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RESUMO: Estudou-se, no presente trabalho, o efeito de inibidores es-
pecificos para o centro ativo de proteases, o p-nitrofenil-p’ -guanidino
benzoato (NPGB) e o fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) ou do quelante
acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) sobre as propriedades imuno-
génicas dos componentes dos venenos botrdpicos. A mistura usada co-
mo antigeno continha 50% de veneno de B. jararaca e 50% de uma mis-
tura em partes iguais, dos venenos de B. alternatus, B.cotiara,
B.jararacucu, B. neuwied, B. mogjenie B. pradoi (IMVB). Cinco cavalos,
pesando 400-450kg foram imunizados com essa mistura pré-tratada com
buM de NPGB, £ uM de PMSF e 10 uM de EDTA, (MVB-1) e cinco cava-
los do mesmo porte foram imunizados com a mistura "'in natura” (MVB).
A resposta primaria foi induzida injetando-se 5 mg das misturas MVB — |
ou MVB incorporadas em adjuvante completo de Freund (ACF). Quatro
meses depois, 0s animais receberam cinco imunizacdes de reforco, cada
uma com 10 mg de MVE-I ou MVB, em NaCl a 0,15M, a intervalos de 8
dias entre as imunizacdes. Os resultados permitern concluir: a) que os ve-
nenos botrdpicos pré-tratados com esses inibidores de proteases deve-
ram ser usados como antigenos em substituicdo ao veneno ndo tratado;
e, b) que o esquema de imunizacdo de cavalos para a producdo de soros
antivenenos poderia constar de uma imunizacdo de base com 5 mg do
veneno Incorporado em ACF seguida, 3-4 meses depois, por duas imuni-
zacoes de reforco, cada uma com 10 mg de veneno em NaCl 0,15 M a in-
tervalos de 8 dias, procedendo-se a sangria 8 dias depois.

UNITERMOS: Bothrops. Venenos botropicos. Enzimas proteoliticas.
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INTRODUCAQO

0O veneno das serpentes do género Bothrops contém numerosas pro-
teases entre as quais se incluem endopeptidase e proteases de baixa espe-
cificidade, hidrolases de ésteres de arginina, ativadores de protrombina,
ativadores do Fator X e cininogenases (Deutsch e Diniz,3; lwanaga e Suzu-
ki,5: Mebs,’: Kocholaty et al.b.)

Essas enzimas, quer por acao direta sobre tecidos e vasos quer liberan-
do peptidios de proteinas teciduais ou plasmaticas, podem desempenhar
papel importante na mediacdo das alteractes subsequentes a introducio
dos venenos nos tecidos: aumento da permeabilidade vascular seguida de
edema; formacédo de coagulos e obstrucao vascular; ruptura de estruturas
das paredes dos vasos e hemorragia; formacéo local de peptidios poten-
cialmente capazes de promover efeitos locais e sistémicos como a bradici-
nirla e as anafilatoxinas (Rocha e Silva, et al.?; Slotta,'V; Dias da Silva, et
al.”)

A bem documentada acdo de algumas dessas enzimas proteoliticas so-
bre os tecidos animais e sobre proteinas plasmaticas implicam-nas como
agentes potencialmente responsaveis por apreciavel parte das lesOes locails
e sistémicas que ocorrem, quer durante os envenamentos por acidentes
ofidicos, quer incidentalmente nos locais das injecdo dos animais que estéo
sendo utilizados para a producéo de soros antiofidicos.

Dispde-se, hoje, de inibidores especificos de baixo peso molecular ca-
pazes de inibir irreversivelmente os centros ativos de enzimas proteoliticas
sem produzir aprecidveis modificacbes conformacionais na sua estrutura
molecular ou de quelar fons fundamentais para a expressdo da atividade
enzimatica dessas enzimas. Entre os primeiros engquadram-se o 'p -
nitrofenil-p’-guanidino-benzoato, (NPGB)" e o “'fenil-metil-sulfonil fluoreto
(PMSF)"' e entre os segundos o cido etileno-diamine-tetraacético (EDTA).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que venenos botropicos
tratados com dois inibidores de baixo peso molecular ativos sobre o sitio
enzimatico de enzimas proteoliticas, o “'p - nitrofenil - p* - guanidino ben-
zoato'' (NPGRB) e o fenil - metil - sulfonil fluoreto (PMSF) e 0 agente que-
lante para cations bivalentes, o 4cido etileno-diamino-tetraacético (EDTA),
induzem a producdo de antisoros, em cavalos, com titulos semelhantes aos
antisoros produzidos pelos mesmos venenos ndo submetidos ao tratamen-
to com estes inibidores. Observou-se além disso, que as lesdes usualmente
observadas no local da injecdo dos venenos eram menos intensas, ou mes-
mo ausentes, quando 0s venenos eram preé-tratados com os inibidores.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados dez equideos adultos sendo seis muares (M)
e quatro cavalos (C) que haviam sido utilizados para a producao de soro
anti-rabico registrados com os numeros M-89, M-80, M-130, M-550, M-
594, M-650, C-375, C-38b, C-588 e C-590.
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Antigenos: Utilizou-se, como antigeno, a mistura de venenos botropi-
cos usualmente empregada no Instituto Butantan para a producdo de soro
antibotrépico. Esta mistura foi preparada, adicionando-se a um volume de
solugdo de veneno de B. jararacaa b mg/ml em NaCl a 0,15M igual volume
de uma solucdo a 5 mg/ml, em NaCl a 0,15M, contendo partes iguais dos
venenos de B. alternatus, B. cotiara. B. jararacucu, B. moojeni, B.
neuwiedi e B. pradoi. Esta mistura fol dividida em duas porcdes: uma, “in
natura’ designada MV B e a outra contendo 5 uM de NPGB, 5 uM de PMSF
e 10 uM de EDTA, designada MVB-I. As duas misturas foram incubadas
por 30 minutos a temperatura ambiente, divididas em aliquotas e congela-
das a -20°C. As solucdes MVB-| foram diluidas em NaCl a 0,15 M para 1
mg/ml de veneno. Para a imunizacao de base 5 ml de cada solucéo de ve-
neno foram emulsionados com igual volume de adjuvante completo de
Freund (ACF). Para as imunizagoes de reforco foi usada a solucéo de vene-
no diluido em NaCl a0,15M a 1 mg/ml.

Imunizacoes dos animais. Os animais M-89, M-90, M-130, C-375, e C-
385 foram imunizados com a mistura de venenos designada MVB e os ani-
mais M-550, M-594, M-650, C-588 e C-590 foram imunizados com a mistura
MVB-I.

Imunizacdo de base: Dez mililitros das emulsdes MVB-AFC ou MVB-I-
AFC foram injetados, pela via subcutanea, em diferentes pontos do dorso
do animal distanciados um do outro o sufuciente para que ndo ocorresse
confluenciacdo dos granulomas que viessem a se desenvolver.

Imunizacdo de reforco. Quatro meses depois 0s animais foram injeta-
dos com 10 ml das solucdes de venenos botrépicos MVB ou MVB-| a 1
mg/ml em NaCl 0, 15M, pela via subcutdnea, ao redor dos granulomas. Es-
ta injecao foi repetida por mais quatro vezes a intervalos de 8 dias entre as
inoculacdes.

Amostras de sangue foram obtidas antes de cada injecdo de veneno e
0s soros obtidos foram aliquotados e armazenados a -20°C até o uso. O
periodo de imunizacao foi de 160 dias e cada animal recebeu um total de 60
mg de veneno.

Método de ELISA Theakston e col. ''. Cem microlitros da solucdo da
mistura de venenos botropicos contendo veneno das sete espécies de ser-
pentes do género Bothrops, (conforme indicado no item “Antigenos’’), na
concentracdo 1 ug/mil, foram adicionados aos pocos em forma de U das
placas de plastico marca "Nuclon’ (Delta, Dinamarca). As placas foram
mantidas a 4.°C durante a noite, tempo suficiente para que se realizasse a
adsorcao do veneno a superficie dos pocos. A seguir, as placas foram satu-
radas com uma solucdo de albumina (BSA) a 3%, contendo em 0,05% de
Tween 20 em NaCl a 0,15M e deixando-as em repouso, a temperatura am-
biente, por 3h. Apds trés lavagens com uma solucdo de PBS 100mM pH
7,4, contendo 0,05% de Tween 20, a cada poco adicionou-se 100ul dos so-
ros de equideos hiperimunizados com veneno botropicos nas diluicbes de
1/100 a 1/12.000, deixando as placas em repouso por 4bmin. a temperatu-
ra ambiente. Apos lavagem seguindo a metodologia descrita acima, 100 ul
de soro de coelho anti imunoglolinas de cavalo conjugado com peroxidase
(Cappel, Cochaville, USA) foram adicionados aos pocos e as placas deixa-

109



HIGASHI, H.G.: GUIDOLIN, R.: NISHIKAWA, AK.: YAMAGUCHI, 1.K.;: LIMA,
M.L.S.R.: MORAIS, J.F.;: DIAS da SILVA, W. Venenos botrbpicos pré-tratados com
inibidores ativos para 0s sitios enzimaticos de proteases e com substancia quelante pre-
servam seu poder imunogénico. Mem. Inst. Butantan, 51(3):107-115, 1989,

das em repouso por 45 min. a temperatura ambiente. Apos lavagem pelo
mesmo método descrito acima, 100 ul de ortho-fenildiamina (Sigma Co.
USA) na concentracdo de 1 mg/ml e 0,04ul de H, O, foram adicionados
aos pocos e as placas mantidas a temperatura ambiente por 15-20 minutos,
tempo suficiente para o desenvolvimento da cor. Como controles, em cada
placa, em um grupo de pocos omitiu-se a adicdo da solucao de veneno e
em outro omitiu-se a adicdo de soros de cavalos hiperimunizados. A inten-
sidade da cor desenvolvida era determinada espectrofotometricamente a
492 nm.

Dupla-Difusdo em Gel de Agarose Ouchterlony®. Placas de vidro de
4cm x 19cm foram recobertas com uma camada uniforme de gel de agaro-
se (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) a 0,8% em tampao barbital sédio,
pH 8,6, 0,066 M. Em cada placa foram feitos conjuntos de orificios com
3mm de didmetro, havendo em cada conjunto um orificio central e seis
orificios periféricos circularmente dispostos e distanciados 4mm um do ou-
tro. Vinte microlitros da solucdo de veneno a 1 mg/ml, em NaCl a 0,15M,
foram depositados no orificio central e iguais quantidades de soro de cava-
lo antiveneno botropico em diferentes diluicdes, nos orificios periféricos.
As placas, depois de transferidas para camaras Umidas, foram deixadas em
repouso por 24h a temperatura ambiente. A seguir, as placas foram lavadas
sucessivamente em NaCl a 0, 15M por 24h e em aqgua destilada por 24h, se-
cadas na estufa a 37°C e imersas em uma solucao corante (0,2% de azul de
Coomassie, 45% de metanol, 45% de agua e 10% de acido acético glacial)
por bmin e descoradas até fundo transparente na solucao descorante (45%
de metanol, 45% de agua e 10% de acido acético). Depois de secadas em
estufa a 37°C as bandas de precipitacdo foram identificadas e o titulo dos
soros imunes foram avaliados pela dltima diluicdo do soro que ainda forne-
cia bandas de precipitacao visivels.

Eletroforese em acetato de celulose. Amostras de 5 ul de soro de cava-
los hiperimunizados com venenos botrépicos obtidas um dia antes do inicio
do processo de imunizacdo e oito dias apos a ultima imunizacao de reforco
foram aplicadas sobre fitas de acetato de celulose pre-embebidas em tam-
pdo veronal de soédio, pH 8.6, 0,04M e submetidas a uma eletroforese a
200V por 25 minutos; logo a seguir, as fitas de acetato de celulose foram
imersas na solucédo corante (0,5% de amido-Schwars |IOB em uma solucédo
com 47,5% de metanol, 47,5% de aqua e 5% de acido acético glacial) por
8min. e transferidas para a solucdo diferenciadora (47,5% de metanol,
47,5% de dgua e 5% de acido acético glaciall. A seguir, as fitas foram
imersas na solucdo transparentizadora (85% de metanol, 14% de acido
acético glacial e 1% de glicerol) e secadas na estufa a 37%C. A absorvan-
cia foi determinada no densitémetro.

Neutralizacdo da atividade letal dos venenos botropicos Vital Brazil2. A
uma série de amostras de 1,0ml de soro de cavalo antiveneno botrépico,
ndo diluido, adicionou-se 1.0ml de NaCl a 0,15M contendo diferentes
quantidades da mistura de venenos botropicos. Apds incubacao das mistu-
ras a temperatura ambiente por 1h, 2,0ml de cada mistura foram injetados
intravenosamente em pombos adultos pesando 250g. O titulo neutralizante
do soro foi considerado como sendo a maior quantidade de veneno cuja
atividade letal foi neutralizada por 1,0ml do soro nio diluido.

110




HIGASHI, H.G.: GUIDOLIN, R.: NISHIKAWA, A.K.: YAMAGUCHI, 1.K.: LIMA,
M.L.S.R.; MORAIS, J.F.; DIAS da SILVA, W. Venenos botropicos pré-tratados com
inibidores ativos para 0s sitios enzimaticos de proteases e com substancia quelante pre-
servam seu poder imunogénico. Mem. Inst. Butantan, 51(3):107-115, 1989.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anticorpos antiveneno botrdpico estavam ausentes nas amostras de
plasma colhidas imediatamente antes do inicio da imunizacdo dos cavalos.
Apds a imunizacdo de base ja havia anticorpos circulantes com titulos va-
ridveis de 8 a 3.2 x 10° no ensaio pelo método de ELISA ou de 1.6 a 3.2 x
10" no ensaio pelo método da dupla-difusdo em gel de agarose. Apdsa 1.2
imunizacado de reforco houve brusca e acentuada ascensao nos titulos de
anticorpos detectaveis pelo metodo de ELISA passando para 128 a 512 x
103, permanecendo estavel ao redor desses valores mesmo apds a 5.2 e Ul-
tima imunizacdo de refor¢co. Todavia, no ensaio pelo método da dupla-
difusdo em gel de agarose ndao houve alteraces apreciaveis em relacio aos
titulos obtidos nas amostras de plasma colhidas apds a imunizacdo de base
(Tabelas 1 e 2).

TABELA |
Titulacdo de anticorpos pelo micrométodo imunoenzimatico-ELISA
antiveneno botrépico em cavalos imunizados com venenos botrépicos
“in natura’’ ou pré-tratados com inibidores enzimaticos de baixo
peso molecular ativos sobre o centro ativo de enzimas proteoliticas,

Mistura® de Anticorpos antivenenos botropicos (") (***)
\Venenos Animal (108
Botropicos n.*
Imunizacao de reforco
Imunizacdo
de base 1.2dose | 2.2dose | 3.2 dose | 4.2 dose | 5.? dose
89 16 256 200 200 400 200
MVB* 90 8 128 50 B0 50 100
130 16 206 200 200 400 400
375 8 128 200 400 200 200
385 16 512 200 400 | 400 200
50 16 h12 200 400 100 200
594 8 128 200 200 100 —_
MVB-I* 650 32 256 400 400 200 100
588 32 256 200 200 100 100
590 16 512 400 200 100 200

" MVB: mistura de venenos botrdpicos contendo um volume de uma solucédo de
veneno de B.jararaca a 5,0mg/ml em NaCl 0.15M e um volume de uma
solucdo de venenos de B.alternatus, B.cotiara, B.jararacussu, B.moojeni,
B.neuwiedi e B.pradoi a 5.0mg/ml contendo quantidades iguais de cada
um destes venenos.

* MVB-l — A solucdo MVB pré-incubada com 5 uM de p-Nitrofenil-p'guanidino
benzoato INPGB), 5 uM de fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) e 10
uM de acido etileno-diamino tetracético (EDTA) a 329, 30 min.

** Ultima diluicdo dando reacéo nitidamente positiva (x10°)

*** As amostras de soro colhidas imediatamente antes da imunizacio de base ndo

deram reacoes positivas.
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TABELA 2
Titulacdo de anticorpos pelo método de dupla-difusdo em gel de agarose
antiveneno botropico em cavalos imunizados com venenos botropicos
“Iin natura’’ ou pré-tratados com inibidores enzimaticos de baixo
peso molecular ativos sobre o centro ativo de enzimas proteoliticas.

Mistura® de Anticorpos antivenenos botrépicos (**)
\Venenos Animal
Botropicos n°
Imunizacdodereforco
Imunizacao
£ | | debase | 1.°dose| 2.°dose | 3.°dose | 4.° dose| 5.° dose
89 16 16 16 | =32 | 16 =232
) =32 4 =32 =232 232 | =232
MVB * ] ) | 16 32 =32 00| ] S | D25
375 16 8 EEC ol | SRR O | BN | O | 2R
385 e | RN | B | =02 232 16 16
b0 16 4 =32 =32 | 16 32
_ 594 16 6 | >82 | >3 | 16| 8
MVB-I* T U P A AL e =32 16 16
588 16 16 | =32 232 16 -
590 16 16 16 8 16 =32

* MVB: mistura de venenos botropicos contendo um volume de uma solugao de
veneno de B.jararaca a 5,0mg/ml em NaCl 0.15M e um volume de uma
solucdo de venenos de B.alternatus, B.cotiara, B.jararacussu, B.moojeni,
B.neuwiedi e B.pradoi a 5.0mg/ml contendo quantidades iguais de cada
urm destes venenos.

* MVB-I A solucdo MVB pré-incubada com 5 uM de p-Nitrofenil-p’-guanidino
benzoato (NPGB), buM de fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) e 10
uM de acido etileno-diamino tetracético (EDTA) a 32°, 30 min.

**Todos morreram com um minuto apos inoculacao.

A enorme diferenca entre os titulos de anticorpos detectaveis pelos me-
todos de ELISA e pela dupla-difusdo em gel agarose poderia ser explicada
pela também notavel diferenca entre os limites de sensibilidade dos dois
métodos: 0s métodos imunoenzimaticos podem detectar anticorpos em
quantidades da ordem de ug-pg enguanto no método de dupla-difusido so
aparecem bandas de precipitacdo nitidamente visiveis quando a concentra-
céo de anticorpos acha-se presente, pelo menos entre 5 a 10 ug; Bier et al.’

Anticorpos neutralizantes dos efeitos letais presentes nos venenos bo-
tropicos ndo existiam ou se achavam em quantidades indetectaveis nas
amostras de plasma colhidas antes do inicio da imunizacdo e mesmo nas
amostras de plasma obtidas apds a imunizacao de base. Entretanto, uma
semana depois da 1.2 imunizacao de reforco houve um aumento abrupto
nos niveis de anticorpos neutralizantes em todos os cavalos imunizados,
1,0ml de soro foi capaz de neutralizar os efeitos letais para o pombo em
mais de 0,2mg e menos de 1,0mg da mistura de venenos botrdpicos, a ex-
cecdo do soro do cavalo n.® 650, cujo titulo foi superior a 1,0 mg/ml de so-
ro. Estes titulos ndo variaram apreciavelmente ao longo de todo o processo
de imunizacédo de reforco (Tabela 3).

Esta pagina tem uma errata. Para acessa-1a,
112 Udaté o link do Sumario desta edicao.
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TABELA 3
Titulacdo dos anticorpos neutralizantes das atividades letais presentes
nos venenos botropicos em cavalos imunizados com venenos botropicos
“in natura” ou pre-tratados com inibidores enzimaticos de baixo
peso molecular ativos sobre o centro ativo de enzimas proteoliticas.

vereros | Aina TR PGS AT 33 v
Botrdpicos n.° ___Imunizacgo de reforco

Imunizacio e |0 SR

_debase 1." dose | 2." dose | 3." dose | 4.° dose | 5.° dose.

89 '<0.2mg | >0,2<0,5|>1,0<1,6] >0,8<1,0] <08 [>0.2<05

20 “ | 20.2<0,5 | >0,2<0,5] >0,5<0,8 | >0,2<0,5 | >0,2<0,5

MVB* 130 202<05] >10 | 210 210 21,020

375 [ 20.2<05/>05<08] >1.0 [ >10 [>08<1.0

385 i <0,2 <02 | <02 |>0,2<0,5]:0,5<0,8

ool <0,2mg | >0,8<1,0[>1,0<1,5) >1,0<1,5 [ >0,8<1,0| >0,5<0,8

MVB-I* o4 ; 1 20.5<0,8|>0,8<1,01 >0,5<1,0] <05 [>0,2<0,8

650 v i 1,0} > P 215 |>25<3,0

BBy e s 20,2<0,51>0,8<1,0] >0,8<1,01 >0,8<1,0| >0,8<1,0

530 >0,8<1,01>0,8<1,0] <08 <08 |[>05<08

" MVB: mistura de venenos botropicos contendo um volume de uma solucéo de
veneno de B.jararaca a 5,0mg/ml em NaCl 0.156M e um volume de uma
solucdo de venenos de B.alternatus, B.cotiara, B.jararacussu, B.moojeni,
B.neuwiedie B.pradoi a 5.0mg/ml contendo quantidades iguais de cada
urm destes venenos.

A solucdo MVB pré-incubada com & uM de p-Nitrofenil-p’-quanidino

benzoato (NPGB), 5uM de fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) e 10
_ uM de acido etileno-diamino tetracético (EDTA) a 322, 30 min.
"*Ultima diluicdo dando nitidas bandas de precipitacao.

" MVEB-I

Via de regra, ndo ha diferencas apreciaveis nos titulos de anticorpos
quer nos animais imunizados com 0s venenos botropicos “'in natura’” quer
nos animais imunizados com a mistura de venenos botrépicos pré-tratada
com inibidores enzimaticos. Assim, os inibidores NPGB e PMSF, compos-
tos de baixo peso molecular, ativos sobre o centro ativo de enzimas pro-
teoliticas, ndo interferiram com a imunogenicidade dos componentes dos
venenos botropicos responsaveis por seus efeitos letais. E importante res-
saltar que os venenos botrépicos pré-tratados com os inibidores enzimati-
cos, ao contrario dos venenos "'in natura’’, produziram lesdes muito discre-
tas no local da injecdo que logo se cicatrizavam. Houve aumento da fracéo
y-globulinas apés a 2.° imunizacdo de reforco.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem: a) que a mistura
de venenos botropicos utilizada para a producao de soros terapéuticos de-
veria ser pré-tratada com inibidores enzimaticos de baixo peso molecular,
visando reduzir as acoes das enzimas proteoliticas presentes nesses vene-
nos e assim reduzir as lesdes locais que expoliam desnecessariamente a
salide dos animais em imunizacao; b) que o nimero de doses da imuniza-
cdo de reforco seja reduzido para duas, uma vez que nao houve modifica-
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cHes apreciaveis nos titulos de anticorpos ensaiados tanto pelos meétodos
imunoquimicos de ELISA e de imunodifusdo como pelo método de neutra-
lizacdo das atividades letais dos venenos botropicos.

ABSTRACT: The effect of protease active site direct inhibitors, the p-
nitrophenyl-p’-guanidino benzoate (NPGB) and the phenyl-methyl-
sulphonvyl-fluoride (PMSF) or the chelator ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) on the immunogenic properties of Bothrops venom compo-
nents was studied. A group of 5 horses weighing 400-450 kg was immu-
nized with Bothrops venoms preteated with 5 uM NPGP, 5 uM PMSF and
10mM EDTA. As control a similar group of horses was immunized with
untreated venom. The animals were primed with 5 mg of venom in com-
plete Freund's adjuvant and restimulated 4 months later with five boos-
ters, each with 10 mg of venoms in NaC1 0,15 M, 8 days apart. During
the immunization procedure (160 days long) each animal received 55 mg
of venom. Serum samples were collected just before each venom injec-
tion and the antibodies levels evaluated by three methods: the micro-
ELISA assay, the double immunodiffusion precipitin reaction and the ve-
nom lethal effects neutralization test. Antibodies against Bothrops ve-
noms were absent before immunization, were present in low titers 4
months after priming with the venom incorporated in FCA, increasing af-
ter the first two boosters and plateauing thereafter. Pretreatment with
NPGB, PMSF and EDTA did not interfered with the immunogenic pro-
perties of the venoms but blocks therir local tissue damage effects. These
results lead to conclude that Bothrops venom pretreated with protease
active site direct inhibitors should be used as substitute for crude venom
as antigen and that the immunization schedule of horses for antivenoms
production should be constituted by a priming with 5 mg of venom in
FCA followed 3-4 month later by two boosters with 10 mg of venom in
0,15 M NaCl 8 days apart.

KEYWORDS: Bothropsvenom. Proteolytic enzyme.
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