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Proteinograma de ovelhas imunizadas
com veneno detoxificado do escorpiao Tityus serrulatus

Proteinogram of Immunized Sheep with Detoxified Tityus serrulatus Scorpion Venom
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Ana Flavia Machado Botelho»?, Clara Duarte*, Carlos Chavez-Olértegui:* & Marilia Martins Melog'

ABSTRACT

Background: Scorpionism is a worldwide medical issue, especially relevant in the tropical and subtropical countries. Tityus
serrulatus is the species responsible for most cases in Brazil. Antivenom administration to victims is the sole specific therapy
obtained from donor animals. Most of these donors suffer with symptoms of the poisoning, debilitating their health and
reducing their life expectancy. The aim of the present research was to evaluate whether the immunogens prepared from
the crude and detoxified venom of 7. serrulatus promoted different changes in fractionated sheep plasma proteins, during
a scorpion antivenom serum production.

Materials, Methods & Results: Twelve sheep, healthy, mean weight of 30 kg, were distributed into 3 groups (n =4): G1
(control), G2 (crude venom) and G3 (detoxified venom). The adopted immunization protocol (first cycle) had 6 doses, 3
using Freund’s adjuvant, with a 21-day interval between each one (day 0, 22 and 43), and 3 doses with no adjuvant (booster)
and 0.2 mg of antigen (reinforcement), spaced 3 days between each other (day 50, 53 and 56). Group control (G1) received
6 immunizations with phosphate buffered saline (PBS) associated with Freund’s adjuvant (1:1), while the other 2 groups
received 0.5 mg of venom (G2) and detoxified venom (G3), respectively, diluted in PBS, associated with the Freund adju-
vant. The boosters were 1/3 of the initial dose, diluted only PBS. At baseline (TO) and at 24 and 48 h after immunization,
all animals underwent clinical examinations. Blood samples were collected at day 0, 22, 43, 53 and 56 for proteinogram
analysis. Total protein, albumin and globulins fractions were measured. Plasma albumin concentration at TO ranged from
3.41-4.86 g/dL, with a mean value of 4.12 g/dL. There was no statistical difference between the 3 experimental groups.
The normal values determined for a-globulin range from 0.14 to 0.54 g/dL, with a mean of 0.31 g/dL (TO). There was a
significant increase in the 3™ immunization and its respective interval (24-48 h), with values above normal in all groups:
G1 (0.66 g/dL), G2 (0.62 g/dL) and G3 (0.65 g/dL). The B-globulin was subdivided into B1 and B2 globulin. At TO, the
normal values of B1 ranged from 0.45 to 1.05 g/dL, with a mean of 0.664 g/dL, and no significant change was observed
in this classification. On the other hand, there was an abrupt increase in 2 in all groups after the first immunization, com-
pared to the baseline value in TO (0.37 g/dL. mean value). From the third to the 6" immunization, there was an important
reduction in B2 fraction when compared with baseline value. The y-globulins fraction ranged from 0.80 g/dL to 76 g/dL.
In the 6™ immunization, there was a significant difference between G1 and the groups that received venom (G2 and G3).
Therefore, all animals presented an acute inflammatory response, evidenced by the significant reduction of plasma albumin
and an increase in o-globulin and f,-globulin. It is important to point out that 7. serrulatus detoxified venom did not cause
alterations in ovine proteinogram during the first cycle of immunization.

Discussion: The fact that both groups (G2 and G3) presented acute inflammatory response, indicates that this alteration is
caused by the adjuvant present in the immunization protocol. Tityus serrulatus venom detoxified with glutaraldehyde did
not cause significant alterations in ovine proteinogram in the early stages, suggesting that it may be used as an alternative
antigen for the production of antivenom, improving clinical conditions of donor animals.
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INTRODUCAO

No Brasil, o escorpido Tityus serrulatus é o
responsavel por graves acidentes [18]. O tratamento
consiste na soroterapia com anticorpos especificos,
obtidos de animais produtores [13] que podem ter sua
expectativa de vida reduzida, em funcio da imunizagao
com repetidas doses de material téxico [9,17].

O uso de imundgenos sem toxicidade ao ani-
mal é de grande relevancia [8,18,20]. A detoxificagao
quimica do veneno com glutaraldeido € uma alterna-
tiva, reduzindo seus efeitos téxicos e letais [12,17].

O veneno escorpidnico possui aminodcidos
livres, sais inorganicos, lipidios, aminas bioativas,
enzimas [2,15,18], mucoproteinas, peptideos, citoci-
nas, bradicinina, entre outros [6]. Suas neurotoxinas
afetam os mecanismos de permeabilidade de mem-
branas excitdveis através da interagdo com canais
ionicos (Na+, K+, Cl- e Ca*) [3,28,29], promovendo
sua despolarizacdo e liberacdo excessiva de neuro-
transmissores na fenda sindptica, sendo vistos efeitos
adrenérgicos e colinérgicos de intensidade varidvel em
diversos 6rgaos [18].

Os efeitos se relacionam com a liberacdo
sistémica de altos niveis de mediadores inflamatorios,
principalmente IL-6, IL-8, IL-10, TNF-q, IL-1a, IL-1
e 0xido nitrico [7,19,23-25,33], eicosandides, fator de
ativacdo plaquetdria e fator de aumento da permeabi-
lidade [25].

Animais expostos ao veneno podem apresentar
alteracdes no perfil bioquimico sanguineo [25], com
padrio de resposta inflamatéria aguda [22].

O objetivo do trabalho foi avaliar se os
imundgenos obtidos do veneno bruto e detoxificado
de Tityus serrulatus promoveram alteragdes nas pro-
tefnas plasmadticas fracionadas de ovinos submetidos
a um ciclo de imunizacdo na producdo de antisoro
escorpidnico.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Para o desenvolvimento do presente estudo
foram utilizados 12 ovinos sem raca definida, com 7
meses de idade, peso médio de 30 kg, clinicamente
sauddveis, oriundos de uma propriedade rural local-
izada no Municipio de Baldim - MG. Administrou-se
por via oral cloridrato de levamisol a 5% [Ripercol L
Solugao®' - 5 mg/kg - dose tinica] e por via subcutinea

vacina polivalente contra as principais clostridioses
[Poli-Star® - 2 mL - dose unica]. Os animais per-
maneceram alojados durante o experimento em baias
coletivas (4 m x 4 m), receberam dieta a base de ragdo
granulada comercial (300 gramas/animal/dia), sal
mineral para a espécie ovina em fase de crescimento,
feno e dgua ad libitum.

Formaram-se, por sorteio, 3 grupos com 4 ovinos
em cada: Grupo 1 (G1 - controle), Grupo 2 (G2 - imu-
nizados com veneno bruto de 7. serrulatus) e Grupo 3
(G3 - imunizados com veneno detoxificado de T. serru-
latus). Cada grupo foi alojado em uma baia para facilitar
a identifica¢@o e manuseio dos animais. Antes do inicio
do processo de imunizacio, os ovinos permaneceram 60
dias em periodo de adaptagdo, com objetivo de reduzir o
estresse e possiveis interferéncias no estudo.

Protocolo de imunizagdo

Para preparacio dos imundgenos, escorpides da
espécie 1. serrulatus foram coletados na regido de Belo
Horizonte e mantidos no Laboratério de Imunoquimica
do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) - UFMG. O
veneno foi obtido por estimulagao elétrica do telson (20
V) e posteriormente armazenado sob a forma liquida, no
escuro e na temperatura de -20°C até seu uso.

O imunégeno veneno detoxificado foi preparado
através do método de ligacdo cruzada por glutaraldeido
em apenas um passo, conforme método descrito [17].
Para acoplamento via glutaraldeido, 10 mg do veneno
bruto foram diluidos em 1,0 mL de salina tamponada
em fosfato estéril (PBS) (NaCl 137 mM, 10 mM de
fosfato, KC12,7 mM e 7,4 pH). Um total de 1,0 mL de
solucdo de glutaraldeido 1% foi lentamente adicionada
a solucdo com o veneno, mantida sob agitacdo constante
por 1 h em temperatura ambiente. O veneno conjugado
foi congelado a -20°C até sua utilizagao.

O protocolo de imunizagdo foi composto por
6 doses, 3 associadas ao adjuvante de Freund?®, com
espaco de 21 dias entre elas (dia 0, dia 22 e dia 43) e
3 sem adjuvante (refor¢o), espacadas em 3 dias (dia
50, dia 53 e dia 56). Nas 3 doses iniciais utilizou-se
0,5 mg de veneno total* ou detoxificado* e nos reforgos
utilizou-se 0,2 mg do imundgeno sem adjuvante.

Na primeira imuniza¢io os imundgenos pre-
parados com solugdo salina tamponada em fosfato
estéril (PBS) foram diluidos na propor¢do de 1:1 em
adjuvante de Freund completo: G1(1,5 mL de adju-
vante + 1,5 mL de PBS), G2 (1,5 mL de adjuvante +
1,5 mL de veneno bruto) e G3 (1,5 mL de adjuvante
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+ 1,5 mL de veneno detoxificado). As 2 imunizacdes
subsequentes consistiram do emprego de adjuvante
incompleto de Freund associado aos imundgenos,
seguindo a mesma propor¢ao da primeira dose.

A emulsdo completa do antigeno com o adju-
vante foi garantida com auxilio do banho ultrassénico®
por aproximadamente 20 min, sendo precedida pela
transferéncia das 2 substancias em volumes iguais para
tubos de ensaio esterilizados. Apds obtengdo de uma
mistura homogénea, o material foi transferido para
seringas estéreis® de 5 mL, mantidas acondicionadas
em caixa de material isotérmico com gelo reutilizavel
até o momento da aplicacdo nos animais.

Desafios e grupos experimentais

O local de inoculacdo nos animais foi a regido
dorso-lombar, dividido em 2 pontos, pela via subcutanea,
precedido do uso de algodao embebido com dlcool iodado.

As 3 doses de reforco (sem adjuvante) conta-
ram com a associacdo do veneno bruto ou detoxificado
(0,2 mL numa concentragdo de 0,2 mg) com PBS,
totalizando 1,2 mL de volume final, aplicado por via
subcutanea em apenas 1 ponto no dorso préximo ao
pescogo do animal.

Os grupos foram submetidos as coletas de
sangue antes de iniciarem as imuniza¢des (tempo zero),
20 min, 24 e 48 h apds cada inoculacao, nos dias O,
22,43, 50, 53 e 56, totalizando 19 coletas/animal. As
amostras foram coletadas por puncao da veia jugular
com agulha vdcuo6 (25 x 8 mm) em frascos a vacuo’
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a
10%, para obten¢@o de plasma ap6s centrifugacao® por
10 min (1.800 g). As amostras foram aliquotadas em
microtubos’ e armazenadas na temperatura de -20°C
até seu processamento.

Perfil proteico fracionado

O perfil proteico fracionado foi obtido por ele-
troforese horizontal com kit'® contendo gel de agarose a
12% e tampao TRIS. Foram utilizadas amostras de plasma
congeladas, com tempo de corrida de 30 min. Os géis
foram corados com amido negro e descorados em uma
série de etanol e dcido acético. A leitura foi feita por um
“scanner” com software SE-250', sendo a concentragdo
proteica (g/dL) determinada através da multiplicacdo do
percentual de cada fracdo pela concentracio da proteina
total, previamente obtida por refratometria''.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo de parcelas sub-subdivididas,

conforme preconizado. Nas varidveis que ndo apre-
sentaram distribuicdo normal foi feita transformacao
de dados (logaritmo), sendo a comparacdo de médias
através do teste de Tukey [31]. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

RESULTADOS

O tragado eletroforético das proteinas plasméti-
cas dos ovinos revelou 5 bandas distintas: albumina,
a-globulina, f1-globulina, f2-globulina e y-globulina.

Como na literatura sdo escassos os trabalhos
com proteinograma de ovinos higidos com idade se-
melhante aos animais deste estudo, utilizou-se como
referéncia os valores encontrados nos animais antes
das imunizagdes, ou seja, determinou-se intervalo de
normalidade para cada fracdo no tempo zero (TO).

A concentragdo de albumina plasmadtica em
TO variou de 3,41-4,86 g/dL, com valor médio de
4,12 g/dL. A maioria dos valores encontrados durante
todo protocolo de imunizagdo permaneceu dentro dos
limites, com excecdo da terceira imunizagdo, marcada
por reducdo significativa em todos os grupos e todos
os tempos avaliados (24 e 48 h). Nao houve diferenca
estatistica entre os 3 grupos experimentais (Tabela 1).

Os valores de normalidade estabelecidos para
as a-globulinas variaram de 0,14 a 0,54 g/dL, com
média de 0,31 g/dL (TO) [Tabela 2]. Houve aumento
significativo na terceira imunizacdo e seus respectivos
tempos de coleta (24-48 h), com valores acima da
normalidade nos 3 grupos: G1 (0,66 g/dL), G2 (0,62
g/dL) e G3 (0,65 g/dL).

A fracdo B-globulina se subdividiu em 1 e 32
globulina. Em TO, os valores de normalidade da 31 foram
de 0,44 a 1,05 g/dL, com média de 0,66 g/dL (Tabela
3), nao sendo observada qualquer alteragao significativa
nesta fracdo. Por outro lado, houve aumento abrupto de
B2 em todos os grupos 48 h ap6s a primeira imunizagio,
comparado aos valores de referéncia estabelecidos [0,19-
0,85 g/dL, com média de 0,37 g/dL] (Tabela 4).

Da terceira a sexta imunizac¢do houve elevada
concentracdo da fragdo B2, com diferencga significa-
tiva entre o valor basal e os dias das inoculagdes dos
imundégenos.

Os valores em TO para a fracdo y-globulina
foram de 0,80 g/dL a 2,76 g/dL (Tabela 5). Na sexta
imunizagdo houve diferenca significativa entre o G1
(controle) e os 2 grupos que receberam veneno (G2
e G3).
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Tabela 1. Concentragio plasmatica de albumina (g/dL) de ovinos produtores de antisoro escorpidnico antes de iniciar o
protocolo de imunizac@o (T0) e em diferentes momentos da imunizag¢@o adotada, com PBS (G1), veneno bruto (G2) e
veneno detoxificado de Tityus serrulatus (G3).

Grupos TO 1* Imunizag@o 24 h 48 h
G1- Controle 4,10 5,088 5,028° 3,324
G2- Veneno 4,14 5,31¢ 4,418® 3,074
G3-Detoxif. 4,12 5,518 3,978 3,344
TO 2* Imunizacdo 24 h 48 h

G1- Controle 4,10 3,65 3,94 3,00
G2- Veneno 4,14 4,438 3,9448 2,924
G3-Detoxif. 4,12 3,94 3,38 2,82
TO 3" Imunizacio 24 h 48 h

G1- Controle 4,10 2,73 2,65 2,93
G2- Veneno 4,14 2,85 2,75 291
G3-Detoxif. 4,12 3,11 3,40 2,81
TO 4* Imunizacao 24 h 48 h

G1- Controle 4,10 3,948 3918 3,204
G2- Veneno 4,14 3,71 3,14 3,45
G3-Detoxif. 4,12 3,29 3,38 3,57
TO 5" Imunizacao 24 h 48 h

G1- Controle 4,10" 3,48 3,59 3,39
G2- Veneno 4,14 3,18 3,18 3,48
G3-Detoxif. 4,12" 3,31 3,18 3,24
TO 6" Imunizacdo 24 h 48 h

G1- Controle 4,107 3,8948 3,504 4,498
G2- Veneno 4,14 2,914 2,944 4,288
G3-Detoxif. 4,12° 3,468 2,794 3,888

Médias seguidas das mesmas letras maidsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos de coleta (linhas) e seguidas
das mesmas letras mintsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (colunas), submetidas a andlise de varidncia e
ao teste Tukey, com P < 0,05. Médias seguidas de * se diferem entre o momento zero e a imunizagao (linhas), submetidas
a andlise de variancia e ao teste Tukey, com P < 0,05.

Tabela 2. Concentracdo plasmdtica de a-globulina (g/dL) de ovinos produtores de antisoro escorpidnico antes de iniciar
o protocolo de imunizagdo (T0) e em diferentes momentos da imunizac¢io adotada, com PBS (G1), veneno bruto (G2) e
veneno detoxificado de Tityus serrulatus (G3).

Grupos TO 1* Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 0,28 0,154 0,278 0,398
G2- Veneno 0,31 0,244 0,318 0,378
G3-Detoxif. 0,34 0,26 0,37 0,36
TO 2* Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 0,28 0,3748 0,224 0,518
G2- Veneno 0,31 0,214 0,324 0,558
G3-Detoxif. 0,34 0,21* 0,29 0,588
TO 3* Imunizagao 24 h 48 h
G1- Controle 0,28" 0,57 0,66° 0,56
G2- Veneno 0,31 0,62 0,52:® 0,56
G3-Detoxif. 0,34" 0,46 0,42° 0,65
TO 4 Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 0,28 0,254 0,274 0,428
G2- Veneno 0,31 0,2148 0,298 0,214
G3-Detoxif. 0,34 0,18* 0,248 0,28Ba
TO 5% Imunizagao 24 h 48 h
G1- Controle 0,28 0,36 0,39 0,40
G2- Veneno 0,31 0,26 0,41 0,32
G3-Detoxif. 0,34 0,29 0,40 0,35
TO 6a Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 0,28 0,41 0,44 0,42
G2- Veneno 0,31 0,36 0,33 0,37
G3-Detoxif. 0,34 0,31 0,42 0,42

Médias seguidas das mesmas letras maitsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos de coleta (linhas) e seguidas
das mesmas letras mintsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (colunas), submetidas a andlise de variancia e
ao teste Tukey, com P < 0,05. Médias seguidas de * se diferem entre 0 momento zero e a imunizagdo (linhas), submetidas
a andlise de variancia e ao teste Tukey, com P < 0,05.
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Tabela 3. Concentragio plasmatica de f3,-globulina (g/dL) de ovinos produtores de antisoro escorpionico antes de iniciar o protocolo
de imunizacdo (TO) e em diferentes momentos da imunizagdo adotada, com PBS (G1), veneno bruto (G2) e veneno detoxificado
de Tityus serrulatus (G3).

Grupos TO 1* Imunizac@o 24 h 48 h
G1- Controle 0,62" 0,434 0,514a 0,838
G2- Veneno 0,73" 0,41 0,64® 0,75
G3-Detoxif. 0,63" 0,51* 0,848° 0,678

TO 2* Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 0,62 0,85 0,69® 0,97
G2- Veneno 0,73 0,76 0,98" 0,86
G3-Detoxif. 0,63 0,82 0,54 0,83
TO 3" Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 0,62 0,86 1,02° 0,91
G2- Veneno 0,73 0,87 0,84 0,90
G3-Detoxif. 0,63 0,704 0,67 0,928
TO 4* Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 0,62 0,594 0,788 0,818°
G2- Veneno 0,73 0,51 0,69 0,55°
G3-Detoxif. 0,63 0,56 0,65 0,59
TO 5" Imunizacio 24 h 48 h
G1- Controle 0,62 0,71 0,77 0,71
G2- Veneno 0,73 0,56* 0,798 0,688
G3-Detoxif. 0,63 0,59 0,67 0,76
TO 6" Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 0,62 0,65 0,75 0,62
G2- Veneno 0,73 0,69 0,71 0,60
G3-Detoxif. 0,63 0,53 0,75 0,71

Meédias seguidas das mesmas letras maidsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos de coleta (linhas) e seguidas das mes-
mas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (colunas), submetidas a andlise de variancia e ao teste Tukey,
com P < 0,05. Médias seguidas de * se diferem entre 0 momento zero e a imunizac@o (linhas), submetidas a anélise de variancia
e ao teste Tukey, com P < 0,05.

Tabela 4. Concentragio plasmdtica de f3,-globulina (g/dL) de ovinos produtores de antisoro escorpionico antes de iniciar o protocolo
de imunizacdo (TO) e em diferentes momentos da imunizagdo adotada, com PBS (G1), veneno bruto (G2) e veneno detoxificado
de Tityus serrulatus (G3).

Grupos TO 1* Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 0,41 0,464 0,294 1,248
G2- Veneno 0,25 0,404 0,514 1,578
G3-Detoxif. 0,45 0,184 0,354 1,428
TO 2* Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 0,41 0,514 1,0248: 1,338
G2- Veneno 0,25 0,244 0,384¢ 1,678
G3-Detoxif. 0,45 0,294 1,655 1,788
TO 3* Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 041" 1,48 1,44 1,25
G2- Veneno 0,25 1,57 1,64 1,76
G3-Detoxif. 045" 1,05 1,13 1,35
TO 4* Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 041" 0,824 1,0948 1,288
G2- Veneno 0,25° 1,43%® 1,51 1,41
G3-Detoxif. 045" 1,85780 1,94° 1,54
TO 5" Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 041" 1,10 1,23 1,14
G2- Veneno 0,25 1,50 1,52 1,31
G3-Detoxif. 045" 1,61 1,59 1,75
TO 6" Imunizacao 24 h 48 h
G1- Controle 041" 1,038 1,168 0,424
G2- Veneno 0,25 1,468 1,618 0,284
G3-Detoxif. 045" 1,388 1,648 0,374

Médias seguidas das mesmas letras maidsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos de coleta (linhas) e seguidas das mes-
mas letras mintsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (colunas), submetidas a andlise de variancia e ao teste Tukey,
com P < 0,05. Médias seguidas de * se diferem entre 0 momento zero e a imunizac@o (linhas), submetidas a anélise de varidncia
e ao teste Tukey, com P < 0,05.
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Tabela 5. Concentragio plasmatica de y-globulinas (g/dL) de ovinos produtores de antisoro escorpionico antes de iniciar o protocolo
de imunizagdo (TO) e em diferentes momentos da imunizacéo adotada, com PBS (G1), veneno bruto (G2) e veneno detoxificado
de Tityus serrulatus (G3).

Grupos TO 1* Imunizac@o 24 h 48 h
G1- Controle 1,27° 0,62 0,80 1,11
G2- Veneno 1,56" 0,664 1,068 1,328
G3-Detoxif. 1,49° 0,88 1,39 1,13
TO 2* Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 1,27 1,308 0,864 0,9948
G2- Veneno 1,56 1,65" 1,77% 1,134
G3-Detoxif. 1,49 1,58° 0,824 1,014
TO 3* Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 1,27 0,93 1,26 1,09
G2- Veneno 1,56 1,43 1,48 1,41
G3-Detoxif. 1,49 1,11 1,02 1,36
TO 4* Imunizagio 24 h 48 h
G1- Controle 1,27 1,10 1,05 1,22
G2- Veneno 1,56 1,61 1,61 1,52
G3-Detoxif. 1,49 1,21 1,37 1,15
TO 5" Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 1,27 1,08 1,11 1,19
G2- Veneno 1,56 1,59 1,57 1,69
G3-Detoxif. 1,49 1,24 1,35 1,39
TO 6" Imunizacdo 24 h 48 h
G1- Controle 1,27 0,89* 1,12 0,98
G2- Veneno 1,56 1,77° 1,60 1,65
G3-Detoxif. 1,49 1,154 1,2748 1,51°

Médias seguidas das mesmas letras maidsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos de coleta (linhas) e seguidas das mes-
mas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (colunas), submetidas a andlise de varidncia e ao teste Tukey,
com P < 0,05. Médias seguidas de * se diferem entre 0 momento zero e a imunizag¢ao (linhas), submetidas a andlise de variancia e
ao teste Tukey, com P < 0,05.

DISCUSSAO animais, perda de sangue ou plasma [10], o que ndo

ocorreu no presente estudo, uma vez que 0s animais
se encontravam clinicamente saudéveis.

O aumento das a-globulinas coincidiu com o
tempo de redugdo da albumina, reforcando que este
foi decorrente da resposta inflamatéria gerada pelo
uso do adjuvante de Freund. Além disso, os valores
acima da normalidade foram detectados nos 3 grupos,
0 que permite excluir alguma relagdo com o veneno
escorpidnico.

Sabe-se que os adjuvantes atuam como reser-
vatdrio de antigeno no tecido, permitindo a liberagcao
de forma lenta e gradual, o que estimula a producao
de anticorpos. Como inconveniente podem produzir
efeitos colaterais indesejdveis devido a reacdo infla-

O tracado eletroforético, revelando 5 bandas
distintas, foi semelhante ao encontrado em cordeiros
mesticos sauddveis do nascimento ao desmame [32],
além de ovelhas em diferentes fases fisioldgicas (gesta-
¢ao, pos-parto, lactagdo e periodo seco) [26].

A hipoalbuminemia observada na terceira
imunizacdo possivelmente foi resultado da resposta
inflamatéria aguda pelo uso do adjuvante de Freund,
uma vez que se trata de uma proteina de fase aguda
negativa e sua concentragdo diminui frente as respostas
inflamatoérias [11,16,21]. O veneno de 7. serrulatus,
na sua forma bruta ou detoxificada, nao foi capaz de
induzir a liberacdo de mediadores inflamatérios nos

animais, comportamento semelhante ao observado em
cdes [30] e ratos [27] apds envenenamento experimen-
tal com a mesma espécie de escorpido.

A diminui¢@o da albumina se relaciona com
doengas hepaticas, gastrointestinais, ma nutri¢do dos

matodria local [5].

A frag@o a-globulina é composta por uma série
de proteinas de fase aguda positiva, como glicoproteina
dcida al, ceruloplasmina, antitripsina o, antiquimo-
tripsina o, o, macroglobulina e haptoglobina a, esta
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ultima considerada uma das principais proteinas de fase
aguda em ovinos e bovinos, podendo aumentar em até
100 vezes sua concentragdo depois do estimulo [10,14].
Assim, o aumento desta fracdo foi em funcdo da el-
evacdo de uma dessas proteinas citadas anteriormente.

A nio observagao de alteracdo significativa da
fragdo B, nos ovinos imunizados corrobora os resul-
tados obtidos em outro estudo [30]. Ressalta-se que
0 aumento abrupto de 3, nos 3 grupos experimentais
(acima de 300% do valor inicial) 48 h ap6s a primeira
imunizagao, exclui acdo do veneno escorpidnico (bruto
ou detoxificado), uma vez que o grupo controle exibiu
0 mesmo padrio.

A elevada concentragdo da fracdo 2 da terceira
a sexta imunizag¢do, possivelmente ocorreu em decor-
réncia do processo inflamatdrio gerado pelas imuniza-
¢des, com elevacao da sintese e liberacdo de proteinas
de fase aguda pelo figado. Sabe-se que existem vdrias
proteinas na fracao beta-globulina, tais como proteina
do complemento (C3 e C4), proteina C reativa, ferritina
e fibrinogénio, todas positivas de fase aguda [1,10,11].

Em ruminantes o fibrinogénio é um importante
indicativo de resposta inflamatéria [14] e, como o
proteinograma foi realizado com plasma, possivel-
mente o aumento encontrado nesta fragdo proteica foi
em fungdo da elevagcdo dos valores deste elemento.
Este achado ndo indica a¢do do veneno escorpidnico,
diferindo de um estudo com ratos em que se observou
aumento da sintese de proteinas de fase aguda, sob acio
nas vias do sistema complemento apds inoculagdo do
veneno de T. serrulatus [4].

Para a fracdo y-globulinas, apesar de se ob-
servar aumento na sexta imunizacio nos grupos que
receberam veneno, os valores permaneceram dentro
do limite de referéncia para a espécie ovina até 48 h
apos o ultimo reforco.

CONCLUSOES

O veneno de Tityus serrulatus detoxificado
com glutaraldeido ndo promoveu alteracdes nas
proteinas plasmaticas fracionadas (albumina, a, f
e y-globulinas) de ovinos submetidos a um ciclo
de imunizacao na produc¢do de antisoro escorpidni-
co, podendo, possivelmente, ser utilizado como
imundgeno, o que aumentaria a sobrevida dos ani-
mais produtores.
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