecido de granulacao que reconstitui os tecidos (SIQUEIRA, 1940).

Diante disso, possivelmente as alteracbes locais observadas no Grupo
Experimental e Grupo Controle Il, sdo resultantes da resposta inflamatéria
estimulada pelos adjuvantes empregados no processo de imunizacdo, como
observado por Ferreira (2013) com a peconha de Tityus serrulatus, que detectou a
formacdo de abscessos no local de inoculacdo do adjuvante de Freund
independentemente do grupo estudado, ndo detectando alteracées locais nas
inoculagbes reforgos sem adjuvantes. Os abcessos rigidos formados no local de
inoculagao do AlF permaneceram até o final do periodo experimental. Ferreira Junior
(2009), observou estruturas semelhantes em ovinos inoculados com 0 mesmo
adjuvante, formando estes abcessos fibroticos.

Assim, a formacdo dos abscessos pode ser atribuida a acédo inflamatéria

promovida pelos adjuvantes. Além disso, devido a baixa capacidade imunogénica e
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elevada toxicidade da peconha crotalica (STOCKER et al.,1990; SILVA, 2009), e
com vistas empregar protocolos de baixas doses de antigeno e baixos volumes
aplicados, utiliza-se adjuvantes para potencializar a resposta imune de memoria
persistente, (BRUNI, 2008; WAGHMARE et al., 2009). Desta forma, neste trabalho, a
utilizagdo dos adjuvantes permitiu intensificar e prolongar a resposta imune ao
antigeno, pois os adjuvantes de Freund induzem uma resposta imune do tipo MHC
de classe Il causando reacdo inflamatéria local, ocorrendo a ativacdo dos
mecanismos de imunidade especifica ao estabelecer um processo inflamatério
durante a imunizagdo (RESENDE et al., 2004), levando a picos de neutréfilos
quando empregado (FERREIRA, 2013).

Neste trabalho, ndo foram observadas alteracdes sistémicas nos ovinos do
imunizados com o antigeno (peconha de Crotalus spp.). Esses dados corroboram
com achados de Ferreira-Junio et al. (2006), nos quais ovinos hiperimunizados com
a peconha de C. d. terrificus nao apresentaram alteracoes sistémicas, debilidade ou
deficiéncia nutricional provocada pela peconha. Todavia, segundo Ferreira (2013), os
ovinos hiperimunizados com a pec¢onha de Tityus serrulatus para a producao de soro
antiescorpiénico (FERREIRA, 2013) apresentaram alteragcdes clinicas como
taquicardia, taquipneia, elevacao da temperatura corporal, hipomotilidade ruminal e
aumento de secrecdo traqueal verificadas em alguns momentos, sugerindo que
estas seriam provocadas pela pegonha.

Bovinos e bubalinos experimentalmente envenenados com a pegonha de C. d.
terrificus apresentaram alteracdes sistémicas como: arrastar pingas no solo, apatia
(cabeca baixa), letargia, edemaciacéo no local da inoculacao, dispneia, diminuicéo
do ténus da lingua (facilitando sua exteriorizacéo ou dificultando seu recolhimento),
sialorreia (escoamento de saliva para fora da boca causada por paralisia facial),
movimentos de pedalagem, protusdo do esfincter anal, acentuada paralisia dos
musculos da face e ptose palpebral (LAGO et al, 2000; GRACA et al., 2008;
BARBOSA et al., 2011).

Empeconhamentos experimentais em ovinos com doses letais das pegonhas
de Bothrops jararaca, Bothrops moojeni e Bothropoides neuwiedi, provocaram sinais
clinicos como: pelos arrepiados, dor, aumento de volume no local de inoculacao se

estendendo até a porcdo ventral do pescoco causado por hemorragia, apatia,
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sonoléncia, falta de apetite, agitacao, contracbes abdominais, salivagdo moderada,
mucosas palidas e aumento da frequéncia cardiaca, fezes com sangue, discretos
tremores musculares nos membros posteriores, fraqueza, desequilibrio, queda e
morte. Contudo, nenhum destes sinais foram observados no presente trabalho.
(TOKARNIA et al., 2008; DIEFENBACH et al., 2012).

Estes fatos demonstram que a peconha de Crotalus spp. nas doses
empregadas foram adequadas para a hiperimunizacdo dos ovinos sem ao mesmo

tempo causar qualquer efeito téxico nos animais soro produtores.
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Figura 02. Avaliacdo clinica dos efeitos locais ocorridos durante os primeiros sete
dias do protocolo de imunizagdo. O Grupo Controle | (A e B), inoculado com Solucao
Salina 0,85% nao apresentaram alteragdes no local da Inoculagao. Grupo Controle |
(C e D), inoculado com Adjuvante Completo de Freund e com Solugéo Salina 0,85%,
apresentaram formacao de abscessos; Grupo Experimental (E e F), inoculado com
200 pg de proteina da pegonha de Crotalus spp. diluida com Adjuvante Completo de
Freund e Solugao Salina 0,85%, demonstra o inicio da formagao do abscessos como
alopecia.

. Solucéo sali

A
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Figura 03. Observacdo clinica dos efeitos locais ocorridos nos ovinos do Grupo
Experimenta inoculado com 200 pg de proteina da peconha de Crotalus spp. diluida
em Solugédo Salina 0,85% e emulsificada com Adjuvante Completo de Freund.
Formacao de abscessos como alopecia sete dias ap6s a primeira inoculagéo (A).
Quinze dias ap0s a inoculacdo, houve o rompimento natural dos abscessos com o
extravasamento de material purulento de consisténcia pastosa e coloragdo amarela
esverdeada (B e C); Detalhe da lesdo apds rompimento do abscesso e remogao do
material resultante do processo inflamatorio (D).
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5.4 VERIFICACAO DOS NIVEIS DE ANTICORPOS IgG ESPECIFICOS A
PECONHA DE CROTALUS SPP. POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O protocolo de imunizacdo depende da toxicidade e da imunogenicidade da
peconha, do modelo animal utilizado e da qualidade da resposta imune do animal
(CHIPPAUX & GOYFFON, 1991). Ao utilizar doses de antigeno (200 ug de proteina)
para a imunizagao dos ovinos no presente trabalho, foram obtidos elevados titulos
de IgG especifico a pegconha de Crotalus spp. (Figuras 04 e 05).

A curva da cinética da producdo de anticorpos de classe IgG do Grupo
Experimental demonstrando que houve um aumento acentuado do titulo de
anticorpos na resposta primaria, a qual foi muito baixa. Logo ap6s a primeira dose
reforco (T;) verificou-se elevados titulos de anticorpos especificos a peconha de
Crotalus spp., a partir do 142 dia, denominado de Tempo T4 cuja D.O. média é
superior a 0,700. Esta resposta secundaria foi mantida pelas demais doses reforco,
havendo um aumento progressivo dos titulos de IgG no intervalo entre o0 142 e o0 90°
dia, atingindo a titulacdo maxima no Tempo amostral Ti2, cuja DO média foi de
1,120, evidenciando o aumento da especificidade a peconha de Crotalus spp. ao
longo do processo de hiperimunizagdo. Ap6s o Ti20, a cinética da producao destes
anticorpos passa a ter uma linearidade descendente até o 180° dia. Em
contraposicao, e como ja esperado, nos Grupo Controle | e Grupo Controle Il os
titulos de 1I9G permaneceram baixos, sem diferenca significativa (Figura 04 e 06).

A cinética da producéao de anticorpos de classe IgG especifica a peconha de
Crotalus spp., foi parcialmente semelhante entre os ovinos do Grupo Experimental
devido a variacdes nas respostas individuais, com destaque para os animais de n®
278 que apresentou maior titulo de IgG na Hiperimunizacao (D.O. 1,212), e o de n®
277 apresentou os maiores titulos de IgG na Imunizacédo de Base (D.O. 1,203). Em
contraposicao o animal de n? 273 apresentou uma cinética oscilante do restante do
grupo (Figura 05).

As analises de variancia mostraram diferengas estatisticamente significativas
entre os tratamentos empregados (p = 0,00000000105), utilizando o teste t para

comparar 0s niveis de anticorpos entre os grupos estudados, estes foram

Resultados e Discussio




62

considerados estatisticamente significantes (p < 0,05). Entre o Grupo Experimental e
o Grupo Controle | (p = 0,0000559), entre o Grupo Experimental e o Grupo Controle
II (p = 0,0000543) e entre o Grupo Controle | e o Grupo Controle Il (p =
0,711169734). Essas diferencas observadas provavelmente ocorreram em fungdo do
tratamento empregado para imunizagao dos ovinos.

A cinética da producao inicial de anticorpos IgG especificos a pegonha
crotdlica foi semelhante ao verificado por Dos Santos et al. (1988), na qual
camundongos imunizados com PLA, e a peconha bruta de C. d. terrificus
apresentaram elevados titulos de anticorpos a partir do décimo quinto dia da
imunizacdo, permanecendo semelhante até o término de periodo experimental.
Elevados titulos de 1gG também foram obtidos por Beghini et al. (2008) em antissoro
produzido em coelhos imunizados contra a crotapotina, a subunidade acida do
complexo crotoxina que é a toxina em maior quantidade e maior toxicidade da
peconha de C. d. cascavella.

Dos Santos et al. (1988) demonstraram que a resposta imune contra a PLA;
da peconha de C. d. terrificus € consideravelmente maior quando o antigeno é
combinado a um adjuvante na mistura antigénica, seja emulsificado com o Adjuvante
Completo de Freund ou misturado a suspencédo de Hidréxido de Aluminio. Ovinos
hiperimunizados com a peconha de Tityus serrulatus utilizando os mesmos
adjuvantes empregados neste trabalho também apresentaram elevados titulos de
anticorpos (FERREIRA, 2013), possivelmente devido a resposta imune de memoria
desencadeada pela reacao inflamatéria local promovida pelo adjuvante de Freund
(RESENDE et al., 2004), o qual é capaz de modular positivamente a producao de
anticorpos, havendo um significativo aumento no titulo de anticorpos apés a
segunda e terceira inoculacdo (CRIBBS et al., 2003), devido a resposta imunolégica
secundaria estimulada pelas demais imunizacdes, a qual € mais rapida e mais
vigorosa que a resposta primaria ao antigeno e os anticorpos sintetizados se ligam
ao antigeno com uma afinidade muito maior, podendo ser retido por mais de 2 anos
apos a primeira inoculacao (STEINER & EISEN, 1966).

Ferreira (2013), também verificou a ocorréncia de diferencas individuais na
producdo de anticorpos durante a producdo de soro antiescorpidnico em ovinos
hiperimunizados com a peconha de Tityus serrulatus, onde alguns individuos
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respondem de maneira mais satisfatéria do que outros. Variagdes individuais na
producédo de anticorpos anti-Bothrops asper também foram constatadas na resposta
imune humoral de cavalos soro produtores, os quais apresentaram similaridades
entre eles nos dois primeiros tergos do calendario de imunizagédo (GUTIERREZ et
al., 1988), diferente do observado no presente trabalho no qual os achados
demonstram respostas similares nos dois ultimos tercos.

Ovinos imunizados com peconha de C. d. terrificus com doses crescentes que
variaram de 500 pg a 2 mg em um unico grupo de animais, sem padronizagao da
Imunizagédo de Base e Hiperimunizagao, apresentaram D.O. média maxima inferior a
0,180 (FERREIRA JUNIOR, 2005). Em contraposicdo, o presente trabalho
demonstra que para obter uma boa producéao de IgG é desnecessario a aplicacao de
elevadas doses de antigeno (peconha). Isto se deve a alta toxicidade da peconha
crotalica que em quantidade inadequada resulta em uma estimulacao ineficiente do
sistema imunolégico (DOS SANTOS et al.,, 1988). O emprego de altas doses de
antigeno para imunizacao atrasa a alteracao na afinidade dos anticorpos secretados
podendo cessar a producao de anticorpos até que os niveis de antigeno diminuam,
pois mesmo as células de baixa afinidade que normalmente sdo estimuladas no
periodo inicial apdés a imunizacao que € quando os niveis de antigénio sao elevados,
deixam de responder (STEINER & EISEN, 1966).

Desta forma, o protocolo empregado no presente trabalho foi extremamente
importante para a obtencdo de um soro hiperimune com elevados niveis de
anticorpos IgG especificos a peconha de Crotalus spp. Assim, verifica-se que o
cronograma de imunizagdo combinado aos adjuvantes utilizados, as baixas doses
de antigeno empregadas, bem como a escolha do animal soro produtor,
favoreceram a uma maior eficiéncia no processo de hiperimunizagdo, uma vez que o
efeito da estimulagdo antigénica repetida foi maximizado pela abundante sintese de
anticorpos especificos de alta afinidade na resposta secundaria.
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Figura 04. Cinética de producado de anticorpos da Classe IgG nos ovinos ao longo
de 180 dias. Grupo Experimental (n = 6) inoculado com peconha de Crotalus spp. €
adjuvantes; Grupo Controle | (n = 2) inoculado com adjuvantes e solucao salina e
Grupo Controle Il (n = 2) inoculado com solucdo salina. Ensaio padronizado
utilizando 0,25 g de proteina, soro (1:500) e anticorpo de coelho anti-lgG de ovino
marcado com peroxidase (1:20.000), densidade 6ptica (D.O.) 450-655 nm.
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Figura 05. Cinética de producéo de anticorpos séricos da Classe IgG dos ovinos do
Grupo Experimental. Os animais foram imunizados com 200 pg de proteina da
peconha de Crotalus spp. na Imunizagao de Base (Ty a Tgp) € com 400 g (105° dia)
e 200 pg (112°, 114° e 116° dia) de proteina na Hiperimunizacdo. Ensaio
padronizado utilizando 0,25 ug de proteina, soro (1:500) e anticorpo anti-IgG de
ovinos marcado com peroxidase (1:20.000), densidade 6ptica (D.O.) 450-655 nm.
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Figura 06. Cinética de producéo de anticorpos séricos da Classe IgG dos Controles.
Controle | — animais 274 e 280 inoculados com 1 ml de solu¢do salina 0,85%.
Controle Il — animais 275 e 279 inoculados com 500 ul de solucdo salina 0,85%
emulsificada com 500 pul de ACF no Ty, AIF no T7; e na primeira inoculagdo do
protocolo de Hiperimunizacdo (105° dia), e com 1 ml de solucao salina 0,85% nas
demais datas conforme o Protocolo de Imunizagdo para produgdo do soro anti-
peconha de Crotalus spp. Ensaio padronizado utilizando 0,25 ug de proteina, soro
(1:500) e anticorpo anti-lgG de ovinos marcado com peroxidase (1:20.000),
densidade éptica (D.O.) 450-655 nm.
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5.5 VERIFICACAO DA ESPECIFICIDADE DO SORO MONOVALENTE
ANTIPEGCONHA DE CROTALUS SPP. POR WESTERN BLOTTING

Desenvolver uma resposta de anticorpos efetivos para reconhecer e
neutralizar as proteinas toxicas da peconha é fundamental na producdo de soros
antipeconhentos (LEON et al., 2011). A analise por Western blotting demonstrou que
0s anticorpos presentes no soro monovalente antipeconha de Crotalus spp. foi capaz
de reconhecer e se ligar a todos os componentes da pegconha, com maior ou menor
intensidade, a partir do 14° dia (Figura 07). Como esperado, apds a hiperimunizagao
(T120) houve uma abundante sintese de anticorpo na resposta secundaria, porém
ainda com elevados titulos de anticorpos, observada nos tempos Tiso € Tigo.
Contudo, o soro hiperimune coletado um més apds a hiperimunizacao (T1sp)
apresentou reatividade superior a todos os tempos de coleta (Figura 07). O Controle
| e Controle Il ndo reconheceram nenhum componente da peconha (Figura 08 A e
B).

Anticorpos sintetizados apds a resposta primaria ao antigeno ja apresenta
elevada afinidade de ligagdo ao antigeno, a qual aumenta gradualmente apés as
imunizacoes, aproximando-se de um platdé muitas semanas apds a imunizagao, de
modo que nao existe mais uma discrepancia entre a afinidade dos anticorpos
secretados e do soro (STEINER & EISEN, 1966). Neste sentido, os anticorpos
secretados apds a segunda inoculacdo, presentes nos soros coletados a partir do
T14, j& apresentavam elevada afinidade relativa de ligacdo ao antigeno. Além disso,
a estimulacao antigénica repetida empregada tanto na Imunizagcdo de Base foi
maximizada pela Hiperimunizagdo, induzindo a sintese de anticorpos de alta
afinidade na ligacdo antigeno/anticorpo, como pode ser observado na Figura 07,
com destaque para o tempo T1sp.

E mister destacar que a capacidade do anticorpo para reagir com os
determinantes antigénicos é reflexo tanto de sua concentracdo quanto de sua
afinidade de ligacdo, uma vez que alteragdes em pelo meno um destes dois fatores
desempenha um papel importante na amplificacao da atividade total do anticorpo no

momento em que 0s niveis de anticorpos podem estar diminuindo (STEINER &
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EISEN, 1966). Isto explica a superioridade de reagdo observada no soro do Tiso,
quando a sintese de anticorpos apresentava tendéncia decrescente, em detrimento
dos outros tempos amostrais. Além disso, a tendéncia para formar agregados
estaveis de antigeno e anticorpo (STEINER & EISEN, 1966), demonstrou que
possivelmente os anticorpos do T1s50 S40 0S que apresentaram maior avidez.

Estudos afirmam que o soro fabricado pelo Instituto Butantan reconhece as
proteinas das peconhas das subespécies de Crotalus brasileiras, a saber: C. d.
terrificus, C. d. collilineatus, C. d. cascavela e C. d. marajoensis, além das fracoes
purificadas de crotoxina e da PLA, (GUIDOLIN et al, 2013). Entretanto, Biondi
(2009), demonstrou que o soro do Instituto Butantan reconhece fracamente poucos
componentes da peconha de Crotalus spp. de diversas localidades do Estado da
Bahia, apontando a capacidade deste soro em neutralizar parcialmente a peconha
crotalica desta regido como a principal causa do elevado numero de ébitos e de
sequelas permanentes observados nos acidentes crotalicos no Estado. Assim, ao
utilizar a peconha de espécimes de Crotalus spp. do Estado da Bahia, com
rastreabilidade conforme orientagdes da OMS, permitiu a producao de soro contendo
altos niveis de anticorpos e elevada especificidade ao antégeno.

Boldrini-Franca et al., (2010) apontaram a presenca de proteinas com massas
moleculares acima de 14 kDa e estruturas similares nas peconhas de C. d. terrificus,
C. d. colillineatus e C. d. cascavella, correspondendo a subunidade basica da
crotoxina, a fosfolipase A2 (PLA2), um importante componente téxico da peconha
crotdlica. Aparentemente houve um fraco imunorreconhecimento da PLA; pelos
anticorpos contidos no soro antipeconha de Crotalus spp, possivelmente devido a
forma de interagcdo das moléculas de anticorpo aos determinantes antigénicos da
toxina (STEINER & EISEN, 1966), uma vez que ao avaliar a capacidade
neutralizante do soro, 0 mesmo neutralizou totalmente a atividade de letalidade da
peconha. A neutralizagdo da PLA; resulta da ligagdo dos anticorpos a sua
subunidade catalitica impedindo a ligacao do calcio, resultando numa perda da
atividade da fosfolipase e consequentemente a inibicdo da catalise enzimatica,
porém nao ocorre a formacdo de um imunoprecipitado através do bloqueio da
ligacdo da PLA, a micelas ou membranas bioldgicas (FATIMA & FATAH, 2014;
CHOUMET et al., 1989).
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Alguns componentes das peconhas costumam ser imunodepletadas
eficazmente pelos antissoros, tais como as metaloproteinases, as L-amino4cidos
oxidases e as proteinas semelhantes a lectina tipo C. Contudo, as desintegrinas,
PLA.s, serinoprotease, dentre outras, apresentam um grau variavel de
imunorreatividade (GUTIERREZ et al., 2014). A fraca imunorreatividade é oriunda da
forma de apresentacdo da toxina ao sistema imunolégico (LEON et al., 2011) e/ou da
sua baixa imunogenicidade quando comparada a componentes maiores da peconha,
apresentando um padrdo de imunorreconhecimento parcial (GUTIERREZ et al.,
2014).

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com Gutiérrez et al.
(2014), que demonstraram que o soro antiofidico polivalente manufaturado pelo
Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica, apresenta uma fraca afinidade aos peptideos
vasoativos, crotamina, crotoxina, inibidor do tipo Kazal e PI-SVMP da peconha de B.
atrox devido ou a auséncia de algumas destas toxinas na mistura antigénica de
imunizagdo e a ndo imunogenicidade de alguns componentes devido a sua baixa
massa molecular. Além disso, os autores destacam que a ocorréncia de variagao
intraespecifica da pegonha entre metapopulacdes reflete na imunorreatividade de
componentes de peconhas que sofrem alteragdes ontogenéticas significativas. Este
fato traz a luz a necessidade de desenvolvimento de uma nova soroterapia
regionalizada para o Estado da Bahia, uma vez que, como demonstrado por Biondi
(2009), os soros atualmente distribuidos pela Secretaria de Saude do Estado da
Bahia para neutralizar os agravos causados por Crotalus spp. apresentam baixa

imunorreatividade contra os componentes desta peconha.
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Figura 07. Reconhecimento das diferentes fracbes da peconha de Crotalus spp.
pelo soro monovalente antipegonha de Crotalus spp. Ensaio de Western blotting
aplicando 30 pg de proteina da pegonha em condi¢des redutoras em cada coluna.
Pool do soro nos tempos To, T7, T14, T21, T23, T45, Tao, Tgo, T120, T150 e T130 (1 2500),
e como anticorpo secundario IgG de coelho anti-lgG de ovino conjugado com
peroxidase (1:5.000). Tempo de exposi¢ao: 3 minutos. (P) perfil proteico da pe¢conha
de Crotalus spp. em gel de poliacrilamida 15% corado com Coomassie Blue. (MM)
marcador de massa molecular: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa.
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Figura 08. Avaliacdo da reatividade antigénica pelo ensaio de Western blotting do
pool dos soros do Controle | (A) e do Controle Il (B) nos tempos To, T7, T14, T21, Tas,
T45, Teo, Tgo, T120, T15o e T130 na dI|UIgéO de 1/2500, utilizando como anticorpo
secundario IgG de coelho anti-IgG de ovino conjugado com peroxidase (1/5.000); e
30ug de proteina de Crotalus spp. em cada coluna. Tempo de exposicao: 5 minutos.
(C+) pool de soro monovalente anti-pegonha de Crotalus spp. do Tys utilizado como
controle. (P) perfil proteico da peconha de Crotalus spp. em gel de eletroforese de
poliacrilamida com SDS 15% corado com Coomassie Blue. (MM) marcador de
massa molecular: 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa.
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5.6 ANALISE DA CAPACIDADE DOS POOLS DE SORO ANTICROTALICO
MONOVALENTE DOS TEMPOS Tgo E Tigo (50 pL E 200 puL) EM NEUTRALIZAR A
ATIVIDADE DE LETALIDADE DA PECONHA DE Crotalus spp. (3 DLso)

Nos experimentos com pools de soro anticrotalico monovalente dos tempos
de 90 dias (Tgo) € de 180 dias (T1g0), todos os procedimentos foram realizados no
mesmo dia com vistas a utilizacdo dos mesmos grupos controles, e
consequentemente, o uso do menor numero possivel de camundongos, haja vista o
sofrimento provocado pelos efeitos fisiopatoldégicos causados por estas toxinas
(BIONDI, 2009). A dose de letalidade média (DLsp) da pegonha de Crotalus spp.,
previamente determinada foi igual a 50 pg/kg pela via intraperitoneal.

Nao houve registro de 6bitos nos Grupos Experimentais demonstrando que o
soro monovalente anticrotalico, em ambas as doses utilizadas (50 uL e 200 pL),
neutralizou em 100% a atividade de letalidade da peconha (Tabela 01), bem como
qualquer sintoma aparente de empegonhamento. Semelhantemente a esses grupos,
os animais do Controle Negativo, como esperado, mantiveram-se sadios durante
todo o periodo experimental. Em contrapartida, os animais do Controle Positivo,
inoculados com 3 DLs (3 ug), exibiram os primeiros sinais de empeconhamento
cinco minutos apés a inoculacao. Inicialmente os animais permaneceram agregados
em um unico local na caixa e seus pelos arrepiados, em seguida desenvolveram
sintomas de prostracdo, dificuldade respiratéria devido ao comprometimento da
funcéo respiratéria causado pela acao toxica da peconha crotalica, agitacéo, e por
fim, tremores semelhantes a ataque epilético evoluindo instantaneamente para o
Obito, conforme observado por Biondi (2009). Todos os Obitos ocorreram em um
intervalo de quatro a nove horas apds a inoculagdo da dose desafio, demonstrando
uma letalidade acima de 65% do plantel (Tabela 01). Estes dados corroboram com
Cruz et al. (2008), que demonstram através de estudos experimentais com a
peconha de C. d. terrificus que a maioria dos Obitos ocorrem nas primeiras seis
horas apés a inoculacao.
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Tabela 01. Determinacdo da capacidade neutralizante do soro anticrotalico
hiperimune dos tempos Tgy € T1go contra a peconha de Crotalus sp. Camundongos
Swiss (18-22 g) foram inoculados pela via intraperitoneal com 500 ul de solucao
contendo doses variaveis de 50 pl ou 200 pl de soro - tempo Tgo (Experimental | e 1)
e do tempo Tig0 (Experimental Il e IV) - previamente incubado com 3 DLsy da
peconha de Crotalus spp., a 37°C durante 30 minutos.

Morte Sobrevivéncia

N. N.
Controle Positivo 4 66,7 2 33,3
Experimental | (Tg) 50 0 0 6 100
Experimental Il (Tg) 200 0 0 6 100
Experimental Il (T1g) 50 0 0 6 100
Experimental IV (T+g) 200 0 0 6 100
Controle Negativo 0 0 0 6 100
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A inibicao da atividade de letalidade da peconha crotélica esta intimamente
relacionada com a neutralizagdo da PLA,, pois essa toxina desempenha um papel
fundamental na inducdo da letalidade da peconha (CHOUMET et al., 1989; DOS
SANTOS et al., 1988). Esta subunidade da crotoxina foi eficientemente neutralizada
tanto pelo soro anticrotalico quanto pelo soro antifosfolipase A, preparado com a
peconha bruta e com a PLA, purificada de C. d. terrificus, respectivamente (DOS
SANTOS et al., 1989; DA SILVA & BIER, 1982). Possivelmente a PLA, presente na
peconha de Crotalus spp. foi satisfatoriamente neutralizada pelo soro antipeconha
de Crotalus spp., através da ligacao dos anticorpos a subunidade catalitica desta
toxina no teste in vivo (CHOUMET et al., 1989).

Nao foram observadas alteragdes no local de inoculacdo pela via
intraperitoneal. Quando inoculada pela via intraplantar, a peconha de Crotalus spp.
causa edema local (BIONDI, 2009). Em caes os acidentes crotalicos apresentam
discreto edema local nas primeiras horas, o qual desaparece apds seis horas da
inoculagdo da pegonha (DOS SANTOS et al, 2013). Em humanos, os acidentes
crotalicos nao apresentam alteracdes aparentes no local da picada (AMARAL,
MAGALHAES, REZENDE, 1991; MS, 2001), este é um dos aspectos divergentes
entre a patologia dos acidentes crotalicos no Brasil e na América do Norte
(TOKARNIA et al., 2014). Verifica-se entdao a ocorréncia de semelhangas entre a
peconha de Crotalus spp. € a peconha das cascavéis da América do Norte e da
América Central.

A auséncia de qualquer sintoma aparente de comprometimento respiratorio
nos camundongos dos Grupos Experimentais inoculados com diferentes doses de
soro anticrotalico monovalente (50 ul e 200 pl), colhido ap6s a imunizacao de base
(pool de 90 dias) e ap6s a hiperimunizacao (pool de 180 dias), pré-incubado com 3
DLso, permite afirmar que o soro anticrotalico monovalente neutralizou esta fragéo
neurotoxica da peconha. Por outro lado, o Controle Positivo apresentou intensa
dificuldade respiratéria resultante do comprometimento da funcado respiratéria
causado pela agao téxica da peconha crotdlica, e reportada na literatura como uma
complicacdo raramente observada nos acidentes por cascavéis (AMARAL,
MAGALHAES, REZENDE, 1991; BROOKS et al., 2002). Entretanto, para a peconha
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de Crotalus spp., este € um dos primeiros sinais de gravidade do empegonhamento
em condicdes experimentais (BIONDI, 2009).

O comprometimento da funcdo respiratéria € uma patologia associada a
neurotoxicidade promovida pela crotoxina (CALVETE et al, 2010), fracdo da
peconha crotalica que causa paralisia dos musculos respiratorios (Vital Brazil et al.,
1973; AMARAL, MAGALHAES, REZENDE, 1991; RODRIGUEZ-ACOSTA et al,
1995) por sua agao pré-sinaptica, atuando nas terminagdes nervosas inibindo a
liberacdo de acetilcolina, sendo responsavel pelo bloqueio neuromuscular do qual
decorrem as paralisias motoras e a insuficiéncia respiratéria aguda apresentada
pelos pacientes picados pela cascavel sul-americana (AMARAL, MAGALHAES,
REZENDE, 1991; AZEVEDO-MARQUES, CUPO, HERING, 2003), uma das
principais causas de morte nos acidentes crotalicos (TOKARNIA & PEIXOTO, 2006).
Desta forma, o Controle Positivo foi acometido da complicacao respiratéria resultante
da acéao da crotoxina presente na peconha de Crotalus spp.

Outras complicacées como taquipnéia, movimentos respiratérios superficiais,
uso da musculatura acessoria da respiracdo, batimento das aletas nasais,
dificuldade respiratéria intensa, apneia e parada respiratoria, podem levar a
insuficiéncia respiratéria aguda (IRA) e ao Obito (AMARAL, MAGALHAES,
REZENDE, 1991; RODRIGUEZ-ACOSTA et al., 1998).

Pacientes vitimas de empeconhamento por viperideos apresentam elevadas
concentracdes plasmaticas de C3a, C4a, C5a e outros mediadores inflamatorios,
evidenciando ativagdo do sistema complemento (STONE et al., 2013; FRANK &
FRIES, 1991). Proteases das peconhas de serpentes da familia Crotalidae também
exercem influéncia sobre o sistema de complemento. Da peconha de Crotalus atrox,
foram isoladas proteases capazes de gerar anafilatoxinas C3a e C5a a partir de C3 e
C5, respectivamente (MAN & MINTA, 1977), e também proteina C3-like que depleta
a via alternativa. Estudos com a peconha da serpente Trimeresurus flavovirides,
demonstraram sua alta capacidade para ativar a via alternativa do complemento
(YAMAMOTO et al., 2002). Posteriormente ficou caracterizado que se tratava de
uma serinoprotease, a “flavoxobin” que cliva a molécula de C3 em dois fragmentos,

levando a ativacao da cascata do complemento.
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As proteinas do complemento opsonizam ou lisam as células, e a liberacao de
anafilotoxinas contribue para a inflamacao (CARROLL & SIM, 2011). H& de se
considerar que muitos dos efeitos precedentes de anafilotoxina C3a séo
consistentes com o empegonhamento por Viperideos; assim é razoavel hipotetizar
que alguns dos peptideos encontrados na peconha de Crotalus spp. imitam ou
provoque a acao de anafilotoxinas C3a (HIGUCHI et al., 2006; BIONDI, 2009).

Além da ativacao do sistema de complemento, peconhas levam a ativacao e
degranulacdo de mastocitos e inducdao da liberacdo de mediadores inflamatérios
(STONE et al., 2013, como carboxipeptidase A e possivelmente outras proteases
capazes de degradar os componentes da peconha. Desta forma, a resposta imune
inata contribui significativamente para minimizar a patologia desencadeada pelas
toxinas presentes na peconha (METZ et al., 2006).

Diante disso, a degranulacdo de mastdcitos exerce um efeito protetor contra a
peconha crotalica, aumentando a resisténcia inata do hospedeiro a sua toxicidade,
através da acao de proteases presentes em seus granulos citoplasmaticos capazes
de reduzir a quantidade de toxinas na cavidade intraperitoneal, reduzindo
acentuadamente a patologia local, a toxicidade sistémica e sua letalidade (METZ et
al.,, 2006). Este fato pode explicar a sobrevivéncia de alguns animais do Grupo
Controle Positivo, que ndo foram a 6bito mesmo apds apresentar claros sinais de
grave empegonhamento.

Neste sentido, a perspectiva de estudar o envolvimento do sistema
complemento no empeconhamento por Crotalus spp., pode ser uma das linhas
possiveis para se chegar ao entendimento do processo inflamatério desencadeado e
ao desenvolvimento de uma estratégia terapéutica mais efetiva. Além disso, as
possiveis toxinas presentes na peconha com agao sobre o sistema complemento,
depois de isoladas e caracterizadas, poderdo ser importantes ferramentas para o
estudo do sistema de complemento e de processos patolégicos no qual o0 mesmo
esteja envolvido.

Outro dado que diverge a fisiopatologia preconizada na literatura para os
acidentes crotalicos e a causada pela peconha de Crotalus spp no Estado da Bahia,
€ a auséncia de sinais de rabdomiolise no Controle Positivo, tanto os que foram a

Obito quanto os que permaneceram em observacdo por 96 horas, e nos Grupos
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Experimentais, pois a coloracdo da urina permaneceu inalterada (Figura 09),
semelhante ao Grupo Controle Negativo. Resultados semelhantes também
demonstrado por Biondi (2009). Nao foi verificada a atividade miotoxica responsavel
pelo lesionamento das fibras musculares esqueléticas que levam a liberacdo de
enzimas e mioglobina no sangue (rabdomidlise) e sua posterior excrecao na urina,
que passa a apresentar uma tonalidade avermelhada ou marrom (mioglobindria)
(AZEVEDO-MARQUES, CUPO, HERING, 2003).

A analise macroscopica dos animais dos Grupos Experimentais inoculados
com o soro anticrotalico monovalente em ambas as doses empregadas, demonstrou
gue o soro nao bloqueou o sequestro parcial do liquido peritoneal (Figura 09 D) e a
retencao urinaria causada pela peconha (Figuras 09 B e C). Estes dados concordam
com Biondi (2009), que observou efeitos semelhantes ao avaliar a capacidade
neutralizante do soro monovalente anticrotalico fabricado pelo Instituto Butantan
frente a atividade de letalidade da pegonha de Crotalus spp., utilizando as mesmas
doses aqui empregadas.

E importante ressaltar que no Brasil, a ocorréncia de rabdomidlise ¢ atribuida
aos acidentes crotdlicos como um dos primeiros sintomas apresentados
(MAGALHAES et al.,, 1986; AZEVEDO-MARQUES et al, 1990; GABOW et al.,
1982), porém raramente causa insuficiéncia renal (MH, 2014). Este fato sugere que
deve haver outra via de faléncia renal provocada pelos acidentes crotalicos no
Estado da Bahia. Nos acidentes ofidicos na Australia, os danos renais geralmente
sdo secundarios a hemolise ou microangiopatia tromboética (MH, 2014).
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Figura 09. Andlise macroscépica da capacidade do soro ovino monovalente
anticrotalico na dose de 50 pl em neutralizar a atividade de letalidade da peconha de
Crotalus spp. Grupo Controle Negativo (A), bexiga com volume normal e urina com
coloragao inalterada; Grupo Experimental | - soro do tempo Ty dias (B) e Grupo
Experimental Il - soro do tempo Tigp dias (C) - auséncia de sinal de rabdomidlise e
retencdo urindria com manutencdo da coloracdo da urina inalterada. Controle
Positivo (D) intumescimento do periténio pelo sequestro do liquido peritoneal.
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A andlise histopatolégica do parénquima pulmonar dos camundongos dos
Grupos Experimentais demonstrou que ambas as doses do soro monovalente
anticrotalico (50 pl e 200 pl) ndo bloquearam o infiltrado inflamatério e o
espessamento dos septos alveolares (Figura 10). Estas alteracbes também foram
verificadas no Controle Positivo, porém de forma mais agressiva e com pontos de
hemorragia (BIONDI, 2009).

Dentre as alteragdes histologicas induzidas pela peconha de C. d. terrificus no
tecido pulmonar, esta o aumento de células polimorfonucleares e de hemorragia
difusa no parénquima pulmonar por acdo da PLA,, além de edema perivascular,
células mononucleares e polimorfonucleares nos compartimentos peribronquial e no
parénquima alveolar, retornando as fungcdées normais 24 horas apds a inoculacao
(NONAKA et al, 2008). A regressdao a normalidade das funcdes pulmonares
observada por estes autores pode explicar a sobrevivéncia dos animais do Grupo
Controle Positivo, os quais apresentaram severa dificuldade respiratéria nas
primeiras horas apdés a inoculacao da dose desafio.

O infiltrado inflamatério pulmonar induzido pela peconha de peixes Scorpaena
plumieri, foi eficientemente neutralizado pelo soro poliespecifico experimentalmente
produzido com as pecgonhas dos principais peixes peconhentos do Brasil
(Thalassophryne nattereri, Scorpaena plumieri, Cathorops spixii € Potamotrygon gr.
orbygni), impedindo que injurias teciduais fossem provocadas pelas células
inflamatorias. Além disso, efeitos nas fibras musculares e na microcirculagdo como
aumento do recrutamento leucocitario, formacdo de trombo e estase venular
induzidos pela peconha de T. nattereri, C. Spixii € P. gr. orbygni também foram
neutralizados de forma dose dependente ou completamente pelo soro poliespecifico
(BRUNI, 2008).
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Figura 10. Analise histolégica do parénquima pulmonar de camundongos no teste
da capacidade do soro anticrotalico ovino monovalente na dose de 200 pl de
neutralizar a atividade de letalidade da peconha de Crotalus spp. Grupo Controle
Negativo (A), Grupo Controle Positivo (B), Grupo Experimental Il - soro do tempo Tg
(C) e Grupo Experimental IV - soro do tempo Tigo. Imagens com aumento de 40x.
Luz alveolar (seta vermelha), infiltrado inflamatério (seta amarela), hemorragia (seta
azul), septos alveolares (seta verde).

|
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Individuos picados por B. jararaca e C. d. terrificus apresentam leucocitose
com neutrofilia, linfopenia, anaeosinofilia, aumento de mucoproteinas e do tempo de
coagulacao e diminuicdo das proteinas totais, da taxa de sedimentagao de eritrocitos
e albumina e elevagao nos niveis de citocinas pro-inflamatérias como IL-1b, IL-6 e
IL-8, sugerindo que os acidentes ofidicos compartilham muitas caracteristicas de
traumas agudos (BARRAVIERA et al., 1995). O aumento nos niveis séricos de IL-6 e
principalmente de IL-8 em pacientes picados por cascavel ao longo de cinco dias,
sugere que pode haver uma importante influéncia desta citocina na patologia
pulmonar aqui verificada em camundongos inoculados com a peconha de Crotalus
spp.-

Luna (2010) verificou que quanto maior a dose de peconha menor a produgao
de IL-10 e maior liberacdo de NO, mostrando a acdo imunosupressora da peconha
crotalica. A peconha de C. d. terrificus induz a elevagao dos niveis de TNF-a, IL-6 e
IFN-y em diferentes tempos, indicando que IFN-y desempenha uma notavel fungcéo
na resposta inicial contra a pegonha crotalica e o TNF-a exerce um importante papel
na regulacao da resposta inflamatéria (CRUZ et al., 2008).

Estudos indicam que a insuficiéncia respiratéria aguda observada em
pacientes picados por C. d. terrificus pode estar relacionada ao aumento na
concentragdo de IL-8 nestes pacientes (BARRAVIERA et al, 1995). Esta citocina
atua como um fator quimiotatico e ativador de neutréfilos em regides inflamatérias,
estimulando a formagao de exsudato inflamatério rico em neutréfilos (MATSUSHIMA
et al., 1988; TERKELTAUB et al., 1991; BICKEL, 1993).

A IL-8 ¢é produzida por macrofagos alveolares, mondcitos, células endoteliais,
fibroblastos, células epiteliais e hepatécitos (BAGGIOLINI; WALZ; KUNKEL, 1989), e
expressa em resposta a IL-1, TNF-a, C5a, dentre outros, contudo nao é gerada em
resposta a IL-6, IL-2 e IFN tipo | ou Il (MATSUSHIMA et al., 1988). Sua presenca é
associada ao recrutamento macico e seletivo de neutrofilos no espago alveolar
causando um importante evento patogénico no pulmao, pois pode levar a lesdo das
células do parénquima pulmonar e a desagregacao das estruturas intersticiais.
(MATSUSHIMA et al., 1988; BAGGIOLINI; WALZ; KUNKEL, 1989). Desta forma, o
infiltrado inflamatério verificado nas andlises histopatolégicas dos camundongos

inoculados com o soro anticrotalico monovalente pré-incubado com a peconha de
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Crotalus spp., pode ser resultante da acao pro-inflamatéria da IL-8, a qual foi
liberada em resposta ao estimulo inicial.

Citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6 que recrutam células do
sistema imunoldgico estimulando sua proliferagdo e mobilizagdo para produzir mais
citocinas, criando uma cascata inflamatéria, sdo os principais responsaveis por
iniciar uma defesa potente contra patégenos exdégenos (CRUZ et al, 2008). A
presenca da IL-6 produzida por macréfagos ativados (NIJSTEN et al, 1987)
fundamenta a diminuicdo na quantidade de linfocitos (linfopenia) e o aumento do
namero de leucdcitos (leucocitose) no sangue uma vez que esta citocina é capazes
de estimular o aumento da secre¢do de hormdnios glicocorticéides pelas glandulas
adrenais e adrenocorticotropicos pela pituitaria (LUNA, DA SILVA, PEREIRA, 2011),
cujo efeito antiinflamatério e imunossupressor exercem um importante papel
regulatério no sistema imunolégico, causando a reducdo da resposta celular, da
migracao de neutrofilos e macréfagos ao lugar da inflamacgéao (PARIANTE & MILLER,
2001). Este fato pode explicar a auséncia de efeitos locais reportados na literatura
para os acidentes crotalicos.

Vitimas de acidentes ofidicos causados por Daboia russeli apresentaram
aumento nas concentracdes de triptases liberadas por mastécitos, IL-6, IL-10, TNF-
a, sTNFRI (soluble TNF receptor ) e anafilatoxinas (C3a, C4a e Cba), que
contribuem para os sintomas de empegonhamento. Apds o tratamento com o soro
polivalente estes pacientes tiveram rapido e significativo aumento das concentracdes
de IL-6, IL-10, TNF-a e sTNFRI (soluble TNF receptor [) mesmo quando nao
apresentaram reagdes de hipersensibilidade. Possivelmente, a ativacdo de
mastécitos e a indugdo da producdo de citocinas e anafilatoxinas pela pegonha
também impele as células a reagirem ao soro. Assim, as reagdes anafilaticas
ocorrem tanto em resposta aos efeitos secundarios da peconha, quanto pode estar
relacionada a qualidade das preparagdes de soro antipeconhentos disponiveis
(STONE et al., 2013), exercida pela agao depurativa do sistema complemento com
vista a manutencao da homeostasia do organismo (CARROL & SIM, 2011).

Apesar de observar hemorragias nas analises histolégicas do pulm&o no
presente trabalho, hemorragias nos 6rgaos internos sao raramente descritas para os

acidentes crotalicos no Brasil, e quando presentes ocorrem com maior frequéncia no
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sistema nervoso central (TOKARNIA & PEIXOTO, 2006). Entretanto, a peconha das
subespécies C. simus, C. d. cumanensis e C. d. ruruima (amarelo) apresentam
atividade hemorragica a qual ndo é neutralizada pelo soro anticrotalico produzido no
Instituto  Butantan (SARAIVA et al, 2002), pois alguns componentes
toxicologicamente relevantes estdo presentes em baixas concentragées, dificultando
o estimulo & uma resposta imune neutralizante adequada (LEON et al., 2011).

A analise histopatolégica dos rins também apresentou células inflamatérias e
discreto edema medular e em alguns néfrons (danos ndo mostrados) (Figura 11).
Martins et al. (1998) demonstraram que a peconha de C. d. cascavella em ratos
provocou alteragdes renais como o aumento da pressao de perfusdo e do fluxo
urinario, reducao da filtracado glomerular, do percentual de transporte tubular de
sbédio e do percentual do transporte de sédio tabulo proximal renal, local mais
afetado pelo efeito toxico da peconha crotélica.

Alteragdes como microaneurismas capilares, presenca de proteina na luz
tubular e infiltrado inflamatério foram observadas em rins de ratos expostos a
peconha de B. jararacussu (SMAAL, 2010). Em ovinos, a peconha de Bothrops
moojeni e Bothropoides neuwiedi provocou necrose de coagulacdao de células
epiteliais de tubulos contorcidos proximais e distais da cortical renal, e cilindro hialino
na luz de um tdbulo urinifero (DIEFENBACH et al., 2012).

As patologias renais observadas nos acidentes crotalicos e a partir de dados
experimentais, possivelmente estdo correlacionadas ao efeito toxico da pegonha
sobre os macréfagos (MARTINS et al., 2003). A insuficiéncia renal aguda decorrente
de agravos causados por Crotalus spp. provavelmente apresenta multiplos fatores,
seja pela acdo direta da peconha ou indiretamente pela liberacdo de mediadores
pelas células endoteliais (MARTINS et al., 1998) e por macréfagos (MARTINS et al.,
2003). Além disso, a permanéncia de componentes da peconha no organismo de
pacientes picados durante semanas, mesmo apoés a neutralizacdo do acidente com a
soroterapia, possibilita a ocorréncia de efeitos prolongados ou recorrentes que
reaparecem durante as primeiras 24 horas, fazendo necessaria a dosagem periddica
até as 36 horas seguintes ao acidente com vistas o controle completo dos sintomas
persistentes (SEIFERT et al., 1997).

Resultados e Discussio




84

Estes fatos evidenciam a necessidade de reavaliacdo das soroterapias
utilizadas para tratar estes agravos (WARRELL, 2010), tendo em vista que, mesmo
em posse de um amplo conhecimento a respeito da variabilidade das peconhas e
dos efeitos fisiopatolégicos divergentes observados pelos pacientes acidentados, os
soros distribuidos pelo Ministério da Saude nao foram revisados, tdo pouco
regionalizados como determina a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1981,
WHO, 2010).

Efeitos adversos reportados a antissoros como as reagdes de
hipersensibilidade, sdo atribuidos a presenca de contaminantes: proteinas do soro,
Fc e outros fragmentos ou agregados (MALASIT et al., 1986; BLEEKER et al., 2000),
decorrendo em 30% das vezes pelo uso de IgG em detrimentos de fragmentos F(ab)
ou F(ab)2 (THEAKSTON et al, 2003). Reacdes anafilaticas podem ser
desencadeadas pela ligacdo de alérgenos nao especificos a IgE na superficie de
mastdcitos e basdfilos, levando a ativacao e degranulacéao destas células (CARROL
& SIM, 2011).

Por fim, acredita-se que a ocorréncia do infiltrado inflamatério nos pulmdes e
rins no Controle Positivo e nos Grupos Experimentais, possivelmente se deve a
natureza do soro ovino, o qual foi utilizado em sua forma bruta contendo IgG intacta,
bem como da provavel presenca de algum contaminante, apesar de submetido a
remocao de elementos celulares. Quanto a especificidade das imunoglobulinas
produzidas em resposta aos estimulos com a peconha de Crotalus spp. em ovinos,
os dados de neutralizagdo in vivo e in vitro mostram que o soro ovino monovalente
anticrotalico neutralizou os efeitos toxicos da pegonha.

Os dados apresentados no presente trabalho permitem inferir que, o uso da
peconha de Crotalus spp. como antigeno na producao de soroterapia regionalizada
resultara no desenvolvimento de um soro anticrotalico regionalizado para o Estado
da Bahia, eficiente e seguro para tratar as vitimas de acidentes por cascavéis,
reduzindo assim, o niumero de Obitos e sequelas permanentes causados por este

agravo.
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Figura 11. Andlise histolégica do parénquima renal de camundongos no teste da
capacidade do soro ovino monovalente anticrotalico do tempo T1gp (dose de 200 pl)
de neutralizar a atividade de letalidade da peconha de Crotalus spp. Controle
Negativo (A) apresentando células em estado normal; Grupo Experimental - soro do
tempo T1gp (B), indicando a presenga de congestao (seta preta).
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6 CONCLUSAO

Ao avaliar a resposta imune de ovinos contra a peconha de Crotalus spp., foi
possivel verificar que o uso destes animais para producao de soro anticrotalico é
uma alternativa viavel, uma vez que mostraram uma eficiente resposta imune

humoral contra a mistura antigénica empregada;

A formacao de abscesso nos locais de inoculacdo possivelmente foi consequéncia
da acdo imunomoduladora dos Adjuvante Completo de Freund e Adjuvante
Incompleto de Freund. Apesar desta acao, os ovinos apresentaram boa tolerancia a
utilizacao destes adjuvantes;

O protocolo de imunizacado empregado possibilitou a obtengdo de soro monovalente
anticrotalico com elevados titulos de anticorpos e alta especificidade para a pegonha
de Crotalus spp.;

O soro ovino monovalente anticrotalico neutralizou totalmente a atividade de
letalidade e os efeitos toxicos da peconha de Crotalus spp., porém o sequestro de
liquido peritoneal e a retencdo urindria ndo foram bloqueados. Assim, sao
necessarios estudos com vistas a melhoria do antigeno a ser empregado no
processo de hiperimunizacdo para a producdo do soro anticrotalico monovalente
regionalizado para o Estado da Bahia.
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