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RESUMO: Veneno de Crotalus durissus terrificus (bmg) e a mistura de
veneno (5maq) de sete espécies do género Bothrops (B. jararaca, B. jara-
racucu, B. neuwiedi, B. moojeni, B. alternatus, B. cotiara e B pradol,
ndo tratados e insolubilizados pela acdo de 0,34% de glutaraldeido, in-
corporados em adjuvante oleoso tipo emulsdo mualtipla, foram utilizados
para imunizar cavalos. Uma semana apds os animais foram reinoculados
com o antigeno incorporado ao adjuvante emulsao multipla incompleto e
depois, com o intervalo acima citado foram reinoculados com 0s mesmaos
antigenos adsorvidos ao hidroxido de aluminio. A reimunizacdo dos ani-
mais foi feita 30 dias apds a dltima dose do ciclo basico, constando de:
uma dose de antigenos incorporados em adjuvante oleoso e trés doses
de antigenos adsorvidos ao hidréxido de aluminio, com um intervalo de
sete dias entre a primeira e a segunda dose e de dois dias entre as de-
mais. Amostras de sangue foram coletadas imediatamente antes de cada
inoculacao e 0s anticorpos circulantes foram determinados pelos méto-
dos de floculagdo e neutralizacdo frente aos venenos de referéncia, cor-
respondentes. As reacdes locais e sistémicas observadas nos cavalos fo-
ram consistentemente reduzidas ou ausentes, nos animais que recebe-
ram 05 venenos tratados pelo glutaraldeido quando comparadas com
aquelas dos animais imunizados com venenos ndo tratados. Por outro la-
do, o titulo de anticorpos no soro de todos os animais foi praticamente o
mesmo. Esta experiéncia indica que o glutaraldeido reduziu a atividade
toxica dos venenos sem alterar a sua imunogenicidade.
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INTRODUCAQ

Para a obtencdo de plasmas hiperimunes antibotropicos e anticrotali-
cos, 0s cavalos sao inoculados com diversas doses dos venenos desseca-
dos que normalmente possuem atividade toxica elevada. Com relativa fre-
quéncia sao observadas reacoes locais e sistémicas que podem levar, inclu-
sive, 0 animal a morte. O presente trabalho tem por finalidade a verificacio
do nivel de resposta imunitaria em cavalos hiperimunizados sequndo um
esquema basico, para o qual 0s venenos tiveram a sua atividade tdxica re-
duzida pela acdo de glutaraldeido (GA)2.7 e, a seguir, reimunizados com 0s
mesmos venenos Nao destoxicados.

MATERIAL E METODO

1. Animais:

1.1 Soroprodutores: cavalos, machos, jovens de um ano a um ano e
meio, pesando entre 110 e 150 quilos, divididos em quatro grupos de cinco
animais, segundo as espécies de venenos inoculados e esquemas de vaci-
nacao.

1.2 Testes. pombos de 250 a 320g.

2. Antigenos (AG):

— botropico: mistura de 50% de veneno de B. jararaca e de 8.33% de
cada um dos seguintes venenos:
B. alternatus, B. cotiara, B. jararacucu, B. moojeni, B. neuwiedi e B.
pradoi

— crotalico: veneno de Crotalus durissus terrificus

— atividade toxica dos venenos: determinada pela inoculacdo endove-
nosa em pombos®, demonstrou ser para 0s venenos considerados, as se-
guintes:

B. jararaca — 3D ug
B. alternatus — 4bug
B. cotiara — 45 g
B. jararacucu — 7,5 ug
B. neuwiedi — 25ug
B. pradoi — 4ug
Crotalus durissus terrificus — 1,5ug

3. Preparacdo dos Antigenos:.

3.1 botropico: a mistura de venenos botropicos, nas proporcdes acima
indicadas, foi dissolvida em solucdo salina estéril de modo a conter:

3.1.1 bmgem 2,5ml (grupo |)

3.1.2 10 mgem 2,5ml (grupo |1}

3.2 crotalico: foi dissolvido em solucao salina estéril de modo a conter:

3.2.1 5mg em 2,5ml (grupo 111)

3.2.2 10mg em 2,5ml (grupo 1V)

Os volumes preparados foram suficientes para todas as inoculactes
previstas nos esquemas basicos de hiperimunizacdes. As solucoes foram
centrifugadas a 800g a 4°C durante 15 minutos para eliminacdo de particu-
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las insolliveis. Durante os intervalos entre uma e outra fase de tratamento,
as solucdes eram mantidas a 4°C.

3.3 Tratamento pelo glutaraldeido: foi utilizada a técnica de Weir®.

4. Adjuvantes. Foram utilizados como potencializadores o adjuvante
oleoso emulsdo multipla* completo (AOEM-C) e incompleto (AOEM-I) em
volumes de 2,5ml, na primeira e segunda doses, respectivamente. As de-
mais doses foram adicionados 2,0mg/100ml de hidroxido de aluminio as
solucoes de venenos com pH 7,0 e 7,b para a mistura de botrépicos e cro-
talico, respectivamente. Os volumes totais foram de bml para as duas pri-
meiras doses e 10ml para as restantes, sendo que nestas o volume foi com-
pletado com solucéao a 0,85% de NaCl.

b. Técnica e Vias de inoculacdo. As duas primeiras doses de bml (com ad-
juvante oleoso) foram inoculadas por via subcutanea, no dorso do animal,
em dois pontos (2,5 ml em cada ponto) separados por uma distancia apro-
ximada de 25cm. As doses subsequentes (10ml) foram subdivididas em
quatro porcoes, igualmente distribuidas ao redor dos pontos de inoculacao
das duas primeiras doses.

6. Esquema de hiperimunizacao:

6.1 basica: uma dose com AOEM-C e a seguinte com AOEM-I| e sete
doses com hidroxido de aluminio. O intervalo entre as doses foi fixado em
sete dias.

6.2 reimunizacdo: efetuada apos 30 dias de repouso para recuperacao
dos animais com: uma dose de 7,bmg da mistura de venenos botropicos ou
do veneno crotalico normal (sem tratamento pelo GA), em AOEM-I, volu-
me total de 5ml, preparada e inoculada como antes indicado. As 2.7, 3.7 e
4.2 doses continham 2,5mg dos venenos e hidroxidos de aluminio, volume
total de 10ml, preparadas como anteriormente indicado. Os intervalos en-
tre as doses foram 0s seguintes: entre a primeira e a segunda doses, / dias.
Entre as demais doses, 2 dias.

7. Sangrias: O sangue foi extraido 10 dias depois da ultima dose de Ag,
por puncdo da veia jugular e o soro separado apos a coagulacdo em cdmara
fria.

8. Testes: ;
8.1 Atividade neutralizante dos soros:
8.1.1 "in vitro'’ para o soro anticrotalico pela técnica de floculacdo?;
8.1.2 "in vivo'' para os soros antibotropico e anticrotalico pelo método
de Vital Brazil®.

9. Estudo comparativo: Duas turmas de cavalos soroprodutores, uma de
plasma antibotrépico e a outra de plasma anticrotalico, serviram como re-
feréncia. Os esquemas de hiperimunizacido basica e reimunizacdo foram
efetuados como descrito para os grupos | e lll de cavalos, com venenos,
nio tratados pelo glutaraldeido. Para a avaliacdo dos resultados foram utili-
zados 0s mesmos testes indicados anteriormente, item 8.

RESULTADOS E DISCUSSAOQO

As atividades toxicas para pombos inoculados intravenosamente com a
mistura de venenos botropicos e com 0 veneno crotalico normais foram 40
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e 1,5 ug, respectivamente. Apods o tratamento pelo GA, como indicado,
pombos semelhantes ndao apresentaram qualquer sintoma de envenena-
mento ao receberem 80 e 3,0 ug, por via intravenosa da mistura de venenos
botropicos e de veneno crotalico, respectivamente.

As tabelas | e |l demonstram os resultados obtidos pela titulacdo dos
plasmas dos animais pelo método de Vital Brazil3, expressos em ma de ve-
neno de referéncia neutralizados por 1 ml de plasma. Deve ser ressaltado
que a morte de 3 animais entre 5 inoculados, pertencentes ao Grupo |, im-
possibilitou estudo comparativo quanto a eficacia de doses de bmg de ve-
neno (Grupo 1) e 10mg (Grupo Il).

A mortalidade observada entre os animais do Grupo |, ndo esta relacio-
nada a inoculacdo do veneno, pois ela ndo ocorreu entre 0s animais do
Grupo Il que receberam doses de 10mg. Os animais disponiveis para 0s tes-
tes eram ainda muito jovens e de baixo peso para a finalidade de producdo
de soros. Entre os animais imunizados com o veneno crotalico verifica-se
(Tabela Il) que as doses de 5mg (Grupo Ill) foram mais satisfatdrias, nas
condicoes da experiéncia. Se compararmos estes resultados com aqueles
obtidos pela imunizacédo de cavalos adequados a soroproducéo (turmas de
producéo rotineira), tratados com o mesmo esquema, com doses de bmg
de venenos, observamos que no servico de plasma antibotropico, o trata-
mento dos venenos pelo GA parece ndo ser a técnica de escolha. No en-
tanto, para 0s animais produtores de plasma anticrotalico os resultados ob-
tidos com o veneno tratado pelo GA foram mais satisfatérios. A turma 3 de
servico anticrotalico, producao normal, apresentou em média (50 cavalos)
atividade neutralizante de 0,24mg e 0,40mg nos ciclos basicos e de reimu-
nizacao, respectivamente. Uma outra observacdo que merece destaque é
guanto a reducdo das reacoes locais observadas, em comparacao com as
reacoes desenvolvidas nos animais de producdao normal. Aléem do trata-
mentc dos venenos pelo GA, acreditamos que a utilizacdo do adjuvante
oleoso tipo emulsdo multipla, em volume de 2,5ml, contribuiu com grande
parcela na reducao das reacoes.

TABELA |
Atividade neutralizante dos soros de cavalos hiperimunizados com a mistu-
ra de venenos botropicos tratada pelo GA. Ciclos basico e de reimuniza-
cao.

Titulo * mg/ml
Grupo Cil”i’_m Ciclos
: Basico Reimuniz.
4 <0,2 +
5] <0,2 +
| 7 <0,2 0,4
17 <0,2 0,3
19 <0,2 1
9 <0,2 1,0
14 <0,2 2,0
Il 16 <0,2 0,3
26 <(} 2 0,3
29 <0,2 0.4
* 10 dias apos a ultima dose
+ morto
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TABELA I

Atividads; neutralizante dos soros de cavalos, hiperimunizados com o vene-
no crotalico tratado pelo GA. Ciclos basico e de reimunizacao.

Titulo * mg/ml
Grupo Eaﬂvala Ciclos
' Basico Reimunizacio
“in vitro”’ “In vivo"’ “in vitro” “in vivo"'
3 0,4 - 0,9 >0.8
b 0,2 — 0,6 >0,8
I 21 0,2 = 0,5 >0,8
27 0,0 — 0,7 >0.,8
30 0,2 e 0,6 ~0,8
1 0,0 — 0.2 0,5
2 0,2 —
I/ 20 0,1 - 0,5 0,5
23 0.0 - 0,6 0.5
25 0,0 — 0,3 0b

10 dias apos a ultima dose
+ morto
- nao feito

ABSTRACT: Crotalus durissus terrificus (5mg) venoms and the mixture
(5mg) of seven species from the genus Bothrops (B. jararaca, B.
jararacucu; B. neuwiedi; B. moojeni; B. alternatus; B. cotiara and B.
pradoi) untreated and insolubilized by cross-linking with 0,34% of gluta-
raldehyde incorporated in complete oil adjuvant multiple emulsion were
used to immunize horses. One week later the animals were reinjected
with the same antigens incorporated in incomplete oil adjuvant multiple
emulsion. After one week they were reinjected with the same antigens in-
corporated in aluminium hidroxyde. Thirty days later a new boosters cicle
with two antigen injections were given subcutaneously: the first injection
of antigens in oil adjuvants and the three ones incorporated in aluminium
hidroxyde, at intervals of one week the first and the second injections.
Samples of blood were collected just before each injections and the sera
were used to determine the antibodies titers against the correspondent
whole venoms by the floculation and neutralization methods. The local
tissues damage and the systemic reactions were consistently reduced or
even absents in the animals receiving the cross-linking antigens as com-
pared with those injected with crude venoms. Nevertheless, the titers of
antibodies in the sera from all animals were almost the same. This experi-
ment indicates that the cross-linking of the venoms with glutaraldehyde
reduced their toxic activities but did not change their immunogenic ca-
pacity.

KEYWORDS: Cross — linking venoms. Snake venoms. Glutaraldehyde.
Antivenoms.
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