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1. INTRODUCAO

As serpentes pertencem a Classe Reptilia, ordem Squamata e subordem
Serpentes. S&o animais vertebrados, com corpo cilindrico coberto por escamas.
N&o apresentam membros, palpebras moéveis nem ouvido externo (1,2).

Sa8o0 capazes de produzir substancias por uma glandula sero-mucosa,
inocula-las por um aparelho especializado constituido de presas modificadas que
permitem a injecdo nos tecidos animais (3).

Os venenos das serpentes sao misturas complexas, constituidas por
diferentes proteinas e peptideos biologicamente ativos. Além das variacfes que
ocorrem entre diferentes espécies, relacionam-se com a idade, sexo, tipo de
alimentacdo e selecdo genética por isolamento geografico. Pode haver
diferenciacdo entre animais da mesma espécie (4-6).

No mundo existem aproximadamente 3.000 espécies distribuidas em 465
géneros e 25 familias. No Brasil, existem cerca de 358 espécies, sendo 54
consideradas peconhentas, entre elas 27 elapideos e 27 viperideos, e 304 néo-
peconhentas (7,8).

As 54 espécies de serpentes peconhentas brasileiras encontram-se divididas
em quatro géneros: Bothrops, Crotalus, Micrurus e Lachesis. Estas serpentes sédo
responsaveis por cerca de 15 acidentes a cada 100.000 habitantes por ano.
Aproximadamente 150.000 mortes ocorrem no mundo todo anualmente, segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (9-12).

Gutiérrez et al (13) descrevem o descaso das autoridades publicas nacionais
e internacionais em relacdo ao ofidismo. Estes consideram os acidentes por
animais peconhentos o mais negligenciado problema de sadude publica do século
21.

Entre os principais géneros responsaveis pelo ofidismo no Brasil, as do
género Bothrops sdo responsaveis por 87,5% dos acidentes causados, seguida
pelas do género Crotalus, (9,2%), Lachesis (2,7%) e Micrurus (0,6%) (10).
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As serpentes do género Crotalus causam aproximadamente 2.000 acidentes
por ano, no Brasil. O veneno crotalico € composto por enzimas, toxinas e
peptideos e possui agcao neurotdxica, nefrotoxica, hemolitica e hepatotoxica (9,14).

Para o tratamento dos acidentes, sdo administrados por via parenteral soros
heterélogos monovalentes ou polivalentes produzidos a partir do processo de
hiperimunizacdo de equinos. Estes sdo considerados o Unico tratamento para 0s
envenenamentos. Entretanto, as rea¢des a soroterapia sdo originadas pela acao
de proteinas heterdlogas equinas, dando origem a reacdes de hipersensibilidade
do tipo I e lll. Em funcdo destes dados, novos processos de hiperimunizagdo e o
uso de animais alternativos vém sendo estudados por diversos pesquisadores
com o intuito de contornar esse problema (15-24).

Landon e Smith (25) citam o0s equinos como 0S principais animais
soroprodutores, porém defendem o uso de ovinos, uma vez que estes sdo
excelentes produtores de resposta imune humoral. Ainda, consideram estes
animais doceis, de facil manejo e de menor custo.

Sjostrom et al (17), comparando o soro produzido em cavalos com o obtido
em ovinos relataram que os anticorpos desenvolvidos em ovelhas mostraram-se
mais efetivos, além de apresentar maior concentracdo de anticorpos especificos.
Observou-se também que a subclasse IgGr observada nos equinos nao foi
detectada nos ovinos. Apesar desta ser uma imunoglobulina altamente protetora,
€ uma das principais causadoras de reacdes adversas quando da soroterapia em
pacientes acidentados.

Dessa maneira, 0s ovinos vém sendo empregados atualmente com
freqiéncia em processos de hiperimunizacdo e na producdo de antivenenos,
substituindo os equinos. A vantagem de seu uso esta na eficiéncia do soro
produzido sem a ocorréncia de reacdes de hipersensibilidade e no baixo custo
guando comparado com os equinos (15-25).

A minimizacdo dos custos gerados na soroproducdo também depende da
tecnologia empregada em todas as etapas envolvidas na produgcdo dos soros
antiofidicos (26-28).
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Por outro lado, com Clissa et al (29), o processo de hiperimunizagdo é
considerado altamente prejudicial, reduzindo de uma maneira geral a sobrevida do
animal. Com base nessas informagdes, estes autores utilizaram a radiacdo gama
como ferramenta destoxificante das proteinas constituintes dos venenos. Esse
processo resulta em alteracdes fisico-quimicas e estruturais inativando algumas
atividades bioldgicas destas proteinas.

A radiacdo gama € uma radiacdo eletromagnética cujas caracteristicas sdo a
alta energia associada a auséncia de massa. Possui elevado poder de penetracéo
e capacidade de promover ionizagdes e excitagdes no meio onde se propaga (30).

Classificada como uma radiacdo ionizante, atravessa qualquer tipo de
matéria removendo elétrons da camada periférica dos atomos, resultando na
formacdo de pares de ions positivos e negativos. Este tipo de radiacdo
eletromagnética pode ainda levar a uma excitacdo onde elétrons das camadas
externas dos atomos absorvem energia suficiente para atingir o estado energético
mais alto, permanecendo associados ao &tomo e emitindo energia sob a forma de
luz visivel ou ultravioleta (31).

O emprego da radiacdo gama produzida por Cobalto-60 (®°°Co) vem
demonstrando excelentes resultados na atenuacdo da toxicidade dos venenos,
sendo capaz de diminui-la, sem alterar seu potencial imunogénico (32-36).

Além do veneno, os adjuvantes de Freund também se apresentam como um
problema no processo de hiperimunizacdo de animais. Apesar de apresentarem
boa resposta quando associados aos antigenos, levam ao desenvolvimento de
diversas reacfes adversas com formacdo de granulomas, abscessos e necrose
tecidual (34-36).

Neste sentido, os pesquisadores do mundo todo procuram novos adjuvantes
para poder melhorar o nivel de resposta imunolégica e atenuar os efeitos
colaterais tanto nos humanos como nos animais. Mercuri et al (37). recentemente
descreveram um novo adjuvante denominado silica nanoestruturada SBA-15 para
0 uso em processos de hiperimunizacdo. Esta foi descrita pela primeira vez como
um adjuvante efetivo na inducdo de resposta de anticorpos. Estes autores

utiizaram a silica nanoestruturada SBA-15 como adjuvante para induzir a
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resposta imune humoral contra veneno de serpente do género Micrurus em
camundongos. Demonstraram em diferentes linhagens de camundongos 6tima
acdo adjuvante, pois promove resposta imune superior ou similar a acao do
adjuvante incompleto de Freund.

A silica ndo desenvolve reacdes no local de aplicagdo e tem excelente
propriedade ativadora de células apresentadoras de antigenos. A estrutura desta
substancia apresenta-se na forma hexagonal com poros altamente ordenados. E
sintetizada em meio acido utilizando-se como agente direcionador de estrutura um
copolimero tribloco, o poli[6xido de etileno]-poli[6xido de propileno]-poli[6xido de
etileno] [EO20PO70E020]. Este pode auto-agregar-se com espécies de silicatos
para formar essa silica porosa (37,38).

Por fim, a proposta da presente pesquisa foi dar continuidade a um estudo
gue vem se desenvolvendo em Botucatu ha alguns anos. Este busca animais
alternativos para a producdo de antivenenos, formas de atenuar estes antigenos
para amenizar o sofrimento dos animais e agora o estudo de um adjuvante recém
sintetizado. Procurou-se, portanto, estabelecer um protocolo de hiperimunizacéo
para a producdo de antivenenos.

Desta forma, o uso de ovinos jovens como alternativa de animais
soroprodutores, a irradiacdo do veneno como ferramenta destoxificante e a busca

de um novo adjuvante justificam plenamente a presente pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar o emprego da silica
nanoestruturada SBA-15 como adjuvante no processo de hiperimunizacdo de
ovinos jovens com veneno de Crotalus durissus terrificus nativo e irradiado com
®co.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar o perfil imunolégico decorrente da hiperimunizagdo dos ovinos
jovens, mediante a utilizacdo do adjuvante incompleto de Freund, hidroxido de
aluminio e silica nanoestruturada SBA-15 associados ao veneno de Crotalus
durissus terrificus em sua forma nativa ou irradiada com ®°Co, utilizando a técnica
de ensaio imunoenzimatico — ELISA;

- Avaliar a clinica dos animais antes, durante e apds o0 processo de
hiperimunizacéo e os possiveis efeitos adversos causados pelos adjuvantes e pelo
veneno crotalico;

- Comparar o crescimento e o ganho de peso dos animais entre os diferentes
grupos apos o processo de hiperimunizacao;

- Avaliar as carcacgas por meio da inspecdo sanitaria e aprovar para consumo
humano;

- Avaliar a toxicidade do veneno de Crotalus durissus terrificus utilizado no
processo de hiperimunizacdo dos ovinos jovens e no teste da capacidade de
neutralizacao;

- Avaliar a capacidade de neutralizagdo do soro obtido por meio do processo
de hiperimunizacdo dos ovinos jovens com veneno de Crotalus durissus terrificus

nativo e irradiado com ®°Co:
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Animais

Foram utilizados 24 ovinos machos, com idades compreendidas entre 61 e
98 dias, da raca Suffolk, mantidos no Laboratério de Estudos em Biotecnologia da
Reproducdo da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu -
UNESP. Os animais foram obtidos por intermédio da Manejo® Assessoria
Agropecuaria com apoio do Departamento de Doencas Tropicais e Diagnostico
por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Além disso, foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas, com
pesos entre 18 e 22 gramas. Os animais foram obtidos do Biotério Central da
UNESP e mantidos no Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos da
UNESP — CEVAP, Campus de Botucatu.

3.1.2. Veneno

Foi utilizado um “pool” de veneno extraido de serpentes adultas da espécie
Crotalus durissus terrificus mantidas no serpentario do Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos da UNESP - CEVAP, Campus de Botucatu. O
veneno foi liofilizado e mantido a -20°C até o momento de sua utilizacéo.

3.2. Métodos

3.2.1. Manejo dos ovinos

Os animais foram mantidos em quatro baias contendo seis animais cada. A

alimentagéo deu-se a base de ragao farelada oferecida duas vezes ao dia além de

feno, sal mineral e 4gua ad libitum. A limpeza do local foi feita diariamente.
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Todos os animais foram submetidos a um exame clinico, coleta de fezes para
exame parasitologico e pesagem antes do inicio do experimento. Apds esses
procedimentos, todos receberam uma dose Unica de 0,5mL/25Kg do vermifugo
Moxidectina a 1% (Cydectin®). A pesagem dos animais foi repetida a cada 14 dias

e o exame clinico foi realizado diariamente.
3.2.2. Irradiagéo do veneno

Apés o procedimento de extracao, o veneno de Crotalus durissus terrificus foi
liofilizado e mantido em freezer a -20°C. Parte deste foi submetido a radiagéo
gama por meio de uma fonte de °°Co (Gama Cell 220, Atomic Energy Agency of
Canada), disponivel no Centro de Tecnologia das Radiacdes do Departamento de
Aplicagdes de Técnicas Nucleares do Instituto de Pesquisa Energéticas e
Nucleares — IPEN/CNEN-SP, localizado no Campus da Universidade de S&o
Paulo — USP. As aliquotas liofilizadas foram diluidas com solucdo salina e
submetidas & fonte de ®°Co, com uma taxa de dose de 5,25 KGy/h, em uma dose
de 2.000 Gy e concentracao de 2 mg/mL. A irradiacdo das amostras ocorreu
sempre na presenca de oxigénio, a temperatura ambiente e de forma homogénea

e ininterrupta (39).
3.2.3. Coleta do material
3.2.3.1. Fezes

Foram coletadas amostras de fezes da ampola retal de todos os ovinos com
0 uso de luvas de procedimento. O material coletado foi armazenado em caixa
isotérmica e enviado ao Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP — FMVZ, Campus de Botucatu, para
a realizagcdo do exame parasitolégico avaliando-se ovos por grama de fezes
(OPG).
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3.2.3.2. Sangue

Foram colhidas amostras individuais de sangue de todos os animais 14 dias
apés cada inoculagdo, por meio de puncao da veia jugular com seringa plastica
descartdvel de 20mL e agulha hipodérmica (0,7X25mm). O material foi
acondicionado em tubo Falcon, sem anticoagulante, e levado diretamente para o
Laboratério de Pesquisa da Area de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, para centrifugacao a 4500 rpm durante 15 minutos. O soro
obtido das amostras foi armazenado em freezer -20°C em tubos eppendorf de
1mL para posterior analise pela técnica de ensaio imunoenzimatico (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA).

3.2.4. Protocolo de hiperimunizacao

No processo de hiperimunizacéo, cada animal recebeu, em cinco momentos
diferentes com intervalos de 14 dias, 1mL de uma solu¢do de in6culo aplicada
bilateralmente por via subcutanea, na por¢cédo da tabua do pescoco, sendo 0,5mL
do lado esquerdo e 0,5mL do lado direito, com o0 uso de seringa plastica
descartavel de 1mL e agulha hipodérmica estéril (0,45x13mm). Esta solucdo de
in6culo era composta de veneno diluido em solugdo salina, associado a um
adjuvante, de acordo com os diferentes grupos e protocolos de hiperimunizacgéao,

como demonstra a tabela 1 a seguir:
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Tabela 1: Protocolo de hiperimunizacdo utilizado para cada animal
pertencente aos grupos um (G1), dois (G2), trés (G3) e quatro (G4), nos dias um,
14, 28, 42 e 56 de inoculagéo.

Momentos
Grupos MO M1 M2 M3 M4
Dia 1 Dia 14 Dia 28 Dia 42 Dia 56

Quantidades de veneno e adjuvantes empregados

0,5mg 1,0mg 1,0mg 2,0mg 2,0mg
1 + + + + +
% S AIF Al(OH); Al(OH); SS Ss
Q5
g2  05mg 10mgCdt  1,0mgC.d.t 2,0mg 2,0mg
2 + + + + +
SBA-15 SBA-15 SBA-15 SS SS
0,5mg 1,0mg 1,0mg 2,0mg 2,0mg
3 ° + + + + +
% i AIF Al(OH); Al(OH); SS Ss
c g
g 0,5mg 1,0mg C.d.t. 1,0mg C.d.t. 2,0mg 2,0mg
4 - + + + + +
SBA-15 SBA-15 SBA-15 SS SS

AIF = Adjuvante incompleto de Freund; Al(OH)s = Hidroxido de aluminio; SBA-15 = Silica nanoestruturada SBA-
15; SS = Solugéo salina

No dia um, para a inoculacdo dos animais pertencentes ao primeiro grupo
(G1), foi utilizada uma solucdo de inéculo contendo 3,0 mg de veneno nativo
diluidos em 3 mL de solucao salina adicionada a 3mL de adjuvante incompleto de
Freund, sendo inoculado 1 mL por animal, o que equivale a 0,5 mg de veneno.
Para o segundo grupo (G2), foi utilizada uma soluc&o de inéculo contendo 3,0 mg
de veneno nativo diluidos em 3 mL de solucéo salina adicionada a 75 mg de silica
nanoestruturada SBA-15 diluidas em 3 mL de solucdo salina, sendo inoculado 1
mL por animal, o que equivale a 0,5 mg de veneno. Para o terceiro grupo (G3) foi
utilizada uma solugéo de in6culo contendo 1,5 mL de solucéo de veneno irradiado
com ®Co previamente preparada na proporcdo de 2 mg/mL, diluida em 1,5 mL de
solugcdo salina adicionada a 3 mL de Adjuvante Incompleto de Freund, sendo
inoculado 1mL por animal, o que equivale a 0,5 mg de veneno. Para o quarto
grupo (G4) foi utilizada uma solugéo de inoculo contendo 1,5 mL de solucdo de
veneno irradiado com °°Co previamente preparada na proporcdo de 2 mg/mL,

diluida em 1,5 mL de solugao salina adicionada a 75 mg de silica hanoestruturada
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SBA-15 diluidas em 3 mL de solugéo salina, sendo inoculado 1 mL por animal, o
gue equivale a 0,5mg de veneno.

Nos dias 14 e 28, as doses foram de 1,0 mg de veneno nativo para 0S grupos
um (G1) e dois (G2) e 1,0 mg de veneno irradiado para os grupos trés (G3) e
guatro (G4). Em relac&o aos adjuvantes, nesse mesmo momento, 0s grupos dois
(G2) e quatro (G4) tiveram suas doses dobradas, uma vez que a silica
nanoestruturada SBA-15 segue uma razao de 1:25.

Nos dias 42 e 56, as doses de venenos nativo e irradiado foram aumentadas

para 2,0 mg, sem a associacao de adjuvantes.
3.2.5. Exames laboratoriais
3.2.5.1. Exame parasitolégico

Os exames das fezes coletadas foram realizados por meio da técnica
McMaster (40), que permite a identificacdo e contagem de ovos por grama de

fezes (OPG) de ruminantes.

3.2.5.2. Titulacdo de anticorpos pelo método do ensaio imunoenzimatico
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA)

A — Reagentes

a) Placas de microtitulacdo de 96 pocos

b) Tampéao carbonato/bicarbonato de sodio 0,05 M pH 9,6

c) Solucdo salina, contendo 0,05% de Tween 20°

d) Leite em p6 desnatado (Molico®) a 5%

e) Soro IgG de burro anti-lgG de carneiro, conjugado com peroxidase (SIGMA®
f)  Orto fenilenodiamina

g) Agua oxigenada

h)  Tampé&o citrato/fosfato 0,05M pH 5,0
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i) Acido citrico 0,2M
B — Técnica

Foram sensibilizadas, durante 12 horas a 4°C, em camara umida, placas
plasticas de fundo chato para microtitulagcdo de 96 po¢os, com 100 uL por pogo de
uma solugdo de antigeno a 10 pg/mL (1pg/pogo), diluidos em tampéo
carbonato/bicarbonato de sédio 0,05M e pH 9,6. A placa foi lavada quatro vezes
com solucéo salina 0,15M contendo 0,05% de Tween 20°. Foram aplicados 200pL
por poco de solucdo de bloqueio (5g de Molico® g.s.p. 100mL de PBS) e deixado
por uma hora a 37°C, em camara Umida.

Foram aplicados nos pocos 100 puL de soro de ovinos proveniente do
processo de hiperimunizagao, diluidos a partir de 1/100 até 1/102.400 em solugéo
de bloqueio e aplicadas na placa, em duplicata.

Apoés a incubacdo por uma hora a 37°C, em camara Umida, as placas foram
lavadas quatro vezes com PBST 0,15M e iniciou-se a revelagcdo com adi¢cédo de
100 pL por poco de soro de burro anti-IgG de carneiro conjugado com peroxidase
(SIGMA®), diluido 1/2000 da fracéo aliquotada em solucdo de bloqueio. Apés a
incubacao durante uma hora a 37°C, em camara Uumida, as placas foram lavadas
guatro vezes com PBST 0,15M.

Para revelar a reacéo, foram aplicados 100uL de uma solu¢do de OPD (O-
phenylenediamine) 0,5 mg/mL e H,O, (30%) 0,5mg/mL em tamp&o citrato de
sodio/acido citrico (0,05M e pH5,0). As placas foram mantidas durante 20 minutos,
em camara escura e temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com a
adicdo de 50 pL (por poco) de &cido citrico 0,2M.

A leitura das placas foi feita em leitor automatico de microplaca utilizando-se
filtro de comprimento de onda de 450nm.

Todas as amostras de soro foram testadas em duplicata.
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3.2.6. Avaliacdo do crescimento e ganho de peso dos animais

Todos os animais foram pesados a cada 14 dias, em cinco momentos
diferentes, no intuito de se determinar a interferéncia do processo de

hiperimunizac¢é&o dos ovinos no desenvolvimento dos animais.

3.2.7. Abate dos animais e inspecao sanitaria

Apés a realizagcdo do processo de hiperimunizacdo, os ovinos foram ainda
mantidos nas baias em observacdo durante o periodo de um més. Ao término
deste, foram transportados ao frigorifico Frigol®, situado no municipio de Lencéis
Paulista, com o apoio da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP - FMVZ, Campus de Botucatu, onde permaneceram em descanso e dieta
hidrica durante 24 horas. Apos esse periodo, os animais foram abatidos conforme
as normas e técnicas do Servico de Inspecdo Federal (SIF). A seguir as carcacas

foram avaliadas pelos agentes de inspecéao do frigorifico.

3.2.8. Exame histologico de rim

Apoés o abate, foram coletados fragmentos de rins de dois animais de cada
grupo selecionados aleatoriamente para analise histolégica. As amostras
coletadas foram armazenadas em tubo coletor em formol 10% e enviadas ao
Servico de Patologia Veterinaria, do Departamento de Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP — FMVZ, Campus de
Botucatu, para posterior analise.

A seguir, os fragmentos dos rins coletados dos ovinos foram fixados em
solugcédo de formalina tamponada a 10%, pH 7,0 por 24 a 48 horas e lavadas em
agua corrente por uma hora. As amostras foram submetidas ao processamento
histolégico de rotina e incluidas em parafina. Os cortes obtidos em micré6tomo
rotativo possuiam espessura de trés micrébmetros (um). Estes cortes foram

corados pelo método de Hematoxilina e Eosina — HE e a seguir examinados (41).
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3.2.9. Determinacéo da atividade toxica do veneno crotalico

A determinacdo da atividade téxica do veneno utilizado foi realizada pelo
calculo da dose letal capaz de levar a 6bito 50% dos animais do experimento
(DLso).

Para tal, foram utilizados 50 camundongos Swiss machos e fémeas, com
pesos entre 18 e 22 gramas, divididos em cinco grupos contendo 10 animais cada,
mantidos em caixas de polipropileno forradas com maravalha de pinho, com
alimentacédo e agua ad libitum.

Foram inoculados 500uL por animal, via intra peritoneal, de uma solucao
composta de veneno de Crotalus durissus terrificus nativo e solug&o salina a 85%.
A raz&o da variagao das quantidades de veneno entre os cinco grupos foi de 1.2,

como mostra a tabela 2 (42).

Tabela 2: Quantidades de veneno de Crotalus durissus terrificus nativo
diluidos em solucdo salina a 0,85%, inoculados individualmente pela via
intraperitoneal em camundongos.

Grupos Ndmero de ug de veneno  Volume (mL) de veneno a
animais por grupo por animal 0,1mg/mL/animal
1 10 1,388 0,01388
2 10 1,666 0,01666
3 10 2 0,02
4 10 2,4 0,024
5 10 2,88 0,0288

Apoés a inoculacdo, os animais foram mantidos em observacdo. Os 6bitos

ocorridos foram registrados apés 48 horas.

3.2.10. Avaliacdo da capacidade de neutralizacdo

Para determinar a dose neutralizante do soro, dose efetiva 50% (DEsy),

capaz de neutralizar 50% dos animais utilizados no teste, foi realizado o método
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de soroneutralizag&o “in vitro”, onde cada mililitro de soro a ser testado deve ser
capaz de neutralizar cinco doses letais 50% (DLso) (43,44).

Para a realizag&o do calculo da DEs foi utilizada a seguinte formula:

P=Tv-1x DL50
DEso
Onde:

P = Poténcia da amostra em mg/mL
TV = nimero de DLsy por camundongo utilizado na prova

DLsg = dose letal 50% calculada

Para tal, foram utilizados 200 camundongos Swiss, machos e fémeas, com
pesos variando entre 18 e 22 gramas, divididos em cinco grupos contendo 10
animais cada para cada grupo de soros testados, mantidos em caixas de
polipropileno forradas com maravalha de pinho, com alimentacdo e agua ad
libitum.

Cada animal recebeu 500uL, por via intraperitoneal, de uma solucéo
contendo um “pool” dos soros dos animais referentes a cada grupo, no momento
de maior titulacdo detectado pelo teste de ELISA, associado a cinco doses letais
50% de veneno crotalico.

Apoés a inoculacdo, os animais foram mantidos em observacdo. Os 6bitos

ocorridos foram registrados apés 48 horas.
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3.2.11. Analise estatistica

Para analisar os resultados referentes as titulagcbes de cada grupo obtidas
em diferentes momentos e diluices foi utilizado o teste de Kruskal-Walis, aplicado
para amostras dependentes. A comparacgao entre os momentos de observacéo da
leitura de densidade Optica foi obtida por meio dos intervalos de 93,6% de
confianga.

Foi feita a comparacdo entre grupos por diluicdo por meio da andlise dos
intervalos de confianca para a densidade 6ptica mediana no momento quatro (M4)
de observacéo.

O teste de Friedman foi empregado para comparar diluicbes no quarto
momento de observacao em relacdo aos valores de densidade Optica, seguido da
analise dos intervalos de confianca para a densidade Optica mediana.

Para comparar os grupos em relacdo ao ganho de peso foram utilizadas a
média e o desvio padréo.

A determinacao da atividade toxica do veneno de Crotalus durissus terrificus
e a avaliacdo da capacidade de neutralizacdo dos soros foram realizadas pelo
teste de Probit (42).
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4. RESULTADOS

4.1. Exame parasitolégico

O exame parasitolégico foi realizado antes do inicio do experimento e
demonstrou que, do total de 24 animais avaliados, apenas cinco — 25 e 26 (G2)
com niveis regular e raro, respectivamente, 29 e 30 (G3) e 39 (G4) com niveis
raros — apresentaram oocistos de Eimeria sp nas fezes. Nenhum outro parasita foi
identificado nas amostras coletadas.

Apesar dos resultados obtidos no exame parasitolégico, optou-se pela
vermifugacdo de todos os animais em dose Unica de 0,5 mL/25Kg, com vermifugo
Moxidectina & 1% (Cydectin®). Garantiu-se dessa maneira que nenhum deles

pudesse sofrer interferéncia em seu perfil imunoldgico decorrente de parasitismo.
4.2. Avaliacao do titulo de anticorpos

O titulo de anticorpos produzidos nos grupos testados foi avaliado a cada 14
dias pelo método de Ensaio Imunoenzimatico Indireto — ELISA.

Os valores das medianas da producdo de anticorpos demonstrada pela
leitura de densidades Opticas (450nm) resultantes das inocula¢cdes com veneno de
Crotalus durissus terrificus nativo e irradiado com *°Co associados ao adjuvante
incompleto de Freund, hidroxido de aluminio e silica nanoestruturada SBA-15,
conforme protocolo determinado para cada grupo, estdo descritos na tabela 3 a 6,
para diluicdes de 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 nos momentos M1 (dia 14), M2 (dia
28), M3 (dia 42), M4 (dia 56) e M5 (dia 70) de observacéo.

Nas figuras 1 a 4 estdo representados graficamente os valores das medianas
das densidades oOpticas resultantes das inoculagbes com veneno de Crotalus
durissus terrificus nativo e irradiado com ®°Co associados ao adjuvante incompleto
de Freund, hidroxido de aluminio e silica nanoestruturada SBA-15, conforme
protocolo determinado para cada grupo para diluicbes de 1:100, 1:200, 1:400,
1:800 momentos M1 (dia 14), M2 (dia 28), M3 (dia 42), M4 (dia 56) e M5 (dia 70)

de observagéao.
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Tabela 3: Distribuicdo dos valores da mediana da producédo de anticorpos demonstrados
Optica (450nm) por grupo nos momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo 1:10

Valores da medianas (intervalo de confianca minimo - maximo)

Grupos M1 M2 M3 M4 M5

1 0,304 (0,294 - 0,476) 0,780(0,643 - 0,887) 0,442(0,379-0,651) 1,555 (1,363 -1,600) 0,937 (0,765 -
2 0,006 (0,003 - 0,011) 0,203(0,123 - 0,499) 0,245(0,166 - 0,365) 0,423 (0,332 - 1,106) 0,380 (0,190 -
3 0,137 (0,063 - 0,318) 0,616(0,422 - 0,834) 0,572(0,495-0,691) 0,751 (0,662 - 1,042) 0,672 (0,476 -
4 0,016 (0,004 - 0, 041) 0,095(0,073 - 0,256) 0,218(0,096 - 0,900) 0,237 (0,110 —0,454) 0,287 (0,117 -

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = dia 56 e M5 = dia 70.
1 - Kruskal-Walis aplicado para amostras dependentes.
2- Obtidas pela comparacéo entre intervalos de 93,6% de confianga para os valores medianos das densidades Opticas entre os
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Figura 1: Apresentacdo dos valores da mediana da produc&o de anticorpos demonstrado:
Optica (450nm) dos grupos avaliados nos momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacéo



Tabela 4: Distribuicdo dos valores da mediana da producédo de anticorpos demonstrados
optica (450nm) por grupo nos momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo 1:20

Valores da medianas (intervalo de confianca minimo - maximo)

Grupos M1 M2 M3 M4 M5

1 0,190 (0,182 - 0,326) 0,692 (0,584 - 0,772) 0,334 (0,267 - 0,514) 1,317 (1,094 - 1,496) 0,754 (0,630 -
2 0,003 (0,000 - 0,005) 0,096 (0,060 - 0,282) 0,130 (0,102 - 0,273) 0,261 (0,182 - 0,794) 0,264 (0,117 -
3 0,083 (0,035 - 0,268) 0,471 (0,311 -0,732) 0,482 (0,404 - 0,583) 0,551 (0,477 - 0,900) 0,515 (0,342 -
4 0,011 (0,003 - 0, 027) 0,061 (0,031 -0,179) 0,003 (0,000 - 0,098) 0,121 (0,039 - 0,279) 0,130 (0,065 -

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = dia 56 e M5 = dia 70.
1 - Kruskal-Walis aplicado para amostras dependentes.
2- Obtidas pela comparacéo entre intervalos de 93,6% de confianga para os valores medianos das densidades Opticas entre os

14
E 121
o
Lo
I 1
i
S 0,8
[oR
8 0,6 -
°
_('g 0,4 - \/
5 | - |
§ 0’2 i §777777777—7l X B
0 — w
MO* M1* M2* M3* M4*
Momentos
—e—Grupo 1 —=— Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4
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Figura 2: Apresentacdo dos valores da mediana da produc&o de anticorpos demonstrado:
Optica (450nm) dos grupos avaliados nos momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacéao



Tabela 5: Distribuicdo dos valores da mediana da producédo de anticorpos demonstrados
Optica (450nm) por grupo nos momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo 1:40

Valores da medianas (intervalo de confianca minimo - maximo)

Grupos M1 M2 M3 M4 M5

1 0,120 (0,101 - 0,263) 0,605 (0,496 - 0,733) 0,239 (0,211 - 0,502) 1,185 (0,994 - 1,266) 0,489 (0,387 -
2 0,002 (0,001 - 0,004) 0,051 (0,034 - 0,165) 0,065 (0,053 - 0,202) 0,141 (0,100 - 0,433) 0,153 (0,074 -
3 0,049 (0,019 - 0,234) 0,376 (0,234 - 0,665) 0,379 (0,289 - 0,491) 0,432 (0,319 - 0,799) 0,414 (0,208 -
4 0,006 (0,000 - 0,015) 0,039 (0,011 -0,116) 0,005 (0,000 - 0,074) 0,068 (0,026 - 0,177) 0,091 (0,029 -

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = dia 56 e M5 = dia 70.
1 - Kruskal-Walis aplicado para amostras dependentes.
2- Obtidas pela comparacéo entre intervalos de 93,6% de confianga para os valores medianos das densidades Opticas entre os
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MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = dia 56 e M5 = dia 70. *Inocula¢&o.

Figura 3: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos demonstrado:
Optica (450nm) dos grupos avaliados nos momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacéo



Tabela 6: Distribuicdo dos valores da mediana da producédo de anticorpos demonstrados
Optica (450nm) por grupo nos momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo 1:80

Valores da medianas (intervalo de confianca minimo - maximo)

Grupos M1 M2 M3 M4 M5

1 0,065 (0,055 - 0,158) 0,482 (0,400 - 0,615) 0,241 (0,163 - 0,419) 0,768 (0,629 - 1,025) 0,365 (0,259 -
2 0,001 (0,000 - 0,004) 0,027 (0,018 - 0,090) 0,034 (0,018 - 0,103) 0,073 (0,050 - 0,222) 0,074 (0,039 -
3 0,029 (0,015-0,118) 0,248 (0,195 -0,469) 0,298 (0,180 - 0,382) 0,267 (0,198 - 0,659) 0,230 (0,118 -
4 0,008 (0,002 - 0,010) 0,032 (0,002 - 0,090) 0,004 (0,001 - 0,050) 0,038 (0,023 - 0,093) 0,046 (0,012 -

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = dia 56 e M5 = dia 70.
1 - Kruskal-Walis aplicado para amostras dependentes.
2- Obtidas pela comparacéo entre intervalos de 93,6% de confianga para os valores medianos das densidades Opticas entre os

Densidade Optica (450nm)

Momentos

—e—Grupo 1 —=— Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 =dia 56 e M5 = dia 70. *Inoculacao.

Figura 4: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos demonstrado:
Optica (450nm) dos grupos avaliados nos momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observ:



Os valores das medianas e quartis da producdo de anticorpos demonstrados
pela leitura de densidade oOptica (450nm), referentes as diluicbes de 1:1600,
1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600, 1:51200 e 1:102400, estdo descritos no
apéndice.

Apés a avaliacdo dos titulos de anticorpos ao longo do tempo de estudo,
verificou-se que o momento quatro (M4) de observagdo apresentou os maiores
titulos nos quatro grupos avaliados para as diluigdes 1:100, 1:200, 1:400, e 1:800
(M4>M1, M2, M3 e M5 com intervalo de 93,6% de confianca).

Na tabela 7 estdo descritas as comparacdes entre os grupos nas diluicdes de
1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 no momento quatro (M4) de observacao.

Tabela 7: Intervalos de confianca para os valores das medianas da producao
de anticorpos obtidos em cada diluicdo no momento quatro (M4) de observacao.

(&)

Diluicdo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Comparacodes
1100 (136-160) (033-110) (066-104) (011-045) C52C3C4
. G1>G2,G3,G4
1200  (1,09-1,46) (0,18-079) (0,47 -0,90) (0,03—0,27) s
1400 (099-126) (010-043) (031-079) (002-017) C52C3C4
1:800  (0,62—-1,02) (0,05-0,22) (0,19—0,65) (0,02—0,09) Gl>§32>'gi'64

(&) Feitas utilizando intervalos de confianca de 93,8% para G1 e G2 e 96,9% para G3 e G4.

Os resultados da tabela 7 demonstram que houve diferenca estatistica

significante entre os grupos no momento quatro (M4) de observacdo, sendo
G1>G2, G3 e G4 e G3>G4 nas diluicdes de 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800.

A tabela 8 descreve a comparacdo entre as diluicbes em relacédo aos valores

dos titulos obtidos no momento quatro (M4).
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Tabela 8: Comparacéo entre diluicbes em relagdo aos valores da mediana da
producéo de anticorpos obtidos no momento quatro de observacao.

Diluicéo
1:100 1:200 1:400 1:800 P
Titulo (1,36—-1,60) (1,09 —1,46), (0,99-126), (0,62—1,02) <0,0001

(*) Teste de Friedman. Intervalos de confiangca para o valor mediano dos titulos a 93,8% de
confianga. As letras iguais indicam diferencas néo significativas pela comparagéo dos intervalos
de confianga dos titulos medianos entre as dilui¢des.

)

A tabela 8 demonstra estatisticamente que:

e a diluicho de 1:100 apresenta igualdade quando comparada com a
diluicdo de 1:200 e diferenca quando comparada com as diluicbes de
1:400 e 1:800;

e a diluicdo de 1:200 apresenta igualdade quando comparada com a
diluicdo de 1:400 e diferenca quando comparada com a diluicdo de
1:800;

e a diluicdo de 1:400 apresenta diferenca quando comparada com a
diluicdo de 1:800.

4.3. Avaliacdo do crescimento e ganho de peso dos animais
Os pesos obtidos ao nascimento, ao desmame e nos cinco momentos de

observacao durante o processo de hiperimunizacdo dos ovinos estdo descritos na
tabela 9.
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Tabela 9: Descricdo dos pesos em quilogramas (Kg) dos animais obtidos no
nascimento, ao desmame e nos cinco momentos de observacdo durante o

processo de hiperimunizacéo.

Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1

Grupo 4

Animal PN PD M1 M2 M3 M4 M5
17 5 199 247 27,1 332 386 42,7
18 3 174 18,05 - - - -
19 5 178 20 22 24 28,3 30
20 4 158 195 21,75 23 28,9 30
21 43 182 219 225 248 286 31
22 39 16 18,95 21 26,1 305 316
23 46 185 20 222 215 215 34
24 38 149 1865 21,7 - - -
25 3 14 18 20,7 253 30 32,5
26 5 158 216 215 239 27 30
27 32 14,7 189 198 221 242 298
28 45 185 20,2 222 276 313 32
29 36 148 184 19 20,05 24,2 222
30 45 165 2255 2335 27,2 32 33
31 46 19 209 215 29,65 29 30,05
32 5 189 186 216 255 30,3 301
33 5 16,6 21 216 275 30,2 315
34 35 138 1865 198 226 265 30
35 5 16,7 18,85 20 252 30,2 301
36 5 165 235 25 298 335 34,6
37 2,7 154 18,65 20 226 245 25
38 55 198 226 23,1 295 284 30
39 5 18 2065 21,5 25,7 301 31
40 5 132 184 20 23 27,7 30

PN: Peso ao nascimento; PD: Peso ao desmame; M1: dia 14; M2: dia 28; M3: dia 42; M4: dia 56; M5:
dia 70. Os animais 18 e 24 vieram a 6bito nos momentos dois e trés, respectivamente.

Na tabela 10 estdo descritos os valores das médias referentes ao ganho de

peso dos grupos nos cinco momentos de observacdo durante a realizagdo do

experimento.
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Tabela 10: Valores das médias dos pesos em quilogramas (Kg) dos animais
de cada grupo nos momentos M1, M2, M3, M4 e M5 de observacdo e média do
ganho de peso dos animais.

Média de Desvio
Grupos M1 M2 M3 M4 M5 .
ganho de peso Padrao

1 20,01 2287 26,22 30,98 33,06 12,05 + 3,57
2 19,74 21,28 2528 26,8 31,68 11,92 +247
3 20,01 21,14 2541 28,7 29,47 9,45 +2,89
4 20,44 216 2596 29,06 30,11 9,67 +2,23

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = dia 56 e M5 = dia 70.

Na figura 05 estdo representados graficamente os valores medianos
referentes ao ganho de peso dos grupos nos cinco momentos de observacédo

durante a realizacdo do experimento.
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M5

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

Figura 05: Média dos pesos dos animais de cada grupo referente aos cinco
momentos de observacao.

A tabela 10 demonstra que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos,

guando comparados em relacdo ao ganho de peso médio dos animais de cada

grupo.
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4.4. Inspecdo sanitaria e anélise de carcacas

Os animais foram abatidos conforme a legislacdo do Servico de Inspecgéo
Federal (SIF) e avaliados pelos agentes de inspec¢éo do frigorifico. Nenhum animal
apresentou lesdo caracteristica de envenenamento crotélico. Apds analise
macroscopica das carcacas, as mesmas foram pesadas e armazenadas em
camara fria a -10°C. Todas as carcagas obtiveram um carimbo de aprovacao para

consumao.

L R W S g Lt s L 4B sl

Figura 13: Armazenamento das carcacas em camara fria para obtencao do
carimbo “inspecionado”.
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Figura 14. Demonstracdo da carcaca com o carimbo de aprovacdo para
consumo.

4.5. Exame histolégico dos rins

Os fragmentos de rins coletados dos oito animais durante o abate foram
analisados em relacdo as alteracbes macroscopicas e depois avaliados pelo

exame histolégico.
Os resultados referentes aos achados macroscopicos estdo descritos na
tabela 21:
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Tabela 21: Descricdo dos achados macroscopicos das amostras de rins
coletadas dos ovinos.

Grupos Animal Achados Macroscopicos
19 Area focal de coloracdo amarelada em superficie cortical subcapsular
! 20 Sem altera¢Oes dignas de nota
23 Sem alteragOes dignas de nota
2 28 Sem altera¢des dignas de nota
31 Sem altera¢des dignas de nota
s 33 Sem altera¢fes dignas de nota
37 Sem alterac¢des dignas de nota
4 38 Sem altera¢des dignas de nota

Os achados microscoépicos referentes ao animal 19 (G1) demonstraram
microabscessos, hemorragia focal e edema intersticiais no corte histolégico de rim.
O epitélio da regido da pelve apresentou descamacdo intensa associado a
infiltrado leucocitario intersticial difuso subepitelial composto por neutréfilos e raros
linfécitos. Estes achados sugerem o quadro de pielonefrite aguda supurativa. Nos
cortes histolégicos dos animais 20 (G1), 23 (G2) 28 (G2), 31 (G3), 33 (G3), 37
(G4) e 38 (G4) foram notados restos celulares, neutréfilos e cilindros granulosos
no interior dos tdbulos. Observou-se ainda hemorragia focal e edemas intersticiais
acentuados. O epitélio da regido da pelve apresentou descamacdo difusa,
achados estes caracteristicos de pielonefrite aguda.

Os resultados encontrados por meio do exame histolégico ndo séo

compativeis com as alteracdes renais decorrentes da acédo do veneno crotalico.
4.6. Determinacao da atividade toxica do veneno crotalico
A taxa de mortalidade dos cinco grupos inoculados com a solucéo de veneno

nativo de Crotalus durissus terrificus foi registrada ap0s o periodo de 48 horas. O

namero de camundongos vivos e mortos esta descrito na tabela 22.
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Tabela 22: Determinagdo da atividade toxica do veneno nativo de Crotalus
durissus terrificus inoculado em camundongos por via intraperitoneal nas
concentracdes variaveis de veneno por grupo.

NuUmero de
ug de veneno ) o
Grupo camundongos ) Vivos/Obitos 48 horas
por animal
por grupo
1 10 1,388 6/4
2 10 1,666 3/7
3 10 2 3/7
4 10 2,4 2/8
5 10 2,88 1/9

A determinacédo da atividade toxica da peconha de Crotalus durissus terrificus
foi realizada pelo teste de Probit, onde a dose letal capaz de levar a ébito 50% dos

animais utilizados no experimento foi de 0,073 pg/g de camundongo (42).

4.7. Avaliacdo da capacidade de neutralizacao

Apoés a determinacdo da atividade toxica do veneno de Crotalus durissus

terrificus, foi aplicada a formula para a realiza¢ao do célculo da DEsp, sendo:

DEsp=5-1x1,46
0,6

DEso = 9,73 pL
Apés a determinacdo da DEsp, foram calculadas, na razdo de 1.2, as

guantidades de soros referentes aos quatro grupos de ovinos hiperimunizados,

como demonstra a tabela 23.
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Tabela 23: Quantidades de soros utilizados na razéo de 1.2 a partir da DEsg

calculada.
NUmero de Veneno em mL a uL de soro
Grupo o ) mL de soro 1/10

animais por grupo 0,1mg/mL por animal

1 10 0,073 6,75 0,0675

2 10 0,073 8,10 0,0810

3 10 0,073 9,73 0,0973

4 10 0,073 11,67 0,01167

5 10 0,073 14,01 0,01401

Apos a inoculagdo, os obitos ocorridos foram registrados em 48 horas. O

namero de Obitos referentes a grupo de camundongos e 0s respectivos soros

analisados estao descritos nas tabelas 24 a 27. Os resultados apresentados foram

analisados pelo teste de Probit (42).

Tabela 24: Determinacao da capacidade de neutralizagcdo do soro obtido de
ovinos hiperimunizados com veneno crotdlico nativo associado ao adjuvante
incompleto de Freund e hidréxido de aluminio, inoculado em camundongos por via
intraperitoneal em diferentes concentragdes e fixada a concentragao de cinco DLs

de veneno nativo.

NUamero de Vivos/Mortos
Grupo o
animais por grupo 48horas
1 10 2/8
2 10 3/7
3 10 2/8
4 10 1/9
5 10 4/6
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Tabela 25: Determinacédo da capacidade de neutralizagcdo do soro obtido de
ovinos hiperimunizados com veneno crotalico nativo associado a silica
nanoestruturada SBA-15, inoculado em camundongos por via intraperitoneal em
diferentes concentracdes e fixada a concentracdo de cinco DLsy de veneno nativo.

Numero de Vivos/Mortos
Grupo o
animais por grupo 48horas
1 10 1/9
2 10 0/10
3 10 0/10
4 10 0/10
5 10 0/10

Tabela 26: Determinacdo da capacidade de neutralizagcdo do soro obtido de
ovinos hiperimunizados com veneno crotalico irradiado associado ao adjuvante
incompleto de Freund e hidréxido de aluminio, inoculado em camundongos por via
intraperitoneal em diferentes concentracdes e fixada a concentracao de cinco DLs
de veneno nativo.

NUamero de Vivos/Mortos
Grupo o
animais por grupo 48horas
1 10 1/9
2 10 4/6
3 10 5/5
4 10 2/8
5 10 2/8

Tabela 27: Determinacdo da capacidade de neutralizacdo do soro obtido de
ovinos hiperimunizados com veneno crotalico irradiado associado a silica
nanoestruturada SBA-15, inoculado em camundongos por via intraperitoneal em
diferentes concentracdes e fixada a concentracdo de cinco DLso de veneno nativo.

NUmero de Veneno Vivos/Mortos
Grupo o
animais por grupo DLsg 48horas
1 10 5 1/10
2 10 5 0/10
3 10 5 0/10
4 10 5 0/10
5 10 5 0/10
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Pela andlise dos resultados observados nos testes de soroneutralizagdo néao
foi possivel realizar o célculo da DEso. Porém, pode-se verificar que a capacidade
de neutralizagdo do grupo um (G1) foi maior do que os demais grupos, seguido do
grupo trés (G3), superior aos grupos dois (G2) e quatro (G4).

4.8. Avaliagao clinica dos animais

Durante o desenvolvimento de todo processo de hiperimuniza¢do, os animais
foram avaliados diariamente, sendo realizadas analises clinicas e laboratoriais
mediante sua necessidade.

Apenas um animal (nimero 21) pertencente ao grupo um apresentou
alteracdo no local da aplicacdo da solucdo de inOculo, caracterizada pela
formacdo de um abscesso supurativo. A lesdo apareceu cinco dias apds a

primeira inoculagao.

Figura 15: Abscesso supurativo formado cinco dias ap6s o dia um de
inoculac&o, no animal 21 pertencente ao G1, que recebeu 0,5mg de veneno nativo
de Crotalus durissus terrificus associado ao adjuvante incompleto de Freund.

Para o tratamento da ferida, foi realizada a drenagem e a anti-sepsia do local
foi feita diariamente com solucao de iodo até sua total cicatrizacéo.
Durante a realizacao do experimento, 19 dias ap6s o inicio do processo de

hiperimunizacdo dos ovinos e quatro dias apdés a segunda inoculacao (dia 14),
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todos os animais apresentaram sintomas de afeccdo em trato respiratorio superior,
apresentando tosse e secrecdo nasal. Os mesmos ja haviam recebido duas doses
de veneno de Crotalus durissus terrificus, sendo elas de 0,5 e 1,0 mg de veneno
nativo e irradiado associado a um adjuvante, conforme protocolo de
hiperimunizacéo referente a cada grupo. Em funcdo dos sintomas apresentados,
todos os animais foram submetidos a um tratamento com o uso do antibiético
Enrofloxacina, na dose de 5 mg/kg, totalizando 1 mL por animal, uma vez ao dia,
durante cinco dias, por via subcutanea. Algumas alteracbes no manejo dos
animais também foram realizadas. ApGs os cinco dias de tratamento, 0os animais

passaram a nao apresentar mais os sintomas iniciais.
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5. DISCUSSAO

Peres et al. (45) descreveram um grande aumento no interesse em
desenvolver outras fontes produtoras de antivenenos e também de novas técnicas
para a identificacdo do veneno e sua concentragcao nos fluidos corporais.

Rodriguez et al. (46) utilizando coelhos, produziram anticorpos do tipo 1gG
contra a acdo da fosfolipase A2 de Crotalus durissus terrificus, neutralizando a
atividade letal do veneno.

Alguns autores citam a néo deteccdo de IgGr em soros produzidos em
ovinos, que por sua vez é produzida em altos niveis nos equlinos e, apesar de sua
alta capacidade protetora, é altamente imunogénica, sendo responsavel pelo
desenvolvimento de reac¢des de hipersensibilidade (11,47,48).

Netto et al. (49) demonstraram excelentes perspectivas em hiperimunizagcdes
utilizando ovinos adultos, de um a dois anos de idade, com veneno de Crotalus
durissus terrificus nativo e irradiado com °°Co para a producdo comercial de
antivenenos para tratamentos de envenenamentos humanos e animais.

Herrera et al (50) empregaram com sucesso a metodologia de purificacao de
IgGs em soros produzidos em ovinos e camelos .

Mais recentemente, Ferreira Jr (51) produziu anticorpos em ovinos
hiperimunizados com veneno crotélico em sua forma nativa e irradiado com *°Co.
Estes mostraram-se eficazes na neutralizacdo “in vitro” do veneno nativo de
Crotalus durissus terrificus. Entretanto, os autores relatam a ocorréncia de efeitos
adversos nos animais soroprodutores decorrentes do processo de
hiperimunizacéo.

Os objetivos do presente trabalho foram definidos no intuito de se avaliar as
diferentes respostas imunoldgicas obtidas mediante aos diferentes adjuvantes e
diferentes venenos empregados nos protocolos e a possivel interferéncia destes
no crescimento e desenvolvimento dos animais. Para tal, a técnica de ELISA,
previamente padronizada, foi utilizada no acompanhamento dos titulos de

anticorpos durante todo processo de hiperimunizagéo.
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Para assegurar que ndo houvesse nenhum tipo de interferéncia no perfil
imunoldgico decorrente de parasitismo, 0 exame parasitologico e a vermifugacao
de todos os animais foram realizados antes do inicio do experimento.

O controle parasitolégico é considerado de extrema importancia, uma vez
gue estas verminoses podem se apresentar de forma aguda, levando os animais a
Obito, ou de forma crénica, levando a um menor desenvolvimento corporal, perda
de peso e reducdo na producdo e qualidade de la. Os ovinos jovens, apos O
desmame, sdo altamente sensiveis as verminoses, onde se observa o maior
indice de mortalidade por parasitas gastrointestinais (52).

No acompanhamento do exame de fezes e da sintomatologia caracteristica
de parasitismo, em funcédo dos resultados obtidos, a dose Unica de 0,5mL/25Kg do
vermifugo Moxidectina a 1% (Cydectin®) fez-se suficiente dado o tempo de
duracdo do experimento, uma vez que o farmaco utlizado possui uma acao
prolongada. Nenhum dos animais apresentou sintomas caracteristicos de
parasitismo até o final do experimento. A forma de confinamento, em baias
suspensas, também facilitou a higienizacdo e manutencao do recinto, evitando o
contato direto com os dejetos, minimizando assim as chances de possiveis
reinfestacoes.

Quanto aos venenos, foram utilizadas peconhas de Crotalus durissus
terrificus nativos e irradiados com *Co.

O veneno de Crotalus durissus terrificus, tem um potencial imunogénico
relativamente baixo e apresenta uma atividade imunossupressora. Estes tornam o
soro anticrotélico inferior quanto a quantidade de anticorpos quando comparados
a outros antivenenos (53-55).

Segundo Abib e Laraba-Djebari (56,57), a toxicidade dos venenos deve ser
reduzida para que se tenha uma melhor producédo de soro e sobrevida do animal
utilizado. No caso, a radiacdo gama demonstrou-se uma excelente alternativa na
destoxificagdo de venenos.

Rogero e Nascimento (58) também sugerem a radiacdo gama como
ferramenta importante a ser utilizada no processo de imunizagdo para a producao

de antivenenos visando o bem estar dos animais soroprodutores.

43



Clissa et al. (29) consideraram o0 uso da radiacdo gama um método
adequado para diminuir a toxicidade do veneno crotalico sem alterar o seu
potencial imunogénico. Altas doses de 5 e 10KGy destruiram praticamente toda a
toxicidade do veneno embora sua imunogenicidade seja mantida nessas
condi¢cbes. Entretanto, demonstraram que as doses de 2kGy foram consideradas
as mais adequadas na destoxificacdo do veneno sem diminuir seu potencial
imunogénico.

Esta dose de irradiacdo também foi sugerida por Heffar-Bennacef e Laraba-
Djebari (59), que aplicaram diferentes doses de radiagdo gama em veneno de
Vipera lebetina, e apontam que 2kGy pode promover uma destoxificacao
significante do veneno mantendo suas propriedades imunolégicas intactas.

Nascimento et al. (39) avaliaram o efeito da irradiacdo ionizante sobre a
fracdo crotoxina do veneno de Crotalus durissus terrificus e observaram a
formacédo de agregados protéicos menos toxicos do que a crotoxina em sua forma
nativa.

Souza et al. (60) também analisaram o efeito da radiacdo gama na
atenuacdo das toxinas de Bothrops jararacussu. Tiveram como resultados a
diminuicdo dos efeitos toxicos do veneno como paralisia e miotoxicidade quando
estudados em junc¢des neuromusculares de camundongos, sem que houvesse
perda de sua imunogenicidade.

Oussedik-Oumehdi e Laraba-Djebari (61) descrevem a radiacdo gama como
excelente ferramenta na destoxificacdo de venenos sem alterar o potencial
neutralizante dos soros obtidos, uma vez que o processo de hiperimunizacdo é
altamente prejudicial para os animais soroprodutores (61).

As doses de 2kGy empregadas no processo de irradiagcdo do veneno de
Crotalus durissus terrificus utilizado no presente estudo corroboram com as
referidas pelos autores. Esta foi capaz de reduzir a toxicidade do veneno sem que
houvesse alteragcdo em sua imunogenicidade.

Juntamente a estes fatos, o emprego de adjuvantes associados aos
antigenos utilizados na producdo de anticorpos em animais permite diminuir ainda

mais a quantidade de antigenos a serem inoculados nos animais. Porém, algumas
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reacdes podem ocorrer de acordo com a qualidade, quantidade e local de
aplicacdo do adjuvante utilizado. O adjuvante completo de Freund (ACF), apesar
de sua efetividade, pode levar ao aparecimento de granulomas, abscessos e
necrose ulcerativa, dependendo do local de aplicacdo, da qualidade e quantidade
da substancia utilizada (62).

Alteracbes locais como edemas, abscessos e fibroses foram verificadas
durante o processo de hiperimunizagdo de ovinos, quando o adjuvante completo
de Freund foi utilizado. Esse adjuvante é amplamente empregado em processos
de hiperimuniza¢ao nos laboratérios do mundo todo, mesmo sendo extremamente
agressivo para o animal soroprodutor (11,36).

Por outro lado, o adjuvante incompleto de Freund possui a mesma
composicdo do adjuvante completo de Freund, sendo um 6leo mineral, uma
substancia surfactante, mas com excecdo do Mycobacterium tuberculosis. E
frequentemente utilizado em animais que ja receberam um antigeno primario
associado ao adjuvante completo de Freund, mas pode ser empregado também
na primeira inoculacdo. Possui excelente atividade estimulatéria da resposta
humoral, porém € considerado menos potente (62).

Os adjuvantes a base de sais de aluminio, como o Al(OH); utilizado no
presente trabalho, s&o considerados menos efetivos do que as emulsdes.
Entretanto, em funcdo das leves reac¢des inflamatérias, seguranca e eficacia na
formacdo de memoria celular, sdo amplamente empregados tanto em humanos
como em animais de laboratério (62).

Mercuri et al. avaliaram o emprego da silica mesoporosa nanoestruturada
SBA-15 como veiculo carreador de imundgenos e sua capacidade de modular
positivamente a resposta imune. Demonstraram que a silica SBA-15, além de
potencializar a producdo de anticorpos, foi capaz de modular positivamente a
resposta em camundongos maus respondedores, enquanto que O0S outros
adjuvantes, adjuvante incompleto de Freund e hidroxido de aluminio, néo
modularam a resposta dos camundongos geneticamente selecionados para a
minima producdo de anticorpos (Low) que mantiveram titulos inferiores em

relacdo aos de linhagem méaxima (High). Evidenciaram, portanto, o efeito
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adjuvante da SBA-15, com a potencializagdo da imunogenicidade dos antigenos,
eficacia na instalacdo da memodria, melhora da resposta de individuos maus
respondedores e a ndo apresentacao de toxicidade (37).

Com base nessas informacdes, para a realizacdo deste trabalho, foram
delineados quatro protocolos diferentes a fim de se comparar o efeito de cada
adjuvante empregado, associados ao veneno de Crotalus durissus terrificus nativo
e irradiado com ®Co. Foram comparados quanto ao aparecimento de alteracées
locais resultantes das inoculagdes e avaliados em relagdo ao perfil imunol6gico
gerado a partir dos diferentes protocolos de hiperimunizacdo pela técnica de
ELISA.

O emprego do adjuvante incompleto de Freund, do hidréxido de aluminio e
da silica nanoestruturada SBA-15 néo tiveram como consequéncia 0 surgimento
de lesdes locais caracteristicas de reacfes secundarias frente ao uso de
adjuvantes, como citado anteriormente.

Clinicamente, a avaliacdo dos animais demonstrou que apenas um animal
apresentou alteracao no local da aplicacdo do in6culo, contendo 0,5mg de veneno
nativo de Crotalus durissus terrificus associado ao adjuvante incompleto de
Freund. Estes dados sugerem que os protocolos empregados ndo foram nocivos
aos animais.

Os animais também n&do apresentaram nenhuma alteracdo clinica que
pudesse estar relacionada com envenenamento crotélico, demonstrando que as
diferentes doses de veneno utilizadas nos cinco momentos de inoculacdo foram
suficientes para gerar a resposta imunoldgica desejada sem que houvesse
prejuizos a saude dos mesmos.

Lago et al. (63), avaliaram o quadro clinico de bovinos envenenados
experimentalmente com veneno de Crotalus durissus terrificus na dose de 0,03
mg/kg de peso vivo. Apds algumas horas, os animais apresentaram apatia,
prostracdo, letargia e aumento de temperatura, seguido de sialorréia, dispnéia e
Obito. Nenhum dos sinais clinicos citados pelos autores foi observado no processo

de hiperimunizacdo dos ovinos.
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Os ensaios imunoenzimaticos para a deteccdo de venenos e antivenenos
vém sendo estudados e desenvolvidos para auxiliar no estudo de
envenenamentos por animais peconhentos. A técnica utilizada com maior
frequéncia é a do ensaio imunoenzimatico de fase sélida (ELISA) em razéo de sua
sensibilidade, reprodutibilidade, facilidade de execucédo e custo ndo muito elevado
(9,64).

Beghini et al. (65) determinaram titulos de anticorpos pela técnica de ELISA
durante o processo de hiperimunizacdo em coelhos utilizando veneno de Crotalus
durissus cascavella. A técnica empregada confirmou a excelente rea¢do do soro
produzido contra as fracbes crotoxina e fosfolipase A, (PLA,), com 0s maiores
titulos sendo obtidos através da utilizacdo de antigenos correspondentes durante
0 processo de hiperimunizacéo.

Dos-Santos (66) avaliou a eficacia do antiveneno botropico-crotalico na
neutralizacdo das principais atividades do veneno de Bothrops jararacussu
utilizando a técnica de ELISA.

Barraviera et al. (67) descreveram, com sucesso, 0 emprego da técnica de
ELISA para a deteccdo sensivel e especifica tanto para os antigenos como para
0s anticorpos utilizados na pesquisa.

Ferreira Jr et al., (35) utilizando o ensaio imunoenzimatico (ELISA), avaliaram
qualitativa e quantitativamente o nivel de anticorpos antiveneno de Crotalus
durissus terrificus irradiado em fonte de ®°Co produzidos em camundongos.
Verificaram que os soros produzidos foram capazes de reconhecer as toxinas
nativas.

Peres et al. (46), por meio da técnica de ELISA, determinaram o potencial
neutralizante de soro obtido por meio da hiperimunizacdo de ovinos contra o
veneno de Bothrops jararaca.

Rial et al. (68) consideraram em pesquisa realizada que o teste de ELISA é
adequado para o acompanhamento de titulos de anticorpos durante processos de
imunizacao.

No presente estudo, os resultados obtidos por meio da técnica de ELISA

corroboram com os dos autores citados, demonstrando a eficiéncia do ensaio
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imunoenzimatico na deteccdo de anticorpos gerados pelo processo de
hiperimunizacéo. Ainda, a técnica foi capaz de identificar a diferenga nas
respostas imunoldgicas frente aos diferentes periodos de inoculacdo, os
adjuvantes empregados em cada protocolo e o tipo de veneno utilizado, nativo ou
iradiado com ®°Co. Ressalta-se a necessidade da utilizacdo do veneno de
Crotalus durissus terrificus em sua forma nativa como antigeno na padronizacao
da técnica de ELISA, uma vez que o soro produzido seja a partir de veneno nativo
ou irradiado com *°Co deve ser capaz de neutralizar o veneno nativo.

O valor da mediana da producédo de anticorpos demonstrado pela leitura de
densidade Optica (450nm) associado aos intervalos de confianga determinados
para cada grupo nas diluigbes de 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 nos cinco momentos
de observacdo demonstraram que o momento quatro (dia 56) apresentou o maior
nivel de producdo de anticorpos quando comparado com 0S outros momentos
(M4>M1,M2,M3,M5 com intervalo de 93,6% de confianca). Estas analises nédo
foram aplicadas nas diluicdes de 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600,
1:51200 e 1:102400, pois os valores encontrados foram considerados baixos
devido a maior diluicdo empregada na técnica de ELISA.

Com base nestes resultados, os quatro grupos foram avaliados no momento
quatro de observacéo nas diluicdes de 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800, sendo que a
associacao entre o veneno nativo de Crotalus durissus terrificus com o adjuvante
incompleto de Freund e hidroxido de aluminio, protocolo empregado nos animais
referentes ao grupo um, apresentou o maior nivel de titulagdo quando comparado
com os outros trés grupos nas diluicdes avaliadas.

A comparacdo das diluicdes de 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 foi realizada a
fim de se determinar uma diferenca estatistica entre elas. A igualdade estatistica
apresentada entre as diluicées de 1:100 e 1:200 sugere uma possivel otimizacéo
da producdo de antivenenos se a avaliacdo da capacidade de neutralizacdo
desmontrarem também os mesmos resultados.

As diferencas demonstradas entre os grupos inoculados com veneno nativo e
iradiado com ®Co confirmam a eficiéncia da irradiacdo gama na atenuacdo da

toxicidade dos venenos. Os grupos trés e quatro apresentaram titulacdes
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inferiores aos grupos um e dois quando comparados em relacdo ao mesmo
adjuvante empregado no protocolo de hiperimunizagéo.

Entretanto, a avaliagdo da capacidade de neutralizacdo do soro torna-se
extremamente importante, uma vez que altos titulos de anticorpos verificados no
teste de ELISA, ndo significam que estes possuam alta capacidade de
neutralizagdo. Por esta razéo, foi selecionado um “pool” dos soros dos animais de
cada grupo no momento quatro de leitura de densidade Optica, obtidos no dia 42
(M4), o qual apresentou titulos mais elevados detectados pelo teste de ELISA e
pela analise estatistica.

Para a realizac&o dos testes, foram utilizadas cinco DLsy de veneno nativo de
Crotalus durissus terrificus e sugerido uma capacidade neutralizante inicial do soro
na concentragao de 0,6 mg/mL.

O calculo da DEsg dos soros obtidos néo foi possivel de ser determinado
devido a taxa de mortalidade observada. Isto ocorreu devido a utilizacao estimada
da concentracdo do soro em 0,6 mg/mL estar muito acima da concentragdo dos
soros testados.

As provas de soroneutralizacdo de cada grupo devem ser realizadas com
concentracdes diferentes para o calculo da DEso.

Este procedimento nao foi realizado pois o objetivo era comparar os quatro
grupos. Sendo assim, foi possivel observar que o grupo um (G1), inoculado com
veneno crotélico nativo associado ao adjuvante incompleto de Freund e hidréxido
de aluminio mostrou-se mais eficiente na neutralizacdo quando comparado com
0s demais grupos.

Observou-se também que os soros do grupo trés (G3), inoculados com
veneno crotélico irradiado associado ao adjuvante incompleto de Freund e
hidréxido de aluminio, garantiu a sobrevida de um maior nimero de animais
guando comparados com os grupos dois (G2) e quatro (G4).

Estes resultados demonstram que o uso da silica nanoestruturada SBA-15
como adjuvante ndo se mostrou eficiente na producdo de anticorpos

neutralizantes dentro do protocolo empregado.
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Em se tratando de uma substancia recém empregada como agente
adjuvante em hiperimunizagdes com venenos ofidicos, novos protocolos deveréo
ser desenvolvidos com o intuito de se encontrar um melhor uso, visto que
trabalhos anteriores demonstraram sua melhor eficiéncia (37,38).

Por meio da técnica de ELISA e dos resultados obtidos pela avaliacao da
capacidade de neutralizacdo dos soros obtidos em sua forma bruta, os ovinos
utilizados no experimento mostraram-se potenciais soroconversores. Foram
capazes de gerar uma resposta humoral frente aos estimulos sem sofrer qualquer
consequéncia referente ao processo de imunizacao.

No que se refere a avaliagdo do crescimento e ganho de peso dos animais,
os resultados demonstraram que nao houve diferenca estatistica significativa entre
0S quatro grupos quando comparados em relagcdo ao ganho médio de peso. Estes
sugerem que ndo houve interferéncia do processo de hiperimunizacdo dos ovinos
com veneno de Crotalus durissus terrificus nativo ou irradiado com *°Co associado
ao adjuvante incompleto de Freund, hidroxido de aluminio e silica nanoestruturada
SBA-15 no desenvolvimento dos animais.

De acordo com os resultados obtidos na inspecdo sanitaria dos animais,
pode-se afirmar que o processo de hiperimunizagcdo dos ovinos com veneno de
Crotalus durissus terrificus nativo e irradiado com ®Co ndo teve como
consequéncia nenhum tipo de lesdo que pudesse levar a condenacéo da carcaca,
seja ela parcial ou total, e de 6rgdos analisados macroscopicamente. Assim, todas
as carcacas foram aprovadas e liberadas para consumo humano pelo Servi¢co de
Inspecéo Federal (SIF).

Os achados microscopicos obtidos pelo exame histolégico demonstrou 0 ndo
surgimento de lesbes consequentes de um possivel envenenamento crotalico,
uma vez que o0 veneno € considerado altamente nefrotoxico. As alteracdes
consequentes do quadro de pielonefrite caracterizam uma infeccdo ascendente,
via sistema urinario.

A associagado dos resultados encontrados na avaliagdo do ganho de peso,
exame histolégico de fragmentos de rins e inspecéo sanitaria das carcagas, com

aprovagao para consumo humano demonstraram que nao houve interferéncia do
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processo de hiperimunizacdo no crescimento e desenvolvimento sadio dos
animais.

No que se refere as afeccbes respiratérias apresentadas por todos os
animais, acreditou-se que as mudancas extremas de temperatura, a forma do
alimento oferecido, em farelo, e as conseqléncias do processo de
hiperimunizagéo, quando associadas a estes fatores, favoreceram a multiplicacao
da Pasteurella sp, levando os animais a um quadro patolégico. Ressalta-se que a
pasteurelose foi considerada uma hipétese diagndstica, e confirmada logo ap6s
com o diagndstico terapéutico. O emprego da Enrofloxacina® no tratamento do
processo infeccioso demonstrou-se eficaz, visto que todos os animais, apos este
procedimento, ndo apresentaram mais sintomas.

As quinolonas sao antibiéticos de amplo espectro e possuem uma grande
importancia no tratamento de infeccBes bacterianas. Entretanto, podem induzir
efeitos adversos em pacientes humanos, caracterizados por reacfes cutaneas,
urticaria, angio-edema e anafilaxia, sugerindo uma reacédo de hipersensibilidade
do tipo | mediada por células IgE. Ja as reacdes tardias, caracterizadas por
diferentes formas de exantemas também podem ocorrer em tratamentos que
utilizam as quinolonas, sendo mediadas por células T (69-75).

Estas reacfes alérgicas mediadas por células T sdo exemplos de reacdes
imunes frente a compostos de baixo peso molecular (<1000Da), indicando que
drogas podem ser estimulatérias para células T por reagirem com o receptor de
células T (TCR). As reacdes podem ser desenvolvidas se as drogas utilizadas
agirem como um apteno, por exemplo, por formarem uma ligacdo covalente
estavel, com um carreador macromolecular, como um peptideo ou uma proteina
enddgena (76,77).

Apesar das reagdes adversas citadas em literatura por diversos autores, 0s
resultados obtidos neste trabalho demonstraram que néo houve interferéncia do
emprego do medicamento no tratamento dos animais com a formagédo dos
anticorpos, uma vez que os titulos resultantes do processo de hiperimunizagéo
demonstrados pela técnica de ELISA apresentaram aumentos significativos apds o

periodo da antibioticoterapia.
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Durante o processo de hiperimunizacdo dois animais vieram a oObito. O
primeiro deles foi inoculado com veneno nativo de Crotalus durissus terrificus
associado ao adjuvante incompleto de Freund (G1). O outro animal foi inoculado
com veneno nativo de Crotalus durissus terrificus associado a silica
nanoestruturada SBA-15 (G2). Ambos foram enviados ao Departamento de Clinica
Veterinaria — Servigo de Patologia Veterinaria — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, FMVZ, UNESP — Botucatu, para realizacdo da necropsia. Os laudos
estdo descritos no apéndice.

O relato dos casos dos animais que vieram a Obito (animal 18 e 24) bem
como a realizacdo da necropsia neste trabalho foi de extrema importancia, uma
vez que as mortes poderiam ter sido causadas por acdo do veneno crotdlico
decorrente do processo de hiperimunizacao dos ovinos ou entdo de alguma outra
alteracdo a ser elucidada que pudesse interferir diretamente na pesquisa. Em
amostras coletadas de pulm&o do animal nimero 18, pertencente ao grupo um, foi
isolada a Pasteurella sp. Apesar de estar presente em sua microbiota, a
multiplicacdo da mesma pode levar a um quadro septicémico agudo e morte em
poucas horas. Freqlientemente ocorre ap0s 0 transporte ou tosquia, ou outros
fatores de estresse, como apés o desmame (51).

No caso, o desenvolvimento pode ser atribuido ao estresse do deslocamento
do animal, mudanca extrema de temperaturas e também pelo manejo em todo
processo de hiperimunizacdo e coletas de sangue para posterior analise.
Juntamente a estes fatos, o veneno crotalico possui fragcdo imunossupressora que,
isoladamente e em pequenas quantidades, ndo interfere no perfil imunolégico do
animal, mas quando associado aos outros fatores, pode determinar uma
imunossupressdo, permitindo entdo a multiplicagdo da bactéria em questao,
levando o animal a o6bito por insuficiéncia respiratéria em um curto periodo de
tempo.

Com base nessas informacoes, justifica-se plenamente o uso dos ovinos
jovens como animais alternativos para a producdo de soros heterdlogos. O
emprego da silica nanoestruturada SBA-15 como adjuvante devera ser realizada

com diferentes venenos, doses e novos protocolos de hiperimunizacéo.
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A aprovacdo para o consumo humano da carne dos animais utilizados no
processo de hiperimunizacéo oferece boas perspectivas ao ovinocultor.

Por fim, acredita-se que a producdo de soros heterélogos altamente
responsivos possa estar associada a otimizagdo da tecnologia empregada, na
reducéo dos custos gerados pelo processo, bem como na garantia de higidez dos

animais.
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6. CONCLUSOES

Considerando a analise do resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se

verificar que:

e O ensaio imunoenzimatico (ELISA) mostrou-se eficiente na deteccdo de
anticorpos produzidos, demonstrando que o momento quatro (M4)
apresentou o maior nivel de titulagdo nos quatro grupos, sugerindo que
apenas quatro inoculacdes sao suficientes, sem induzir efeitos colaterais
decorrentes do processo de hiperimunizacéao;

e Os titulos obtidos em ovinos inoculados com veneno nativo de Crotalus
durissus terrificus mostraram-se superiores quando comparados com a forma
irradiada, detectados pelo teste de ELISA;

e Os adjuvantes empregados nos diferentes protocolos foram eficientes na
formacédo da resposta imune humoral sem induzir rea¢cbes adversas no local
de aplicacao;

e O processo de hiperimunizacdo nao interferiu no desenvolvimento dos
animais, pela andlise de ganho de peso;

e O protocolo convencional de imunizacgéo utilizado no grupo um (G1) mostrou-
se mais eficiente na neutralizacdo do efeito letal quando comparados com o0s
demais protocolos;

e A inspecdo sanitaria e aprovacdo para consumo demonstraram ndo haver
prejuizos que levem a condenacdo parcial ou total da carcaga,

¢ Novos protocolos utilizando a silica nanoestruturada SBA-15 como adjuvante
devem ser estudados.
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7. RESUMO

A administracdo de soros heter6logos de origem equina constitui o Unico
tratamento para os acidentes ofidicos, porém estes sdo capazes de induzir
reacdes de hipersensibilidade. Novos processos de hiperimunizagdo em animais
alternativos vém sendo desenvolvidos, juntamente a ferramentas de
destoxificagdo dos venenos e novas alternativas de adjuvantes. No presente
trabalho, foi utilizado veneno de Crotalus durissus terrificus nativo (VN) e irradiado
com Coso (VIr), em quatro diferentes protocolos de hiperimunizagdo, para uma
avaliacado quinzenal do perfil imunoldgico dos grupos de ovinos pela técnica de
ELISA. Os animais foram avaliados clinicamente todos os dias e pesados a cada
14 dias. Ao final, foram inspecionados em frigorifico para aprovacédo de consumo e
os rins, analisados histologicamente. Os soros obtidos foram avaliados quanto a
capacidade de neutralizac&o por meio de testes “in vitro”. O momento quatro (M4)
apresentou o maior nivel de titulacdo nos quatro grupos, porém o G1, inoculado
com VN associado ao adjuvante incompleto de Freund (AIF), apresentou o maior
nivel quando comparados com os demais grupos, inoculados com VN associado a
silica nanoestruturada SBA-15 (G2), VIrr associado ao AlF (G3) e VIrr associado a
SBA-15. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao ganho de
peso. Apenas um animal apresentou lesdo no local de aplicacdo. Todos as
carcacas obtiveram um carimbo de aprovacdo para consumo do Servico de
Inpecdo Federa (SIF)l. Nao houve alteragGes histolégicas renais caracteristicas de
envenenamento crotalico. Os soros produzidos pelos quatro grupos foram
capazes de neutralizar o efeito letal do veneno de Crotalus durissus terrificus,
observados pelos testes de neutralizagdo. O protocolo convencional de
imunizacdo utilizado no grupo um (G1) mostrou-se mais eficiente na neutralizagéo

do efeito letal guando comparados com os demais protocolos.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, hiperimunizagao, ovinos.
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8. SUMMARY

The administration of heterologous antivenoms raised in horses is considered the
only treatment for envenoming by venomous animals. However, it causes
hypersensitivity reactions. New hyperimmunization processes in alternatives
animals have been developed, associated to detoxication of venoms an new
alternatives of adjuvants. In the present study it was used the natural (NV) and Co-
60-irradiated (IrrV) Crotalus durissus terrificus venom, in four differents protocols
for a evaluation every fifteen days of the immunological response of the four ovine
groups by the ELISA test. The clinical evaluation of the animals was performed and
the weigth obteined every fourteen days, submited to a frigorific inspection and
histological kidneys analysis. The neutralization capacity of the serum produced
was evaluated in “in vitro” test. The fourth moment presented the major titles for all
groups. However, the first group (G1), inoculated with NV associated with Freund’s
incomplet adjuvant (FIA) and aluminiun hidroxide presented the major titles when
compared with the other ones, inoculated with NV associated to SBA-15 (G2), IrrV
associated with FIA (G3) and IrrV associated with SBA-15 (G4). There was no
estatistic difference between the groups concerning the weigth analysis. Only one
animal presented lesion at the inoculation site. All the carcass obtained the
consume aprovation stamp of the Federal Inspection Service (FIS). There was no
kidney lesions on histological analysis. The four serum produced were able to
neutralize the letal effect of Crotalus durissus terrificus venom, showed by the
neutralization test. The convencional immunization protocol used for the first group
(G1) showed more efficient neutralization capacity when compared with the others

groups.

Key-works: Crotalus durissus terrificus, hyperimmunization, ovines.
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10. APENDICE

Tabela 27: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) por grupo nos

momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:1600.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quartil 0,024 0,301 0,127 0,502 0,191
Grupo 1 Mediana 0,040 0,363 0,183 0,605 0,255
3° Quartil 0,065 0,443 0,283 0,744 0,406
1° Quartil -0,001 0,011 0,008 0,029 0,019
Grupo 2 Mediana 0,000 0,018 0,023 0,043 0,035
3° Quartil 0,004 0,037 0,040 0,098 0,045
1° Quartil 0,008 0,130 0,108 0,124 0,098
Grupo 3 Mediana 0,018 0,155 0,167 0,179 0,152
3° Quartil 0,039 0,256 0,265 0,293 0,293
1° Quartil -0,002 0,010 0,002 0,014 0,013
Grupo 4 Mediana 0,004 0,014 0,007 0,022 0,026
3° Quartil 0,006 0,025 0,020 0,049 0,064

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

Densidade Optica (450nm)

MoO*

Momentos

—e— Grupo 1 —=— Grupo 2

Grupo 3 —<x— Grupo 4

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70. *Inoculac¢&o.

Figura 15: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos
momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:1600.
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Tabela 28: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade optica (450nm) por grupo nos
momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:3200.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quartil 0,010 0,190 0,067 0,333 0,108
Grupo 1 Mediana 0,020 0,228 0,106 0,415 0,134
3° Quartil 0,032 0,330 0,172 0,544 0,250
1° Quartil 0,002 0,005 0,001 0,018 0,012
Grupo 2 Mediana 0,003 0,007 0,014 0,026 0,018
3° Quartil 0,005 0,020 0,048 0,057 0,024
1° Quartil 0,004 0,069 0,066 0,072 0,053
Grupo 3 Mediana 0,013 0,091 0,109 0,096 0,089
3° Quartil 0,024 0,179 0,156 0,203 0,198
1° Quartil -0,002 0,003 0,002 0,004 0,007
Grupo 4 Mediana 0,004 0,009 0,004 0,011 0,016
3° Quartil 0,006 0,014 0,012 0,031 0,039

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

0,45
0,4 1
0,35 -
0,3
0,25
0,2
0,15 -
0,1 1
0,05 -

Densidade Optica (450nm)

MoO* M1* M2* M3* M4* M5

Momentos

‘ —«e— Grupo 1 —=— Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4 ‘

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70. *Inoculac&o.

Figura 16: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos
momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:3200.

65



Tabela 29: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade optica (450nm) por grupo nos
momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:6400.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quartil 0,002 0,118 0,035 0,188 0,073
Grupo 1 Mediana 0,008 0,143 0,061 0,232 0,098
3° Quartil 0,018 0,232 0,100 0,310 0,179
1° Quartil 0,001 0,004 -0,003 0,009 0,011
Grupo 2 Mediana 0,001 0,006 0,004 0,012 0,020
3° Quartil 0,002 0,014 0,012 0,027 0,033
1° Quartil 0,005 0,035 0,038 0,035 0,026
Grupo 3 Mediana 0,006 0,050 0,058 0,049 0,036
3° Quartil 0,010 0,103 0,081 0,099 0,118
1° Quartil 0,001 0,000 0,004 0,003 0,001
Grupo 4 Mediana 0,002 0,005 0,005 0,005 0,007
3° Quartil 0,006 0,007 0,009 0,012 0,020

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

0,25

0,2

0,15 -

0,1 1

0,05 -

Densidade Optica (450nm)

MoO* M1* M2* M3* M4* M5

Momentos

‘ —«e— Grupo 1 —=— Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4 ‘

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70. *Inoculac&o.

Figura 17: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos
momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:6400.
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Tabela 30: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade optica (450nm) por grupo nos
momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:12800.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quartil 0,002 0,068 0,024 0,106 0,035
Grupo 1 Mediana 0,005 0,088 0,036 0,134 0,046
3° Quartil 0,010 0,161 0,066 0,188 0,090
1° Quartil 0,000 0,000 -0,006 0,005 0,003
Grupo 2 Mediana 0,005 0,004 0,002 0,007 0,005
3° Quartil 0,009 0,008 0,007 0,015 0,007
1° Quartil 0,003 0,013 0,019 0,021 0,011
Grupo 3 Mediana 0,006 0,029 0,028 0,026 0,015
3° Quartil 0,007 0,062 0,088 0,062 0,067
1° Quartil 0,000 -0,002 0,003 0,001 0,001
Grupo 4 Mediana 0,004 0,008 0,004 0,005 0,005
3° Quartil 0,007 0,013 0,007 0,008 0,012

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

0,16
0,14 -
0,12 +

0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

Densidade Optica (450nm)

Mo* M1* M2* M3* M4* M5

Momentos

‘+Grupo 1 = Grupo 2 Grupo 3 —<x— Grupo 4 ‘

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 60 e M5 = dia 56. *Inoculac&o.

Figura 18: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos
momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:12800.
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Tabela 31: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade optica (450nm) por grupo nos
momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:25600.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quiartil -0,001 0,042 0,010 0,054 0,019
Grupo 1 Mediana 0,001 0,056 0,012 0,072 0,027
3° Quartil 0,003 0,096 0,031 0,108 0,053
1° Quiartil 0,004 -0,002 -0,006 0,002 -0,003
Grupo 2 Mediana 0,010 0,001 0,001 0,004 0,001
3° Quartil 0,021 0,006 0,002 0,006 0,003
1° Quiartil -0,002 0,002 0,012 0,010 0,004
Grupo 3 Mediana 0,004 0,016 0,018 0,014 0,009
3° Quartil 0,006 0,034 0,055 0,034 0,030
1° Quatrtil -0,006 -0,001 0,002 0,000 -0,001
Grupo 4 Mediana 0,001 0,004 0,003 0,003 0,003
3° Quatrtil 0,003 0,006 0,004 0,005 0,257
M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 =56 e M5 = dia 70.
__ 0,08
€ 0,07
3 0,06 -
$ ’
g 0,05 -
2 0,04
O
@ 0,03
‘% >
o 0,02 1
£ 0,01 - =L 4
Mo* M1* M2* M3* M4* M5
Momentos
‘ —«e— Grupo 1 —=— Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4 ‘

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70. *Inoculac&o.

Figura 19: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos

momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:25600.
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Tabela 32: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade optica (450nm) por grupo nos
momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:51200.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quiartil 0,003 0,022 0,006 0,028 0,010
Grupo 1 Mediana 0,004 0,033 0,010 0,036 0,016
3° Quartil 0,008 0,055 0,021 0,250 0,029
1° Quiartil -0,001 0,000 -0,004 0,002 -0,003
Grupo 2 Mediana 0,007 0,003 0,002 0,003 0,002
3° Quartil 0,016 0,004 0,004 0,006 0,003
1° Quiartil 0,001 0,002 0,007 0,005 -0,001
Grupo 3 Mediana 0,006 0,010 0,009 0,006 0,002
3° Quartil 0,009 0,034 0,016 0,018 0,013
1° Quatrtil 0,003 -0,002 0,004 0,001 -0,001
Grupo 4 Mediana 0,004 0,004 0,005 0,005 0,002
3° Quatrtil 0,006 0,006 0,008 0,007 0,004

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

Densidade Optica (450nm)

Momentos

‘+Grupo 1 = Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4 ‘

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70. *Inoculac&o.

Figura 20: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos
momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:51200.
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Tabela 33: Distribuicdo dos valores da mediana e quartis da producdo de
anticorpos demonstrados pela leitura de densidade optica (450nm) por grupo nos
momentos M1, M2, M3, M4,e M5 de observacéo na diluicdo de 1:102400.

Grupos Resumo M1 M2 M3 M4 M5
1° Quiartil 0,001 0,012 0,005 0,015 0,006
Grupo 1 Mediana 0,001 0,022 0,008 0,021 0,008
3° Quartil 0,006 0,041 0,012 0,035 0,015
1° Quiartil 0,006 0,001 -0,008 0,003 0,004
Grupo 2 Mediana 0,010 0,005 0,002 0,004 0,005
3° Quartil 0,014 0,007 0,003 0,005 0,012
1° Quartil 0,003 -0,005 0,004 0,004 -0,002
Grupo 3 Mediana 0,009 0,008 0,005 0,007 0,001
3° Quartil 0,014 0,014 0,008 0,012 0,008
1° Quatrtil 0,003 -0,002 0,003 -0,001 -0,002
Grupo 4 Mediana 0,004 0,003 0,005 0,001 0,002
3° Quatrtil 0,009 0,008 0,012 0,005 0,004

M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70.

0,025

0,02 +

0,015 ~

0,01 +

0,005 -

Densidade Optica (450nm)

Momentos

‘+Grupo 1 = Grupo 2 Grupo 3 —<— Grupo 4 ‘

MO = dia 1, M1 = dia 14, M2 = dia 28, M3 = dia 42, M4 = 56 e M5 = dia 70. *Inoculac&o.

Figura 22: Apresentacdo dos valores da mediana da producéo de anticorpos
demonstrados pela leitura de densidade 6ptica (450nm) dos grupos avaliados nos
momentos MO, M1, M2, M3, M4 e M5 de observacao na diluicdo de 1:102400.
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Relato de Casos

A — Relato de Caso 1

O animal 18, pertencente ao grupo um (G1), veio a 6bito um dia apés a
primeira inoculagdo com 0,5mg de veneno nativo de Crotalus durissus terrificus
associado ao adjuvante incompleto de Freund. Ao exame clinico, o mesmo
apresentou apatia, inapeténcia, prostracao, dispnéia, tosse, secre¢ao nasal e veio

a 6hito em 24 horas.

Laudo de necropsia:

RG: 147580

Espécie: Ovina

Raca: Suffolk

Sexo: macho

Idade: 4 meses

Exame externo: Mucosa oral cianética. Mucosas oral, genital e anal
congestas.

Causa mortis: Insuficiéncia respiratdria aguda (edema pulmonar) e choque
séptico (congestdo de todos os oOrgdos examinados e presenca de focos
hemorragicos).

Processo principal: Pneumonia com éareas de hepatizacdo vermelha nos
lobos craniais e mediais, com a presenca de abscessos multifocais nas areas
comprometidas (Prova de docimasia hidrostatica negativa)

Processos secundarios: Congestdo e edema cerebral. Petéquias em
epicardio e areas esbranquicadas em miocardio. Figado congesto, esbranquicado,
com focos amarelados e padrdo lobular evidente. Baco com hiperplasia de polpa
branca. Rumenite. Abomaso edemaciado. Equimose no pancreas. Enterite
hemorragica. Rins congestos.

Outros achados: Sinusite
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Observacgfes: Nado foram encontrados indicios de aplicacbes na regido do

pescoco.

B — Relato de Caso 2

O animal 24, pertencente ao grupo dois (G2) veio a 6bito quatro dias apés a
primeira inoculagdo com 0,5mg de veneno nativo de Crotalus durissus terrificus
associado a silica nanoestruturada SBA-15. Ao exame clinico, 0 mesmo
apresentou apatia, inapeténcia, prostracao, dispnéia, tosse, secre¢ao nasal e veio

a 6bhito em 24 horas.

Laudo de necropsia:

RG: 147632
Espécie: Ovina
Raca: Suffolk
Sexo: Macho

Idade: 4 meses

Exame externo: bom estado nutricional e mucosas aparentes pélidas.

Causa mortis: Insuficiéncia respiratoria aguda (edema pulmonar).

Processos secundarios: Rinite acentuada, pneumonia abscedativa e areas
de degeneracédo hepatica.

A figura 16 mostra a aderéncia dada pelo o abscesso localizado no pulméo,
em lobo cranial direito, durante a realizagdo da necropsia.

A figura 17 mostra o abscesso localizado no pulmdo em lobo cranial direito,
durante a realizacao da necropsia.

Outros achados: hematomas em subcutaneo de regido cervical e sablose

em abomaso.
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Figura 23: Necropsia em ovino: aderéncia em gradil costal dada pelo
abscesso formado no pulméo, em lobo cranial direito.

Figura 24: Necropsia em ovino: abscesso localizado no pulm&o, em lobo
cranial direito.
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