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RESUMO: Na hiperimunizagdo mista de cavalos com antigenos botré-
picos e crotalicos e possivel que a acdo proteolitica dos venenos botrd-
picos degrade, mesmao que parcialmente, os venenos crotalicos quando,
misturados antes da inoculacdo nos equinos. Esta atividade botrdpico-
-proteolitica pode ser um dos fatores responsdveis pelas reducdes pela
metade, aproximadamente, seja dos titulos soroneutralizantes médios
seja da porcentagem de animais que respondem ao estimulo imunogé-
nico a ambos o0s venenos, se comparados com aqueles obtidos nos ani-
mais inoculados com 0s mesmos venenos isolados e em dias diferentes.
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INTRODUCAO

Os soros antivenenos botrépico-crotélico sdo de utilidade nos casos em que
h4 duvidas sobre o género ao qual pertence a serpente responsavel pelo aciden-
te. Tais duvidas podem ocorrer ou porque a captura do ofidio ndo foi realizada
e as lesBes locais do acidente sejam bizarras ou por falta de conhecimento da
pessoa que estiver socorrendo o acidentado.
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A producdo do antiveneno botrépico-crotélico era feita por inoculacdo em ca-
valos, de mistura de venenos botrépicos e crotalicos. Os soros obtidos, via de re-
gra, apresentavam titulos baixos de anticorpos antiveneno crotalico. O enrique-
cimento desses soros com o anticrotalico exige 0 uso de preparacdes muito po-
tentes para evitar a diluicdo dos anticorpos botrépicos. Tendo em vista que 0s ve-
nenos botrdpicos sdo ricos em enzimas proteoliticas?®, potencialmente capazes
de clivar a crotoxina® e torna-la menos imunogénica, foi delineado esquema de
imunizacdo dos cavalos, injetando-o0s com os venenos botropicos e crotalicos iso-
lados e em diferentes locais. Os respectivos titulos neutralizantes foram determi-
nados pelo método de Vital Brasil'. Os resultados foram comparados tanto do
ponto de vista de titulos quanto do de porcentagens de animais que responderam
a ambos 0s antigenos. Todos 0s animais eram soroprodutores e submetidos a di-
versas reimunizacfes com o0s venenos botropicos e crotalicos antes destas expe-
riéncias.

MATERIAL E METODOS

CAVALOS: Animais de raca indefinida, pesando ao redor de 350 quilos, com qua-
tro a oito anos de idade por ocasido do inicio da hiperimunizacdo. Todos 0s animais
eram soroprodutores e submetidos a diversas reimunizacdes com 0s venenos bo-
trépicos e crotalicos antes destas experiéncias.
ANTIGENO: Venenos botrdpicos — obtidos de sete espécies do género botrépico
(B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwied|, B. pradoi, B. cotiara, B. alternatus e B. moo-
jenil), misturados na proporcdo de 50% de B. jararaca e 8,33% de cada um dos
seis venenos mencionados. Os venenos, até o momento da preparacdo dos anti-
genos, foram conservados em estado seco (seco a vacuo) e a 4°C.

Venenos crotédlicos — venenos de Crotalus durissus terrificus e de Crotalus du-
rissus collineatus, misturados na proporcdo de 50% de cada uma das espécies.
A técnica de conservacdo foi a mesma descrita para os venenos botrépicos.

ESQUEMAS DE REIMUNIZACAO UTILIZADOS

TABELA 1

Esquemas de reimunizacdo. mg de venenos, volume de salina e de adjuvante
de Freund Incompleto inoculado e espaco de tempo entre as inoculaces.

ESQUEMA | DIA 0 11° ¥ 13%
M) (M) (M)
VENENO ;
5,0mgB+5,0mgC 2.5mgB+2,5mgC 2,5mgB+2,5mgC 2,5mgB+25mgC
El SALINA 5ml 10mi 10mi 10mi
{AFI)
ADJUVANTE - = —
&ml
DIA 0 1° 14° 16°
VENENOD 5,0mgC 5,0mgB 5,0mgC 5,0mgB
E2 SALINA Bml Bmi 10mil 10ml
[AFI) (AFI)
ADJUVANTE - -
Bml Smi

B — botrdpico — C — crotdlico — M — mistura — (AFl) — Adjuvante de Freund Incompleto.
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Os antigenos foram inoculados na regido dorsal dos animais e os volumes totais
subdivididos em trés partes e cada uma delas injetada por via subcuténea, em pontos
diferentes, distando, aproximadamente, de 20cm cada ponto.

Os titulos de antivenenos foram determinados 10 dias apds a (ltima inoculacdo
em cada esquema. Os numeros de cavalos envolvidos nas observacdes foram os
seguintes: esquema tradicional utilizado pelo Instituto Butantan (E 1), 250 cava-
los; esquema proposto (E 2), 5b cavalos.

Os animais foram constantemente alimentados com sete quilos diarios de ra-
cdo balanceada (22% de proteina), capim verde ou feno (dependendo da época)
e 4gua ‘‘ad libitum"".

SANGRIAS PARA PRODUCAOQ: O sangue foi extraido por puncdo da veia jugular,
na proporcdo de 4% em relacdo ao peso dos animais (2% iniciais e 2% apds 48
horas), e coletados em bolsas plasticas contendo 400 ml de solucdo anticoagu-
lante isotdnica (1,47% de dextrose, 4,8% de citrato de sddio e 1,47% de acido
citrico).

DOSEAMENTO: Para a determinacdo dos titulos soroneutralizantes (SN) dos anti-
venenos, foi utilizado o método de Vital Brazil®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com os diferentes esquemas de reimunizacdo encontram-
-se na Tab 2.

TABELA 2

Titulos SN de cavalos submetidos a diferentes esquemas de reimunizacao
com venenos botropicos e crotalicos.

ESQUEMAS NUMERO TITULOS *SN MEDIOS % DE ANIMAIS
DE COM TITULOS SN
ANIMAIS BOTROPICO CROTALICO BOTROPICO SOMENTE
CROTALICO BOTROPICO
£ 250 1.23 0.28 35,7 64,2
£ 56 187 057 79.2 20,8

' mg de venenos de referéncia (B. jararaca e C. 0. terrificus) neutralizados por mi de plasma. SN — Soroneutralizante.

Pelo exame da Tab. 2, observa-se que E 2 proporcionou um aumento de 103,5%
no titulo SN do antiveneno crotalico em relacdo ao esquema que vinha sendo apli-
cado. Deve, ainda, ser ressaltada a porcentagem de animais que respondem a am-
bos os estimulos imunogénicos (botrépico e crotalico), substancialmente
aumentada.

e Supbe-se que os resultados superiores de SN, obtidos com a fracéo crotélica
pela aplicacdo do E 2, estariam ligados a auséncia de atividade proteolitica dos
venenos botrépicos?#° que poderia agir sobre o antigeno(s) crotalico quando mis-
turados mesmo sendo o material mantido a 4°C antes da inoculacéo.

No que diz respeito ao consumo de venenos exigido pelo E 2, nas condicfes
destas experiéncias, em relacdo ao E 1, ele foi 20% menor.
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ABSTRACT: In the horse’s mixed hyperimmunization with Bothrops Cro-
talus Venoms it i1s possible that the Bothrops venom's proteolytic action
degenarates part of the Crotalus venom if they are mixed before inocu-
lation, probably this proteolytic activity is one of the factors responsa-
ble by seroneutralization titer reduction and animals that reply to Crotalus
and Bothrops immunogenic stimulation, when compared with the re-
sults obtained with the same venoms inoculated separately and in dif-
ferent days.

KEYWORDS: Venoms Bothrops-Crotalus hyperimmunization, proteoly-
tic activity.
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